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GOTTI, I.A. DESENVOLVIMENTO DE MEIO DE CULTURA PARA PRODUCAO DE Metarhizium
anisopliae (MESTSH.) SOROK. POR FERMENTACAO LIQUIDA. S&o Paulo. 2016. Dissertacio
(Mestrado em Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no Agronegécio) — Instituto Bioldgico.

RESUMO

A producdo de Metarhizium anisopliae vem crescendo nos ultimos anos, pois é o fungo
entomopatogénico mais utilizado em S&o Paulo para controle da cigarrinha da raiz da cana-
de-acucar Mahanarva fimbriolata devido ao aumento dos danos causados por esta praga.
Este fungo € atualmente produzido em meio solido utilizando-se arroz pré-cozido como
substrato, entretanto € necessario o0 aprimoramento das técnicas vigentes e 0
desenvolvimento de novos processos que permitam melhora na qualidade, aumento de seu
potencial de controle além da relacdo custo-beneficio dos produtos microbianos. Esta
pesquisa teve como objetivo desenvolver um novo meio de cultura para a producdo do fungo
M. anisopliae em fermentacdo liquida, avaliando a eficiéncia desta producdo e a
patogenicidade do fungo produzido em meios de cultura complexos comparados a produgéo
convencional em meio sélido com arroz, inclusive quando se trata de custo-beneficio de uma
metodologia em relagé@o a outra. O isolado IBCB 425 do fungo foi inoculado inicialmente em
meios de cultura contendo fontes de Nitrogénio, Carbono e Sais durante oito dias, avaliando-
se cada 48 horas o pH, a concentracdo de blastosporos e 0 peso da biomassa. Apos as
avaliacdes, as melhores fontes foram selecionadas para inoculagdo em um meio complexo.
O desenvolvimento do fungo foi acompanhado durante 14 dias, também com avaliagdo dos
mesmos parametros anteriores, a cada 48 horas. Os dados foram tabelados e a curva de
crescimento no meio complexo foi tragcada. Os meios contendo Levedo de Cerveja, Albumina,
Glicose de Milho, Sacarose, NaNOs e KCI se destacaram para producdo em fontes isoladas.
O meio de cultura complexo contendo Albumina, Sacarose, NaNO3 e KClI foi eficiente para o
desenvolvimento de M. anisopliae e nao interferiu em sua patogenicidade. O Custo
operacional e preco de venda do fungo produzido por fermentagao liquida foi superior em
relacéo ao fungo produzido pelo método convencional em meio sélido, entretanto a margem
de compensacdo justifica o investimento nesta metodologia de producdo. Os resultados
apresentados permitem concluir que que o fungo se desenvolve em diferentes meios de
cultura liquidos e o projeto de implantacéo de biofabrica e a producdo de M. anisopliae por
fermentacdo liquida € economicamente viavel e vantajosa em relacdo a producao

convencional em arroz.

Palavras-chave: Blastosporos, cultivo submerso, custos de producdo, fungos

entomopatogénicos
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GOTTI, I.LA. DEVELOPMENT OF CULTURE MEDIUM FOR Metarhizium anisopliae (MESTSH.)
SOROK. IN LIQUID FERMENTATION. S&o Paulo. 2016. Dissertation (Mestrado em Sanidade,
Seguranga Alimentar e Ambiental no Agronegocio) — Instituto Biolégico.

ABSTRACT

The production of Metarhizium anisopliae has grown in recent years. It is the
entomopathogenic fungus most commonly used in Sdo Paulo to control leafhopper root of
sugarcane Mahanarva fimbriolata, because of the damage caused by this pest. This fungus is
currently produced in solid medium using pre-cooked rice as a substrate, however it is
necessary to improve the existing techniques and the development of new processes that
enable improved quality, increased their control potential beyond the cost-benefit ratio
microbial products. This research aimed to develop a new culture medium for the production
of the fungus M. anisopliae in liquid fermentation, evaluating the efficiency of production in
complex culture media compared to conventional production on solid medium with rice, even
when it comes to cost- benefit of a methodology in relation to each other. The isolated IBCB
425 was initially inoculated in culture medium containing sources of nitrogen, carbon and salts
for eight days, evaluating every 48 hours the pH, the concentration of blastospores and weight
of the biomass. After the evaluations, the best sources were selected for inoculation in a
complex medium. The development of the fungus was monitored for 14 days, also with
evaluation of the same previous parameters, every 48 hours. The data were tabulated and the
growth curve was drawn from complex media. Means containing Beer Yeast, Albumin, Corn
Glucose, Sucrose, NaNO3 and KCI stood out for production in isolated sources. The complex
culture medium containing Albumin, Sucrose, NaNO3 and KCl was efficient for the
development of M. anisopliae and not interfered with its pathogenicity. Operating cost and
selling price of the fungus produced by liquid fermentation was higher than the fungus
produced by the conventional method in solid medium, however the compensation margin
justifies the investment in this production methodology. The results allow the conclusion that
the fungus develops in different liquid culture media and biofactory deployment design,
production of M. anisopliae by liquid fermentation is economically feasible, and advantageous

compared to conventional rice production.

