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Resumo

Os fungos foram os primeiros patogenos de insetos utilizados no controle microbiano.
Esses endopatogenos sdo estudados no Brasil ha mais de sessenta anos, todavia, somente
depois de 1964, com a ocorréncia epzodtica de Metarhizium anisopliae em cigarrinhas da
cana de agucar, que os fungos receberam mais atengdo. Aproximadamente, 80 % das
doencas verificadas nos insetos tem como agentes etiologicos os fungos. Com técnicas
apropriadas de bioensaios ¢ possivel selecionar isoladamente os fungos altamente
virulentos, especificos ou nio, com caracteristicas adequadas para serem usados como
inseticidas microbianos, visando o controle de grande numero de pragas das culturas
econdmicas. Assim, o objetivo do presente trabalho foi estudar as melhores condigdes de
cultivo do fungo filamentoso Metarhizium anisopliae com o proposito de maximizar sua
concentragdo celular. Fatores de rendimento Célula/ Substrato foram conseguidos na ordem
de 20 % através de um meio basico contendo glicose e outros micro-nutrientes comuns.
Durante as fermentagdes foram acompanhados o pH, o crescimento da massa celular e o
consumo de glicose. Os melhores resultados de crescimento foram conseguidos com meios
numa concentragdo de glicose de 30 g/L. O pH final se estabilizou em torno de 4,0,
mostrando uma acidificagiio durante a fermentagdo. Uma caracteristica observada durante
os experimentos realizados é a de que o M. anisopliae cresceu na forma de pellets durante

as fermentagdes.

Palavras- chave: Fermentacdo, Metarhizium, Glicose.
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1-Introducio

Alguns fungos sdo patégenos de largo espectro. Sdo capazes de atacar insetos
aquaticos e fitéfagos que vivem na parte aérea das plantas e no solo, podendo causar
epizootias naturais. Podem infecctar diferentes estagios dos hospedeiros, como ovos, larvas,
pupas e adultos, sendo esta caracteristica desejavel e muito peculiar deste grupo. Alguns
sao virulentos e a maioria é altamente especializada na penetragio via tegumento, o que os
coloca em vantagem quando comparados com outros grupos de patogenos que s6 entram no
inseto por via oral (ALVES,1998).

Estima-se que sejam conhecidas 1 milhdo de espécies de insetos, de um total de
mais de 2,5 milhdes que, provavelmente, ocorrem sobre a Terra. Desse total, cerca de 10%
podem ser consideradas pragas da agricultura ou pragas urbanas (CADATAL et al,
1970).Mais de setecentas espécies de fungos ja foram encontradas parasitando insetos ou
mantendo com estes outros tipos de interagdes. E, de acordo com ALVES (1985), fungos
podem ser especificos ou causar doengas em um grande niimero de hospedeiros, como
Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae. Além do aspecto relacionado aos possiveis
danos, devido a multiplicagdo dos fungos sobre certos hospedeiros, eles precisam ser
estudados quanto a seguranga das toxinas que podem produzir.

L1-  Metarhizium anisopliae

O Género Metharizuim ests classificado dentro da Subdivisio Deuteromicotina,
Classe Hifomicetos e na Familia Moniliceae (HERREIRA &ULLOA, 1998); outros
géneros importantes representados na mesma classificagio sio: Aspergillus, Paecilomyces e
Beauveria, todos podendo ter como hospedeiros os insetos (ALVES, 1983).

Os endopatogenos vem sendo estudados no Brasil ha mais de sessenta anos, contudo
foi somente a partir de meados dos anos sessenta, com a ocorréncia epzodtica de
Metarhizium anisopliae sobre as cigarrinhas da cana-de-aglicar, que os fungos receberam
mais atengio dos pesquisadores (ALVES, 1995).
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Em artigo recente FRAZAO et 2] (2000) foi demonstrada a vantagem do
Metarhizium anisopliae var. Acridum com relagdo a Beauveria bassiana em esporulag¢des
realizadas em cadaveres de gafanhotos.

Um  programa muito conhecido de utilizagdo do fungo no pais é o controle da
cigarrinha Mahanarva posticata em cana-de-agicar com M. anisopliae. Em 1987, foram
tratados 130.000 hectares de cana-de-agicar com este patogeno. Mais recentemente a
ESALQ-USP vem desenvolvendo e demonstrando a possibilidade de uso deste fungo no
combate de carrapatos, pernilongos, baratas e pragas de grios armazenados, conforme
relatos de ALVES (1998).

1.2- O Ciclo das Relacées Fungo-Hospedeiro

O ciclo das relagdes fungo-hospedeiro depende das condi¢des ambientais, como:
temperatura, umidade, luz, radia¢do ultra-violeta, assim como as condi¢des nutricionais e
suscetibilidade do hospedeiro > apresentando as seguintes fases:

A adesdo representa um evento complexo, sendo o primeiro do ciclo das relagdes
fungo-hospedeiro, que ocorre apos a deposi¢do do fungo sobre o inseto e visa 3 preparagido
do local para a fase de penetragio.

levados passivamente pelos agentes de disseminagio (BALF OUR-BOOWNE, 1960).

hospedeiro que Ihe servira de alimento(ALVES, 1998).

Fungos como Verticillium lecanii, Hirsutella thompsonii, Entomophthora muscae
(Entomophthorales) possuem determinados tipos de conidios envolvidos por uma
substancia transparente, mucilaginosa e aparentemente viscosa, que além de proteger contra
a dessecacdo, facilita a adesio desses conidios 3 superficie do hospedeiro (VIEGAS 1939,
SAMSON et al. 1980). O muco que envolve os conidios de M. anisopliae possui altos niveis
de aminopeptidases, que podem criar condigdes favoraveis para a atuacdo das enzimas
extracelulares(ST. LEGER et al. 1987).

Durante a germinacio, encontrando condi¢bes favoraveis de umidade, temperatura,

Na extremidade do tubo germinativo ocorre uma dilatagdo das hifas, formando uma
estrutura  denominada apressorio. Ocorre, nesta fase, a migracdo do contetido
citoplasmatico para o tubo germinativo, transformando este local em um centro de elevada
atividade metabélica que se caracteriza pela presenca de mitocdndrias, ribossomos e outros



condigdes. Para N. rileyi ¢ outros fungos que normalmente nio produzem apressorio, pode-
se formar uma massa mucilaginosa ao redor do tubo germinativo, a qual também pode
ocotrer uma reuniao de varias hifas, dando origem a uma estrutura apressorial que tem agao
na penetragdo do fungo(ALVES, 1998).

A formagao de grampo de penetracfio ocorre na parte inferior do apressorio pode
ocorrer uma diferenciagdo da hifa, tornando-a mais fina e saliente, a qual teria a fungdo de
iniciar o processo de penetragio da epicuticula e procuticula do tegumento do inseto. Nem
todos os fungos apresentam essa estrutura muito caracteristica.

Na penetracdo estdo envolvidos dois processos principais, o fisico, devido a pressdo
da hifa terminal que rompe as areas membranosas ou esclerosadas, e o quimico, resultante
da elaboragdo de enzimas (proteases, lipases e quitinases), as quais facilitam a penetragdo
mecanica do fungo e o metabolismo do tubo germinativo. Na area da procuticula, ao redor
do local de penetragdo, aparecem sintomas de histélise (decomposi¢do do tecido por acdo
enzimatica). Algumas enzimas podem estar correlacionadas com a agressividade de certos
fungos para determinados hospedeiros, porém a morte do inseto é ocasionada por uma série
complexa de eventos, o que dificulta o estudo dessa correlagio (BOUCIAS, et al 1988).

O aparelho bucal, espiraculos, anus, sifio respiratorio e tarsos sdo locais de
penetragdo, porém as membranas intersegmentais do abdome sdo tidas como a porta de
entrada mais comum para os fungos em geral. Segundo WRAIGHT et al. (1990), apenas
3% das penetragdes de Z. radicans ocorrem na cabega de £. Jabae, 16% no térax e 74% no
abdome, sendo que, deste ultimo percentual, 61% dos conidios estdo localizados nas
membranas intersegmentais.

A penetracao via oral pode ocorrer, para alguns fungos, em pernilongos. Esta via de
penetragdo também € utilizada por M. anisopliae em Schistocerca gregaia, N. rileyi em A.
gemmatalis, B. bassiana em operarias grandes de Solenopsis spp. E outros. No entanto,
alguns insetos, como as operarias pequenas de S. invicta, possuem estruturas no tubo
digestivo capazes de filtrar os conidios de determinados fungos (SIEBENEICHER et
al.1992).