Keywords: Blastospores, entomopatogenic fungus, production cost, submerged cultivation
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1 INTRODUCAO

Os fungos entomopatogénicos, causadores de doengas em insetos e acaros,
sdo os principais agentes etiolégicos de doencas em insetos-praga das plantas
cultivadas, com mais de 700 espécies descritas em todo mundo (ALVES, 1986).
Contudo, poucas tém sido estudas e desenvolvidas para uso como produtos de controle
de insetos-pragas. Destas, Metarhizium spp., Beauveria spp., Lecanicillium spp. e Isaria
spp. sdo 0s géneros mais pesquisados.

Esses fungos podem ser desenvolvidos como produtos microbianos usando-se
alguns dos diferentes estagios de seu ciclo de desenvolvimento, tais como conidios,
blastosporos e micélio. Com excecédo do conidio, as demais estruturas sdo produzidas
de forma submersa, utilizando-se meios de cultura liquidos. Desse modo, a producéo
(em meio solido ou liquido) e formulacdo (pos, granulos, 6leos emulsionaveis entre
outros) desses entomopatégenos devem ser feitas de forma adequada a bioecologia
das pragas—alvo e as caracteristicas da cultura e do agroecossistema em que sao
utilizados (BATISTA FILHO et al., 1998).

Geralmente, quanto maior sua capacidade de reduzir a populacdo de uma praga
no campo, maior é a sua especificidade ao hospedeiro e maior é a dificuldade de cultivo
“in vitro” e formulagdo desse organismo (LEITE et al., 1992). Isso dificulta o
desenvolvimento de bioinseticidas, pois as técnicas de producdo e formulagéo
dificilmente possibilitam a obtencdo do patégeno com qualidade e quantidade
demandadas para controle da praga.

E importante destacar que os danos causados por insetos as culturas s&o
variaveis, podendo ser observados em todos os 6rgaos vegetais (GALLO et al., 2002).
Ainda segundo Gallo et al. (2002), espécie, densidade populacional da praga e estagio
de desenvolvimento da estrutura vegetal sao fatores importantes para se parametrizar
maior ou menor prejuizo quantitativo e qualitativo destes as plantas.

Em se tratando de programas de controle para a cigarrinha da raiz da cana
(Mahanarva fimbriolata), a pesquisa e o desenvolvimento do controle biol6gico com o
fungo Metarhizium anisopliae (Mestsh.) Sorok sdo de grande importancia para a
economia do setor, uma vez que o custo deste método de controle é mais baixo do que
o controle quimico. Outro fator importante € que por meio de programas de controle
biol6gico, novas empresas e laboratérios de usinas tém surgido para aumentar a oferta
de bioinseticida no mercado, estimulando o uso do fungo. H& ainda o ganho para o meio
ambiente, ja que o produto a base do fungo néo é téxico para a fauna e a flora, bem
como para o homem (ALMEIDA, 2003).



M. anisopliae vem sendo utilizado no Brasil na forma de conidios aplicados como
suspensdes aquosas com 0S mesmos equipamentos empregados para produtos
quimicos ou com pequenas adaptacdes. Devido a simplicidade da producdo deste
patégeno em arroz pré-cozido (ALVES, 1998), esse método passou a ser amplamente
utilizado no Brasil e também em diversos paises da América Latina, Africa e Australia
(JENKINS et al., 1998).

Segundo Alves e Pereira (1998), o uso de meios sélidos representa a forma mais
comum de producdo de fungos entomopatogénicos, por ndo necessitar de tecnologia
aprimorada e permitir a producao direta de unidades infectivas. A utilizacdo deste tipo
de meio de cultura é uma das grandes vantagens da maioria dos fungos em relacdo a
outros entomopatdgenos obrigatorios, como virus e protozoarios, além da obtencéo
econbmica de grandes quantidades de propagulos em tempos relativamente curtos
(ALVES,1998).

Neste método de producéo, o crescimento e a conidiogénese do fungo ocorrem
sobre o substrato solidificado, sendo que uma producdo em pequena escala pode ser
feita sobre agar ou outro agente solidificante (MOINO Jr., 2000). No entanto, para uma
producdo em grande escala a utilizacdo desses meios de cultura torna-se inviavel
devido ao elevado custo. Assim, para a producédo de conidios em larga escala, tém sido
utilizados produtos vegetais de baixo custo, especialmente grdos de arroz (LEITE et al.,
2003).

Apesar do crescimento de areas aplicadas e da popularizacdo do uso de
bioinseticidas, a producéo de fungos entomopatogénicos esta entre as etapas que ainda
necessitam de estudos, especialmente aqueles que envolvem a producdo em meio
liquido. O aprimoramento das técnicas vigentes e o desenvolvimento de novos
processos produtivos permitird melhorar a qualidade, aumentando seu potencial de
controle de insetos-praga e também a relacdo custo-beneficio dos produtos
microbianos. Além disso, a otimizacdo de técnicas de producdo de fungos
entomopatogénicos deve tornar possivel o desenvolvimento de novas formulacdes
microbianas no Brasil, que sejam de produgéo e aplicacdo em campo simplificadas.

Diversos pesquisadores tém procurado outros meios solidos que sejam mais
vidveis economicamente e mais produtivos bem como meios liquidos onde o fungo se
desenvolva em um tempo menor e com melhor qualidade. Muitos outros trabalhos vém
sendo desenvolvidos nesta area, principalmente em relacdo & composicdo do meio
liquido. Entretanto ainda sdo poucos o0s resultados conclusivos em relacao a estes
meios para o desenvolvimento de M. anisopliae (PEREIRA E EIRA, 1999; OTTATI-DE
LIMA, 2007; QIU et al., 2012; KAMPEN, 2014).



Dado o contexto, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver um novo
meio de cultura para a producdo do fungo M. anisopliae em fermentacdo liquida,
avaliando a eficiéncia desta producdo em meios de cultura complexos comparados a
producdo convencional em meio sélido com arroz, inclusive quando se trata de custo-

beneficio de uma metodologia em relagéo a outra.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Impacto dos insetos-praga para as culturas comerciais

Segundo Gallo et al. (2002) os insetos podem ser considerados nossos mais
sérios competidores pela hegemonia do planeta, entretanto o foco principal de nossas
preocupacdes deve ser o impacto negativo dos mesmos como pragas em culturas.
Neste sentido, para o controle destas pragas € preciso que exista uma razao de ordem
econbmica (NAKANO, 2011), que seria, por exemplo, prejuizo financeiro pela reducao
da produtividade da cultura.

No caso da cigarrinha da raiz da cana (Mahanarva fimbriolata), esta passou a
adotar a condicao de praga com a mudanca do sistema de producédo da cana-de-agucar,
quando a colheita passou de cana queimada para cana mecanizada em todo pais
(VEIGA FILHO, 1998). Nesta época, levantamentos realizados no Brasil indicaram que
as pragas em geral poderiam ser responsaveis por perdas de 2,2 bilh6es de dolares
para as principais culturas brasileiras (BENTO, 1999).

Dinardo-Miranda (2003) estudou as perdas causadas pela cigarrinha da raiz na
cana de acUcar e relatou que o dano causado pode chegar a 40% de perda de
produtividade no campo, pois cada inseto encontrado por metro de sulco seria
responséavel pela reducéo de 0,7 t ATR/ha. Dados como estes enfatizam a necessidade
de melhoria no manejo e controle da praga.

Para Zanetti (2006) do ponto de vista do Manejo Integrado de Pragas (MIP), os
insetos fitéfagos, como a cigarrinha, ao se alimentarem de uma planta cultivada,
provocam nela uma injuria decorrente de sua agdo. O vegetal injuriado perde producao,
que pode ser caracterizada Dano Econdbmico (DE). Este, é definido como qualquer
perda econdmica decorrente de uma injaria (ZANETTI, 2006)

Uma producéo agricola s6 serd maxima quando a populacdo da praga estiver
sob controle. Segundo Nakano (2011), para obter esses resultados, € necessario
investir em recursos que reduzam a densidade populacional destes insetos. Quanto
maior o investimento em controle de pragas, menor é a populacao da mesma e maior
sera a producao da cultura.

Para Nakano (2011), para garantir a producdo necesséaria aos diversos
segmentos da sociedade, torna-se imprescindivel o controle eficiente das pragas com
os olhos voltados para a natureza. Neste sentido, o controle biolégico, pode ser
considerado, como um componente de programas inter e multidisciplinares de Manejo
Integrado de Pragas (MIP), ao lado de outras medidas de controle de insetos (GALLO
et al., 2002)



Comparando-se os métodos de controle biologico e quimico para a cultura da
Cana de agucar, espera-se que ambos mantenham a mesma produtividade da cana em
toneladas por hectare. No entanto, 0os custos e os sistemas de manejo sdo bem
diferentes um do outro, resultando em retornos distintos (FRONZAGLIA, 2006).

Neste sentido, segundo Nakano (2011) a preocupacdo da Entomologia
Econdmica é exatamente essa, a de analisar cada caso e cada situagdo, procurando
estabelecer recomendacbes que permitam tirar o maximo de proveito de um
bioagroecossistema.