A partir da penetragdo inicia-se o processo de colonizag¢io do hospedeiro pelo fungo.
A hifa que penetra sofre um engrossamento e se ramifica inicialmente no tegumento do

inseto e posteriormente na hemocele. A partir deste estdgio, visando uma possivel protecio
contra o sistema de defesa do inseto (encapsula¢@o), sdo formadas estruturas como

protoplastos, no caso de Entomophthorales (Entomophthora), blastésporos e outros COTpos
hifais. Normalmente n3o ocorre grande crescimento hifal dentro do inseto antes da sua
morte. No inseto morto, o fungo cresce interiormente e todos os tecidos sdo penetrados por
hifas filamentosas. Ndo ocorre a desintegragdo dos tecidos por microrganismos saprofitas
que vivem dentro e sobre o inseto, porque o patogeno secreta substancias antibidticas,
como a oosporina, responsavel pela coloragdo rosa dos cadaveres. A colonizagdo dos
diversos 6rgados apresenta, provavelmente, a seguinte seqiiéncia: corpos gordurosos, sistema
digestivo e tubos de Malpighi, hipoderme e sistema nervoso, muasculos e traquéias. Durante
0 processo de colonizagdo, os fungos secretam toxinas que podem afetar as células e as
reagdes do hospedeiro. Também, durante esse estagio, os hospedeiros desencadeiam na
hemocele as suas reagdes celulares e humorais de defesa contra a presenca do fungo, tais
como encapsulagdo, nodulagio e outras (HERREIRA et al 1998).

O tempo para colonizagio pode variar de 72 a 120 horas, dependendo do inseto,
patogeno e das condigdes ambientais.
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pela preservagio do fungo no solo. Os conidios assexuais so os principais propagulos de
Deuteromycotina (Beauveria, Metarhizium, Nomuraeq etc.), aparecendo em
Basidiomycotina (Septobasidium, Uredinella etc.).

Os sintomas iniciais da doen¢a podem aparecer como manchas escuras nas pernas,

anisopliae infectando lagartas), para depois o inseto assumir coloragio esbranquigada,
devido ao crescimento do micélio ( HERLICH, et al 1975).

Apds a morte do inseto, que ocorre entre dois a oito digs apds a inoculagio (alguns
msetos, como os cupins, baratas etc., quando submetidos a elevado potencial de indculo
podem morrer em um periodo de 12 a 24 horas), as hifas comecam a emergir pelos
espirdculos e usando pressado mecdnica saem através das areas mais fracas (regido
intersegmentar) e depois pela cuticula mais grossa. O micélio cobre toda a superficie do
corpo, iniciando pelos espiraculos e 4reas intersegmentais. Associado ao crescimento

horas apés a colonizagdo. A curva de esporulagdo depende da umidade, temperatura,
espécie de inseto, raca do fungo e das condigdes de tempo. Segundo SOSA-GOMEZ
(1990), quando o hospedeiro ¢ D. saccharalis e as condigdes de umidade relativa sio
otimas, a maior produgdo de conidios acontece entre o quarto e o sétimo dia apos a morte
do inseto.

Tabela -1 Alguns sintomas apresentados por insetos em decorréncia de ataque de alguns
fungos entomopatogénicos

Grupo de insetos Sinais ou coloragio Fungo

e| Verde, verde — oliva ou verde | Metarhizium

Cigarrinhas, lagartas
] acinzentado

percevejos




Lagartas da soja, algodao e da Verde - claro Nomuraea
cana de aguicar |
Moscas, acaros e pulgdes Amarelo escuro ou esverdeado Aspergillus S

A disseminacio do fungo ocorre apos a formagdo dos propagulos infectivos, estes
se dispersam pelo ambiente > auxiliados pelos fatores bidticos a abiéticos, tais como o
vento, chuva, homem, animais. Também o hospedeiro moribundo pode concorrer para a
disseminacdo dos fungos (SMITH, et al 1981).

1.3- Estruturas de Preservacio do Fungo

Os Entomophthorales, apds a morte do inseto, podem ser preservados dentro do
cadaver na forma de clamidésporos. Essas estruturas, como ja foi referido, sdo as principais

de cadaveres, hifas de paredes espessas e esporos de repouso, além de clamidésporos
aéreos (PENDLAND, 1982).

S&o comuns os sinémios que crescem ao lado de cadaveres de insetos atacados por
fungos. As hifas externas dessas estruturas protegem as internas dos fatores do tempo. Sao
também consideradas estruturas de resisténcia de fungos os ascocarpos de alguns
ascomicetos.

1.4- Producio de Enzimas

As enzimas atuam no processo de penetragio dos fungos, inclusive na fase de adesdo,
antes mesmo da germinagdo dos conidios. Sio liberadas pelo tubo germinativo, o qual tem

favorecendo o processo nutricional entre o fungo e o hospedeiro. As proteases, além de
estarem envolvidas nos processos de formacio e germinac¢do dos esporos, tém fungdes
nutricionais Importantes, sendo capazes de hidrolisar as cadeias polipeptidicas em
moléculas menores, que sdo absorvidas pelas células.