Assim, quando for preciso executar medidas de controle de pragas, uma série
de conhecimentos é desejavel para saber quando e onde aplicar os defensivos, com um
minimo de efeitos negativos (NAKANO, 2011)

2.2 Fungos entomopatogénicos

Segundo Alves (1998), ha cerca de 70 anos surgiu a patologia de insetos como
principal meta do controle microbiano. Este tipo de controle, por sua vez, vem ganhando
cada vez mais importancia por visar a manutengéo da populag¢éo de pragas abaixo do
nivel de dano econbmico além de sua comprovada eficiéncia, custo e menor risco
ambiental.

Alves (1998) afirmou ainda que aproximadamente 80% das doencas de insetos
conhecidas tinham como agente etiolégico os fungos. De acordo com Almeida & Batista
Filho (2006), este fato se deve principalmente as caracteristicas de acdo desses
patbégenos, uma vez que atuam por contato e ingestdo, estdo presentes em grande
quantidade na natureza, sendo o solo o seu maior reservatério, e por serem mais dificil
dos insetos tornarem-se resistentes pela sua grande variabilidade genética.

As diferentes estruturas do fungo a serem utilizadas no controle de pragas e suas
funcbes no ciclo natural do patdgeno séo os conidios, blastosporos, micélio ou esporos
de resisténcia (LEITE et al., 2003). Segundo Leite et al. (2003), os conidios, possuem a
funcao de reproducéo e de disseminacdo no ambiente; os blastosporos possuem funcéo
de disseminagdo na hemolinfa do hospedeiro; o micélio, por sua vez ird migrar para fora
do hospedeiro e permitir a conidiogénese do fungo e os esporos de resisténcia, por fim,
irdo também permitir a sobrevivéncia do fungo no solo.

Grande parte dos fungos mitospéricos pertencentes a classe-forma Hifomicetes
pode ser utilizada na forma de conidios, blastosporos e micélio, sendo as duas primeiras

formas geralmente preferidas uma vez que ambas séo infectivas ao hospedeiro. A



escolha da forma a ser utilizada do fungo vai depender da espécie e isolado do
patégeno, da dificuldade na sua producdo, do ambiente onde ser& aplicado e do método
de aplicacéo (LEITE et al., 2003a; ALMEIDA & BATISTA FILHO, 2006).

De acordo com Almeida & Batista Filho (2006), o ciclo das relagbes fungo-
hospedeiro depende de condigbes ambientais como temperatura, luz, umidade,
radiacdo solar, condi¢cdes nutricionais e suscetibilidade do hospedeiro. Segundo Vega
& Kaya (2012), este ciclo pode ser dividido nas fases de adesao a cuticula, germinacao
do esporo, penetracdo na cuticula e resposta do inseto a infeccao.

Ainda segundo Vega & Kaya, em um modelo genérico para 0 processo de
infeccdo dos fungos entomopatogénicos, o conidio adere a cuticula do inseto, onde
germina formando o tubo germinativo e o apressoério. A hifa de penetragdo rompe a
cuticula rumo a hemocele onde os blastosporos ou corpos hifais sdo formados. O
crescimento do fungo continua pela hemocele do inseto, invadindo 6rgaos, rompendo
processos metabdlicos e possibilitando a producdo de metabdlitos toxicos, causando a
morte do inseto.

Evidéncias obtidas por microscopia eletrdnica e histoquimica sugerem que a
etapa de penetragdo ocorre por uma combinacdo de degradacdo enzimatica e pressao
mecanica. Enzimas, como proteases, lipases e quitinases, facilitam a penetracédo
mecanica do fungo e o metabolismo do tubo germinativo. Na area de procuticula, ao
redor do local de penetragéo, aparecem sintomas de histélise (decomposicao do tecido
por acdo enzimdtica). Algumas enzimas podem estar correlacionadas com a
agressividade de certos fungos para determinados hospedeiros, porém, a morte do
inseto é ocasionada por uma série de eventos (ALVES, 1998).

A morte do inseto ocorre em média oito dias apés o a inoculacao dos fungos, por
causa da producdo de micotoxinas, mudancas patologicas na hemocele, acao
histolitica, bloqueio do aparelho digestivo, em razdo do crescimento vegetativo e de
outros danos fisicos, em decorréncia do crescimento do micélio e do inicio do processo
de esporulagéo do fungo e rapida disseminagéo pelo vento (ALVES, 1998)

Almeida & Batista Filho (2006), descreveram que os sintomas de insetos doentes
com fungos sdo: manchas escuras pelo corpo, paralisagdo da alimentagdo, paralisia
geral, perda de coordenacdo de movimentos. Posteriormente o tegumento torna-se
réseo, para depois assumir coloracdo esbranqui¢ada, devido crescimento do micélio e
a partir da esporulacdo o inseto assume a coloragédo da espécie do fungo. Todas essas
fases ocorrem entre 4 e 10 dias, dependendo do hospedeiro e da espécie do fungo.

O maior exemplo de uso de fungos entomopatogénicos para controle de pragas
€ 0 uso de M. anisopliae no Brasil, para o controle de diferentes espécies de cigarrinhas

em cana-de-acUcar e pastagens (VEGA & KAYA, 2012). Entretanto é importante lembrar



que este desenvolvimento ndo aconteceu sozinho, mas sim é resultado de um trabalho
arduo de cientistas do mundo todo que estudam doencgas em insetos (VEIGA & KAYA,
2012).

2.3 Metarhizium anisopliae

O primeiro estudo de controle microbiano utilizando um fungo entomopatogénico
foi realizado por meio do pesquisador russo llya Mestchnikoff, que juntamente com
Krassilstschic aplicou M. anisopliae sobre Cleonus puctventris, praga da beterraba.
(LATCH, 1965).

O fungo M. anisopliae é, sem duavida, é um dos fungos mais estudados em
programas de manejo de pragas, uma vez que representa grande potencialidade como
entomopatégeno (DESTEFANO, 2003; ONOFRE et al., 2002). Esse fungo apresenta
patogenicidade para mais de 204 espécies de insetos pertencentes a 43 familias dentre
as ordens Orthoptera, Dermaptera, Hemiptera, Lepidoptera, Diptera, Hymenoptera,
Coleoptera, Homoptera e outras (DESTEFANO, 2003).

Este fungo encontra-se distribuido de forma ampla na natureza, sendo
encontrado nos solos sobrevivendo por longos periodos. Vega & Kaya (2012)
descrevem que a capacidade de sobrevivéncia de seus esporos é variavel em funcao
do ambiente onde foi aplicado, da temperatura, umidade e da radiacéo solar.

No Brasil, este fungo é produzido basicamente por um processo conhecido como
fermentacdo sdlida-estatica. Neste caso, objetiva-se produzir os propagulos infectivos
do fungo, denominado conidios, mediante o uso de substratos sélidos a base de cereais,
os quais fornecem condic¢des nutricionais e fisicas necessarias ao crescimento do micro-
organismo (MASCARIN & QUINTELA, 2013).

Este processo de producdo por meio solido € muito oneroso ja que necessita de
grande namero de pessoas para a manipulacdo dos materiais nas suas diferentes fases
de desenvolvimento. Em relagdo a comercializacdo, vem sendo comercializado
principalmente em quatro formas: Arroz inteiro, arroz triturado, em conidios puros e em
formulacéo oleosa.

Como agente patogénico, os insetos atacados por M. anisopliae tornam-se
mumificados e o cadaver pode apresentar coloracdo que varia de verde claro a escuro,
acinzentados ou ainda esbranquicados com pontos verdes. Esta doenca é conhecida

como muscardine verde (ALVES, 1998). Ainda segundo Alves, 1998, os conidios deste



fungo podem apresentar-se elipséides ou ovoides e sua coloragédo pode variar de verde
pélida a verde oliva, cor esta que confere 0 nome a doenca.

M. anisopliae ataca inUmeras espécies de insetos e estd amplamente distribuido
na natureza. Acredita-se que este entomopatdgeno ocorra naturalmente em mais de
300 espécies de insetos das diferentes ordens, incluindo pragas importantes como
larvas de curculionideo, Mahanarva posticata (cigarrinha-de-folhas da cana-de-agucar)
e M. fimbriolata (cigarrinha-da-raiz da cana-de-acucar) (ALVES, 1998).

No Brasil, M. anisopliae € produzido e utilizado no Nordeste do Brasil desde
1969, visando o controle das cigarrinhas da cana-de-aglcar. Também em outras regides
do pais este fungo é utilizado para o controle de cercopideos das pastagens. No Estado
de Sao Paulo tem sido usado com sucesso no controle da cigarrinha-da-raiz da cana-
de-acucar M. fimbriolata (MACEDO et al., 1997; MENDONGCA FILHO et al., 2001,
ALMEIDA & BATISTA FILHO, 2003).

As estruturas mais produzidas e comercializadas de M. anisopliae sdo os
conidios, utilizando-se meio de cultura sélido. Esse processo tem sido usado para a
manutencéo rotineira de isolados e producao em pequena escala de conidios visando
estudos de laboratério, bem como a producdo em grande escala visando testes de
campo e comercializacdo. O fungo é produzido na superficie de meio sélido, dentro de
diferentes recipientes conforme o objetivo e escala de produgéo (ALMEIDA & BATISTA
FILHO, 2006).

Os isolados de M. anisopliae IBCB 348 e IBCB 425 sao hoje utilizados pela
maioria das empresas produtoras de fungos entomopatogénicos do Brasil. A
transferéncia do conhecimento foi realizada por meio de projetos de implantacéo de seis
biofabricas no Estado de SP e o treinamento de 85 profissionais, inclusive de outros
Estados da federacdo (ALMEIDA & BATISTA FILHO, 2006).