De outro lado, as lipases sdo responsaveis pelo fracionamento dos lipideos (6leos e
gqrduras) existentes na superficie dos insetos, para posterior metabolizagdo pelos




morte do inseto ocorre em fun¢do de uma complexa seqiiéncia de eventos, porém trabalhos
tém sido realizados com essa finalidade.

PARIS & SEGRETAIN (1978) relataram que a viruléncia de B. bassiana estava
relacionada & produgdo de lipase, o que facilitaria a selecdo das ragas com essa
caracteristica. A incapacidade de produgdo de quitinase e lipase por B. brongniartii pode
estar correlacionada com a incapacidade desse patogeno de infectar Melohotha melolontha
(PARIS & FERRON, 1979). ROBINSON (1966) estudou o processo de penetragdo dos
fungos Aspergillus flavus, B. bassiana, M. anisopliae, P. farinosus e Cordyceps militaris,
através do tegumentos de Tenebrio molifor, comparando com outros fungos ndo-
patogeénicos € que ndo penetram a exocuticula. O autor atribuiu a capacidade de produgdo
de enzimas quitinoliticas ou proteoliticas a eficiéncia de penetragdo, embora estejam
envolvidos no processo aspectos de ordem mecanica, como pressdo de hifas exercida
mediante a a¢do dos apressorios.

Ja se verificou, através de estudos especificos, a produgdo de esterases e N-
acetilglucosaminase no processo de penetracao das hifas de M. anisopliae no tegumento de
Oryctes rhinocerus (RATAULT & VEY, 1977). Por outro lado, AL-AIDOOS & SEIFERT
(1980) demonstram que um mutante de A/ anisopilae possuia a habilidade de degradar
amido, e crescia sobre meios de cultura contendo essa substancia, comportava-se de forma
altamente virulenta para o pernilongo Culex pipiens, em testes de laboratorio. Os mutantes
virulentos de M anisopliae estido correlacionados com altas produgdes de proteases
(quimoelastases), as quais causam a lise das proteinas do tegumento, agilizando o processo
de penetragdo do fungo (ST. LEGEER, et al.1988) Entretanto, elevada atividade lipolitica
foi observada nos isolados mais virulentos de M. anisopliae, provenientes de diversas
regides do Brasil, segundo SOSA-GOMEZ & ALVES (1983). Esse fungo, dependendo dos
isolados, produz diferentes niveis das seguintes enzimas extracelulares: endoproteases,
aminopeptidases, carboxipeptidases, lipases, esterases, quitinases e N-acetilglicoaminases,
havendo também variagdes na sequéncia temporal das producdes enzimicas (ST. LEGEER
et al.1986).

Tem sido constatada a variabilidade intra-especifica no sistema de esterases dos
fungos M. anisopliae ¢ B. bassiana, quando submetidos e eletroforese, a qual vem sendo
utilizada como um parametro para caracterizagdo de racas desse patogenos (CONTI et al.
1980. ROSATO et al. 1981, ALVES 1982, SOSA-GOMEZ & ALVES 1983, SOSA-

L.5- Producio de Toxinas

- Os ﬁmgps entomopatogénicos possuem a capacidade de sintetizar toxinas que sdo
utilizadas no ciclo das relagdes patogeno-hospedeiro.

i Segundo RQBERTS (1981), as toxinas dos fungos sdo estudadas com os seguintes
objetivos: a) elucidar o modo de acao do fungo sobre o inseto; b) procurar novos produtos




geneticamente, com relacdo a esse carater.
Outro aspecto a ser explorado futuramente, ¢ a utilizagdo de metabolitos toxicos de

fungos, com eficacia sobre insetos e de baixa toxicidade para o homem, As vantagens
seriam o seu baixo periodo de caréncia, em condigdes de campo (biodegradabi]idade), além

Acdo toxica sobre
Larvas de pernilongos e moscas
adultas

Larvas de
adultas

pernilongos e moscas

B. bassiana e B. | Beauverolides Baratas
brongniartii

De acordo com TAMELER (1998), a produgdo do alcaléide swainsonine depende
dos efeitos do pH durante o processo de fermentagio, e este ainda interfere na concentragcdo
de biomassa .

L.6- Producio de Funges Entomopatogénicos

Os fungos, para serem utilizados no controle microbiano de insetos como inseticidas
biolégicos, precisam estar disponiveis em grandes quantidades. Isso se deve ao fato de
insetos normalmente necessitarem de um elevado potencial de indculo para serem
colonizados por esses patogenos ( ALVES & PEREIRA, 1998).