2.4 Producdao de fungos entomopatogénicos

A producéo dos fungos entomopatogénicos em geral pode ser obtida atraves de
Varios processos e substratos, dependendo do objetivo que se pretende alcangar. No
caso da producao massal de patégenos, com vistas ao controle microbiano de insetos
e acaros, muitos métodos tém sido descritos. Os principais problemas encontrados no
processo de producdo estavam relacionados ao desenvolvimento de metodologia

simples, recipientes adequados e eliminacédo de contaminacdes (MARTIGNONI, 1964).



Estes fungos, possuem destaque no controle microbiano de insetos justamente
por sua eficiéncia, compatibilidade com outros métodos e principalmente pela
seguranca ambiental que proporcionam. Porém, falhas no processo de producéo e
limitagbes para aplicagdo podem se tornar fatores decisivos no sucesso de um programa
de controle microbiano. Um dos maiores exemplos de risco no processo e
consequentemente um desafio € manter a conservacdo desses micro-organismos de
forma que mantenham sua patogenicidade e viruléncia pelo menos por dois anos, em
condicbes de facil armazenamento e aplicacdo (BATISTA et al., 1998).

A producédo de M. anisopliae, por ser o fungo entomopatogénico mais utilizado
em Sao Paulo para controle, principalmente, da cigarrinha da raiz da cana-de-acucar M.
fimbriolata, vem crescendo nos Ultimos anos, devido ao aumento dos danos causados
por esta praga, conforme constatado por Almeida et al. (2002b) e Miranda et al. (2003).
De acordo com os mesmos autores, na cultura de cana-de-agucar, o fungo M. anisopliae
manteve a populac¢édo da cigarrinha da raiz abaixo do nivel de controle, nos trabalhos
realizados em campo.

Ressalta-se que esta cultura ocupa hoje uma area que ultrapassa quatro milhées
de hectares no Estado de S&o Paulo, tornando-o o maior produtor nacional e sendo
responsavel por 53,5% da producao do pais (IBGE, 2013). Da area total cultivada neste,
cerca de 350 mil j& foi tratada com o patdgeno no Estado de Sdo Paulo, chegando a 1
milh&o de hectares tratados no Brasil (ALMEIDA, 2014).

As técnicas de producdo de fungos para controle de pragas devem ter baixo
custo e permitir obtencdo de alta concentracdo de formas viaveis e virulentas do
patégeno, que possam ser formuladas e utilizadas. Segundo Leite et al., 2003, a escolha
da forma a ser utilizada do fungo ira depender da espécie e isolado do patégeno, da
dificuldade na sua producao, do ambiente onde sera aplicado e do método de aplicagéo.
Todos estes fatores devem ser levados em consideracdo antes da escolha do método
de producao, que deve ser com base na estrutura do fungo que se pretende obter
(LEITE et al., 2003)

Atualmente, a producgéo de alguns fungos entomopatogénicos, dentre eles M.
anisopliae e B. bassiana, tem sido realizadas no Brasil por algumas indastrias privadas
além de organizacdes oficiais. Segundo Ottati-de-Lima (2007), estes fungos apresentam
uma grande variabilidade natural e as organizacfes produtoras nédo tem dado a esse
fato a importancia que merecem. Normalmente, a producdo inicia-se através do

isolamento do fungo de um inseto atacado.
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2.5 Producédo de fungos entomopatogénicos em meio sélido

A producgéo de fungos em meios sélidos é a forma mais comum e permite a
producdo direta de unidades infectivas. Geralmente utiliza-se arroz pré-cozido, e o
crescimento se da sobre este substrato. Diversos pesquisadores tém procurado outros
meios solidos que sejam mais baratos e mais produtivos.

Estes estudos podem ser justificados principalmente devido ao elevado preco do
arroz no comércio. O custeio do substrato para o fungo pode acarretar despesas
crescentes aos fabricantes, o que levou alguns pesquisadores a realizar sucessivos
trabalhos de laboratrio com o objetivo de averiguar a eficiéncia de outros produtos
naturais que possam vir a substitui-lo (OTTATI-DE-LIMA, 2007). No ano de 1974,
Guagliumi et al. (1974), ja relatavam que diversos autores divulgavam o resultado de
suas pesquisas, que sempre acabavam por confirmar a superioridade do arroz como
substrato sélido para o cultivo de M. anisopliae. Ainda ndo existem pesquisas que
comprovem e justifiquem a substituicdo de tal substrato para produ¢cdo em meio solido.

A superioridade do meio de arroz, em relagdo ao de amido e batata — dextrose
no desenvolvimento e esporulagdo do fungo entomopatogénico M. anisopliae ja foi
comprovada por Marques & Vilas Boas (1973), Aquino (1974) e Valle et al. (1980).
Moura-Costa & Magalhdes (1974) e Villacorta (1978) utilizaram esse meio de cultivo
para producado de conidios de M. anisopliae.