A produgio de qualquer agente de controle biologico deve levar em consideragio a
formulagdo final do produto. Isso porque a formulagio, que deve ser encarada como etapa
final do desenvolvimento do produto microbiano, vai depender de varios aspectos da fase
de cultivo dos patégenos, como, por exemplo: a) o tipo de propagulo produzido; b) certos
tratamentos dados ags microrganismos durante a produgdo; ¢) materiais adequados para o
uso no meio de cultura; d) Separagao dos propagulos do meio de cultura; €) outros aspectos
proprios de cada patdgeno e formulagio (ALVES, 1998).
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2— Objetivos

Este trabalho apresenta como principais objetivos:

2.1 —Verificar a influéncia de diferentes concentracGes de glicose na producdo de massa
celular de Metarhizium anisopliae;

2.2 — Testar diferentes condi¢des operacionais durante as fermentagdes, definindo as
melhores para sey cultivo;




3- Material e Métodos

3.1 — Microrganismo

O fungo filamentoso Metarhizium anisopliae ( n°- 3220) foi obtido pela colegdo de
culturas Tropicais da Fundagdo Tropical de Pesquisa e Tecnologia André Tosello, de
Campinas, S.P., na forma liofilizada.

3.2-Meios de Cultura

a) Agar Sabouraud Dextrosado (g/L):

Peptona de Carne (5,0 g/L), Glucose (20,0 g/L), Agar (15,0 g/L).
b) Meio de Glicose 1:

Glicose (50,0 g/L), Extrato de Malte (15,0 g/L), Extrato de Levedura (15,0 g/L), Sulfato de
Amdnio (25,0 g/L), Fosfato de Potassio (25,0 g/L).

¢) Meio de Glicose 2:

Glico;e (40,0 g/L), Extrato de Malte (1,0 g/L), Extrato de Levedura (1,0 g/L), Sulfato de
Amonio (5,0 g/L), Fosfato de Potassio (4,0 g/L).

d) Meio de Glicose 3:

Glicos.e (50,0 g/L), Extrato de Malte (15,0 g/L), Extrato de Levedura (7,5 g/L), Sulfato de
Amoénio (25,0 g/L), Fosfato de Potassio (25,0 g/L), Aveia em Flocos (40,0 g/L).
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e) Meio de Glicose 4.

Glicose (20,0 g/L), Extrato de Malte (1,0 g/L), Extrato de Levedura (0,1 g/L), Sulfato de
Amonio (5,0 g/L), Fosfato de Potassio (3,5 g/L), Aveia em Flocos (10,0 g/L).

) Meio de Glicose 5:

Glicose (30,0 g/L), Extrato de Malte (1,0 g/L), Extrato de Levedura (1,0 g/L), Sulfato de
Ambnio ( 5,0 g/L), Fosfato de Potéssio (4,0 g/L).

g) Meio de Glicose 6:

Glicose (20,0 g/L), Extrato de Malte (1,0 g/L), Extrato de Levedura (1,0 g/L), Sulfato de
Amoénio (5 g/L), Fosfato de Potassio (4,0 g/L).

Os meios foram preparados adicionando-se 1000 mL de dgua destilada. Com excecdo dos
meios 3 e 4 que tiveram de ser filtrados.

Apds a homogeneizagdo destas substdncias, foram esterelizados em autoclave por 20
minutos a 121° C sobre pressdo de 1 kgf/cm?.

As diferengas nas concentragdes de substratos presentes nos meios acima relacionados
foram baseados em literaturas do cultivo de Aspergillus sp.

3.3-Preparaciio do Agar

A cepa do fungo Metarhizium anisopliae foi aberto e suspenso em
aproximadamente 3 mL de agua destilada e esterelizada. Em seguida com o auxilio de uma

pipeta foi efetuada a inoculagdo em tubos de ensaio previamente autoclavados e tampados
com chumago de algoddo, contendo 10 mL de Agar Sabouraud Dextrosado da marca

Biobras, o qual foi solidificado com os tubos inclinados para aumentar a area superficial,
sendo todo o procedimento descrito acima realizado em camara de fluxo laminar.