Aquino (1974) apresentou o meio sdlido natural constituido por graos de arroz
autoclavados, como sendo o substrato mais indicado para o cultivo de M. anisopliae em
grande quantidade.

Varios outros substratos naturais foram testados por Aquino (1974) e Guagliumi
et al. (1974), comparados com o arroz, tais como, amido (goma de mandioca), fuba de
milho, arroz em pé, arroz quebrado, farinha de mandioca, farelo de trigo, batata doce,
batata inglesa, farelo de soja, torta de algodéo e gérmen de trigo. Entre estes, a batata
demonstrou ser excelente meio de cultura, com 6tima esporulacdo, ainda que apenas
na superficie do substrato. Porém, foi ela inferior ao meio de arroz inteiro cozido, que
produziu grande quantidade de esporos, ndo sO na superficie, como também, nos
intersticios entre os grdos. O meio de arroz oferece, portanto, maior area de
desenvolvimento ao fungo, havendo, consequentemente, formacdo de maior
guantidade de esporos.

Moura-Costa & Magalhaes (1974), utilizaram também a farinha de arroz, obtida
com auxilio de um moinho e posteriormente passada em peneira de malhas finas,

verificando bom crescimento e esporulagdo em meio com concentracdo de 5% de
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farinha de arroz, 1% de agar em po e agua destilada. Daoust & Roberts (1983) utilizando
seis diferentes tipos de meios de cultura e trés tipos de arroz concluiram que, para
producado de conidios, o meio de arroz foi 0 que produziu resultados melhores e mais
econdmicos mesmo comparado aos meios micolégicos complexos.

Outro estudo foi feito por Villas-Boas et al. (1996), que observaram diferentes
meios sélidos para producdo de Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin e M.
anisopliae, e verificaram que entre caupi, feijao, fava, sorgo e arroz, este Ultimo é o meio
de cultura mais econdmico e de maior producdo de conidios, sem alterar sua
patogenicidade. Este resultado permite diversificacdo no meio de cultura.

Procurando compreender qual o tipo de arroz era mais eficiente para a producao
de fungos entomopatogénicos, Neves et al. (2001), testaram a producéo de B. bassiana
em seis tipos de arroz (quirera, tipo Il, extra, casca amarela, integral e parboilizado),
utilizando varias quantidades de agua e trés métodos de preparo, e verificaram que
quirera, integral e parboilizado foram os mais produtivos.

No ano de 1985, a sele¢do de um meio padréo e o conhecimento das condi¢cdes
de cultivo mais adequadas para uma espécie ou linhagem ja eram preocupacao e foram
relatadas por Khalil et al (1985), como dois dos fatores mais importantes na producao
massal de fungos entomopatogénicos para garantir bom crescimento com alta
esporulacdo. Segundo Verhaar & Hijwegen (1993), a producéo de esporos pode variar
consideravelmente dependendo do meio de cultura e metodologia de producéo,
cauando problemas na obtencédo de conidios.

O arroz ainda é um dos substratos mais utilizados, e conforme observado, muitos
estudos foram realizados com o objetivo de avaliar substratos alternativos e mais
baratos. De acordo com Jenkings et al. 1998, o sucesso do arroz como meio de cultura
sélido se deve, provavelmente, a combinacdo de fatores como balango nutricional,
custo, ampla disponibilidade mundial, caracteristicas fisicas como tamanho e forma do
gréo, propriedades de hidratagéo e integridade estrutural mesmo apos a colonizacao

pelo fungo.

2.6 Producéao de fungos entomopatogénicos em meio liquido

Os meios de cultura liquidos incluem, basicamente, uma fonte de carbono, outra
de nitrogénio, sais inorganicos ou substancias organicas contendo macro e micro

nutrientes e possivelmente outras fontes de crescimento. A relagcdo entre carbono e
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nitrogénio é considerada de grande importancia no balan¢co do meio de cultura liquido
(SOPER & WARD, 1981).

A produgdo em meios naturais liquidos permite o aumento na produc¢éo e diminui
0 tempo para a conidiogénese dos fungos entomopatogénicos, conforme citaram os
trabalhos de Batista Filho et al. (1985) para B. bassiana, e o de Winkelhoff & Mccoy
(1984), para producdo de Hirsutella thompsonii (Fisher) em meio liquido & base de
xarope de milho.

Neste sentido, Batista Filho et al. (1985) estudaram o crescimento de Beauveria
sp. em diferentes meios de cultura liquidos, & base de macerados de feijao, arroz e
batata, e verificaram que o caldo de feijdo ofereceu as melhores perspectivas de uso,
face a elevada concentracéo de esporos produzidos, quando comparado aos demais
meios.