Apos esta primeira etapa o microrganismo sempre foi mantido em estoque e ativo,
para tanto foram feitos repiques a cada 2 meses. Para a realizaciio do repique, um tubo de
ensaio contendo o fungo em cultura pura foi aberto e suspenso em agua destilada e
esterelizada. Com o auxilio de uma alga de platina previamente flambada raspou-se
levemente a superficie, posteriormente com o uso de uma pipeta graduada, transferiu-se
cerca de 0,5 mL desta suspensdo para outros tubos de ensaio contendo também 10 mL de
Agar Sabouraud Dextrosado, solidificado na posigdo inclinada, e autoclavados, sendo os
mesmos tampados com chumago de algoddo. Tal procedimento foi realizado em cimara de
fluxo laminar.

Os tubos inoculados foram colocados em temperatura ambiente por 48 horas para
verificar o sucesso da inoculagdo e observar se houve contaminagdo do meio de cultura por
outro microrganismo. Apds esta etapa, os tubos de ensaio contendo a cultura pura foram
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N ; ntidos ateé
mantidos em uma cAmara fria (5° C) para diminuir 0 mctabO\lsmO do fungo, © mant

futura necessidade de uso (FERREIRA, 2000).

3.3- Cultivo de Metarhizium anisopliae

3 3.1- Pré- Cultura

No preparo da pré- cultura, o meio utilizado foi o de glicose 6, distribuido em
erlenmeyers, contendo 100ml em cada. O inoculo consistia na raspagem dos esporos com O
auxilio de uma al¢a de platina, obtidos dos tubos de ensaio contendo cultura pura.
Posteriormente este meio era levado para a incubadora com agitagao durante 72 horas.
para a inoculagdo em meio liquido € necessario conhecer-se a quantidade de esporos,
expressa em esporos/mL. Isto foi realizado com o auxilio de uma cAmara d¢ Neubauer, da
Optik Labor, com profundidade de 0,1 mm e area do menor quadrado de 0,0025 mm?,
possuindo portanto um volume de 0,0025 mm® que ¢ uma lamina para microscopio onde ha
divisdes quadriculares com volume conhecido, onde € possivel contar 0s €sporos presentes.

A partir da solugdo filtrada, retira-se uma amostra com auxilio de uma pipeta
Pasteur colocando-a na camara de Neubauer. Em seguida, com O auxilio de um
microscopio com objetiva de 40X conta-se a quantidade de esporos presentes em 5 quadros
aleatorios com volume conhecido de cada quadro de 4.10" mL e em seguida fez o caleulo
da média do namero de células contadas (RIBEIRO & SOARES, 1993).

3.3.2- Testes de Cultivo
a) Em Mini fermentador

Para a analise da influéncia das diferentes concentragdes de glicose no crescimento
do fungo Metarhizium anisopliae em mini fermentador com condigdes operacionais de 30°
C de temperatura, 400 rpm de agitacdo, foram utilizados os meios de glicose 1,2,3,45¢6.

o As retiradas das amostras foram realizadas a cada 24 horas, onde eram feitos as
analises de massa seca (item 3.3.3 a) e aguicares redutores (item 3.3.3b).

b) Em Incubadora com Agitagao:

Os ensaios realizados na incubadora com agitagao, foram mantidos em elernmeyers
com um volume total de 110 mL de inoculo, durante 96 horas a uma temperatura de 30°C e
agitagdo constante de 150 rpm. Para estes experimentos, utilizou-se 0s meios de glicose 1, 5
e 6, efetuando as analises para massa seca © agucares redutores a cada 24 horas. :

3.3.3- Analises Fisicas e Quimicas

a) Massa Seca

1- Filtragdo- A massa seca foi determinada filtrando-se o material retirado com 0 auxilio

de uma bomba a vacuo, com papel filtro de faixa branca de 9 cm de diametro,
previamente pesado.
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A massa filtrada juntamente com o papel foi colocada na estufa na temperatura de
30°C por um periodo de 24 horas para eliminar 3 umidade presente. A seguir era feita uma
nova pesagem dos papéis de filtro, agora contendo a massa filtrada, e a massa seca foi
obtida por diferenga da massa liquida do papel. A pesagem foi feita em balanca analitica
com precisdo de 4 casas decimais,

2- Centrifugagdo- utiliza-se a centrifuga¢do por um intervalo de 5 minutos, numa
temperatura de 15°C a umga velocidade de 15000 Pm em centrifuga automatica, ao final
da centrifugaco, retirava-se a massa e colocava em um papel de filtro na estufa na
temperatura de 30°C por 24 horas.

b) Agucares Redutores
A determinacio da concentragdo dos agucares no meio foi feito pelo método do DNS
(MILLER, 195 9). Este método dosa a concentragao de agucares redutores,

Tabela 3 - Dados para a construg¢do da curva de calibragdo da glicose

CONCENTRACAO (G TRANSMITACIA
(%)
0,1 97.0
0,2 912
0,3 85.0
0,4 80,3
0.5 73,9
0,6 69,1
0,7 64,7
0,8 583
0,9 55,9
1,0 51,8
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Figura 1 — Curva de calibragio da Glicose

Pela curva de calibragio com R* = 0,9937 obteve-se a Equag@o 1 que relaciona a

concentragdo de Glicose em fungio da transmitancia:

C(g/L) = -0.0195.T(%) + 1,9711

(1)



4— Resultados e Discussées

4.1- Ensaios em Mini fermentador

14

A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos no mini fermentador, utilizando como

meio de cultura glicose 1, numa temperatura constante de 30 °C.

Tabela 4 — Resultados da fermentacéo 1.

Conc. Celular|Conc. Glicose
(g/L) no filtrado

Transmitancia | pH
(%)

A Figura 2 descreve o comportamento da concentragio de Glicose com o
mediante os valores da Tabelad4, obtidos no minj fermentador.

tempo,
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Figura 2 — Consumo de glicose para o Ensaio 1

Com base nos resultados obtidos, observou-se o consumo de substrato no decorrer
do tempo. O meio relacionado a composigdo apresentava uma coloragdo marrom de
intensidade média, o que ndo facilitava a visualizagio de pequenas esferas que formavam
com o crescimento do fungo ao longo do tempo.

ALVES (1998) ressalta que durante o processo de fermentagdo, é comum em
produgdo de fungos em meios liquidos, a formagdo de pequenas esferas de micélio, de
aproximadamente 5 mm de didmetro.

Decidiu-se reduzir as quantidades de substratos para valores expressos na
composi¢do do meio de glicose 4, realizando-se uma fermentagdo, cujos resultados estdo
apresentados na Tabela 5.

Tabela 5— Resultados obtidos no mini fermentador.

Tempo | Transmitancia | PH Conc. Celular |Conc. Glicose no
(horas) | (%) (g/L) filtrado
(/L)
24 113 5,9 3,690 18.0375
48 83,2 55 4.495 15,435
72 89.6 49 4,975 11,195
96 92.1 4.6 5,105 8,7575
120 943 46 6,465 6,6125
144 95.0 45 7.155 593
168 97,2 4,5 9,155 3,785

A Figura 3 descreve os dados contidos na Tabela 5 no que diz respeito ao
decréscimo da concentragdo de Glicose e aumento da concentracdo celular.
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Figura 3 — Concentragdo de Glicose e de Massa celular ao longo do tempo

Com esta composigdo do meio, a visualizagdo do crescimento dos fungos foi melhor
devido & maior nitidez da mistura. Observou-se um melhor crescimento do microrganismo,
partindo-se de uma concentragdo de 3,69 g/L para um valor quase trés vezes maior,
conseguindo-se nesse ensaio uma conversdo de 0,383, ou seja 38,3%, o0 que se mostra
muito superior ao resultado da etapa anterior e que reﬂete o bom aceitamento do meio de
cultura por parte do microrganismo e as boas condi¢des de assepsia, que evitaram a
ocorréncia de qualquer contaminagdo.

J4 a Tabela 6 apresenta os resultados obtidos no mini fermentador, de acordo com as
condigdes operacionais (item 3.3.2) e o meio de glicose 2.

Tabela 4 — Resultadosda fermentagdo com o meio 2..

Tempo | Transmitancia | PH Conc.Celular (g/L) { Conc. Glicose no
(horas) | (%) filtrado
(g'L)
0 69,7 6,2 0,965 30,59
24 79,4 5,7 1.335 21,14
48 81,8 5,1 2.9 18,80
2 883 45 3,19 12,46
96 95.1 43 5,00 5,831

Verifica-se na Tabela 6 um aumento de concentragdo celular de mais de cinco vezes
e grande consumo de aglicar.

Os resultados da Tabela 6 sdo apresentados na Figura 4.
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Figura 4 — Concentragao de Glicose e de Massa celular ao longo do tempo

Note que o ensaio terminou antes da fase estacionaria, onde as concentragoes
comegam a se estabilizar. Isto ocorreu devido ao menor volume de meio de cultura e ao
maior volume retirado de amostras para analises, porém o comportamento das curvas nao
fugiram ao seu padrao. A conversdo foi de 0,163, que se mostra menor que aquela atingida
no segundo ensaio, isso demonstra que o microrganismo nao aceitou bem o aumento da
concentracdo de Glicose. Pode ter ocorrido uma inibi¢do pelo substrato, uma vez que a
possibilidade de contaminagdo foi descartada, pois quando esta ocorre O meio se torna
aquoso com formagdo de uma grande massa na superficie, sem visualizagdo de péllets.

Na Tabela 7 esto descritos o consumo de glicose € producio de massa seca durante
168 horas de fermentacdo, utilizando o meio de glicose 5.

Tabela 7- Resultados obtidos no mini fermentador.

Tempo(h) M. Seca (g/L) Glicose (g/L)
24 3,69 29,0

48 450 17.4

72 498 11,2

96 5,11 8.8

120 6,47 6,6

144 7,16 5,9

168 9,16 3.8

Na Figura 5 estdo descritos os comportamentos do crescimento celular e da
concentragdo de glicose relativos aos dados da Tabela 7. Note que a massa aumenta
claramente com o consumo do substrato.
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Figura 5 — Resultados do ensaio 5
Comparando este com o ensaio 4,obteve-se valores melhores de conversdo, porém
como ja observado, o cultivo do M. anisopliae ¢ lento.

Na Tabela 8 sdo apresentados os resultados obtidos atraveés da utilizagdo do meio de
glicose 6, este ensaio o pH inicial foi de 6,2 e no final obteve-se o valor de 4,3.

Tabela 8 — Resultados obtidos no mini fermentador.

Tempo(h) M. Seca (g/L) Glicose (g/L)
0 0,97 30,2

24 134 9% 3

48 2,90 18,8

84 3,19 12,5

120 5,00 58

Na Figura 6 estdo descritos os comportamentos do crescimento da massa seca e da
concentracdo de glicose relativos a Tabela 6.

35

30 —AK
25

15

20 - On

10

5 .—-‘/’.__‘}
0 T T )

Tempo (Dias)

i —e—Massa

{
|

—=— glicose

Figura 6 — Resultados do ensaio
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Nota-se um comportamento analogo ao do Grafico 4 porém num menor intervalo de tempo.
Isto provavelmente devido a quantidade de substrato presente no meio. Observa-se também
uma acidificagdo do meio, uma vez que este ndo era fixo.

A Tabela 9 mostra os resultados obtidos através da utilizagio do meio de glicose 5,

numa fermenta¢o em minj fermémagor.

Tabela 9 — Resultados obtidos no mini fermentador

Tempo (h) [Conc. quular Concentragao
o/L) ‘ Glicose (g/L)

CEES . wnx

Figura 7 - Resultados da fermentacio do meio 7

20

15
o —e—Conc. Celular (g/L)
S
g i —.—Concentragéo }
O 5 = Glicose (g/L) =

0 i\wr\ﬁ‘ﬁ

0 24 48 72
Tempo (h)

4.2- Ensaios em Incubadora com Agitagdo
A Tabela 10 mostra os resultados obtidos em meio de glicose 5, sendo todo o

experimento processado em incubadora com agitagdo, de acordo com suas condig¢des
Operacionais descritas ng item 3.3.2.

Tabela 10 — Resultados obtidos na incubadora.

Conc. Celular Concentrag:ﬁo
g/1) Glicose (g/L)
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Figura 9- Metarhizium amsolzae, objetiva de 40X, ﬁltf azul
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Figura 10- Metarhizium anisopliae, objetiva de 40X, filtro verde.

Na Figura 11, é possivel visualizar as hifas com varios nucleos contidos na mesma
massa citoplasmatica sem septos transversais.

Figura 11- Hifas de Metarhizium ams'ophae,' observada em objetiva de 46X, filtro azul.



S- Conclusées

De acordo com os testes realizados, o fungo Metarhizium anisopliae mostra-se propicio
a desenvolver-se em baixos valores deﬁi de 6,2 a 4.3, notado a partir da diminuig¢do
deste ao longo das fermentagdes. 3

Observa-se uma grande sensibilidade a c"bntaminagx“)es, € quando isto ocorre, é de ficil
visualizagdo, pois o meio se modifica rapidamente. Por este motivo o cultivo deste
microrganismo requer grandes cuidados.

Durante o decorrer dos ensaios foi possivel verificar que ndo € necessario altas
concentragdes de substrato, pois 0os melhores resultados foram obtidos com uma
concentragdo de 30 g/L E importante ressaltar ainda que, o periodo de fermentacio ¢

5.1 - Propostas para Futuros Trabalhos no Cultivo do M, anisopliae

Estudar a influéncia do pH nas fermentagdes;
Estudar a influéncia da temperatura nas fermentagées:

Estudar a influéncia da vazio de ar no mini fermentador;
Testar novos substratos;

Variar a rotagdo do minj fermentador.
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