Novamente, testando meios de cultura com base em gréos, Alvarenga et al.
(1998) testaram o desenvolvimento e esporulacdo de M. anisopliae, B. bassiana e
Hansfordia pulvinata (Berkeley & MA Curtis), em meios de cultura liquidos obtidos por
maceracdo de quatro variedades de feijao, de soja e de gréo de bico, e verificaram que
o feijdo Guandu é o melhor substrato para os trés fungos.

Ja Pereira & Eira (1999), descreveram um meio liquido para producao de M.
anisopliae a base de macerado de percevejo Nezara viridula (Linnaeus, 1758) mais
0,2% de sacarose, a qual produz o dobro de conidios por grama de substrato a um custo
51 vezes inferior, em relacdo ao processo convencional de producdo em meio sélido,
entretanto, assim como acontece com o caldo de feijao, o processo de producéo de
meios de cultura com macerados de percevejo talvez seriam inviaveis devido a
complexidade do processo, necessitando assim melhores estudos de custo-beneficio.

Ha mais de 20 anos o Instituto Biolégico vem desenvolvendo ensaios com
padronizagdo de substancias fontes de Carbono e Nitrogénio para producéo de fungos
entomopatogénicos em fermentagdo liquida, buscando resultados que sejam
conclusivos para um meio de cultura eficiente e barato. Este fato é possivel ser
verificado em trabalhos como o de Tanzini & Batista Filho (1992), que produziram
Paecylomices fumosoroseus (Wise) (Brawn & Smith) nos meios de culturas liquidos:
feijdo 20%, feijao 20% + sacarose 3%; extrato de levedura 1%; extrato de levedura 1%
+ sacarose 3%; leite de soja 10%; e leite de soja 10% + sacarose 3%, e verificaram que
o melhor foi o macerado de feijao 20%, com 97% de viabilidade e 1,41 x 108 con./mL.

J& em relacdo a producdo de M. anisopliae, OTTATI-DE-LIMA (2007), relatou
gue em relacdo aos meios estudados, os melhores foram aqueles que apresentaram D-
glicose anidra em sua composicao e para B. bassiana os tratamentos que continham

sacarose se mostraram mais eficientes.
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Qiu et al. (2012) trabalharam com otimizacdo para os meios de cultura bifasicos
para Aschersonia placenta testando separadamente fontes de carbono (glicose, frutose,
galactose, sucrose, lactose, maltose, manitol, sorbitol, xarope de milho, xarope de
algodao, milhete e batata) e nitrogénio (peptona, triptona, extrato de soja, extrato de
carne, caseina, uréia, e sulfato de aménio). Em sequéncia foram realizadas
combinac¢des com sulfatos de zinco, cobre, manganés e vitaminas C e complexo B.

Quando tratamos de producdo de fungos entomopatogénicos em fermentacdo
liguida, é importante ressaltar que neste método de producéo obtém-se principalmente
uma massa micelial, sendo necessaria uma fase seguinte, visando a formacdo do
estagio infectivo, que pode ser no préprio meio ou sobre o micélio formulado e aplicado
no campo (LEITE et al., 2003).

As principais dificuldades do processo sdo obten¢gfes de meios de culturas
adequados que ndo afetem a patogenicidade; determinagbes das condicdes de
desenvolvimento e esporulagdo; e prevencdo das contaminacdes secundérias. A
grande vantagem desse processo € a obtencao de elevadas quantidades de biomassa
em um pequeno espaco fisico e em pouco tempo (ALVES, 1998).

Neste sentido, identificar fatores ambientais e nutricionais que incrementem a
producado de blastosporos € um pré-requisito para o desenvolvimento de um processo
de producao economicamente viavel (MASCARIN et al., 2015a; 2015b). Dentre estes
fatores, nutricdo, pH, tamanho do indculo e disponibilidade de oxigénio tém se mostrado
como parametros cruciais para a otimizacdo de processos de fermentagdo industrial,
pois afetam seu metabolismo e capacidade produtiva (DURAN; CARY; CALVO, 2011;
Ll et al., 2011).

A producao de conidios submersos é geralmente estimulada pelo aumento na
propor¢do C:N. Assim, muitos fungos s&o inicialmente produzidos na forma de
blastésporos e micélio e, em seguida, 0 meio é substituido por outro mais rico em
carbono e deficiente em nitrogénio (LEITE et al., 2003).

Segundo Kampen (2014), a fonte de carbono deve ser o principal componente
de um meio de cultura, pois fornece o elemento mais importante para construgdo das
células, o carbono, que compde cerca de 50% da biomassa seca, além de suprir a
energia necessaria para movimentar o metabolismo do micro-organismo. Connors
(2002), relatou que as fontes de carbono podem ser utilizadas por meio de agucares
simples como glicose e frutose; dissacarideos como maltose, lactose e sacarose;
polimeros como amidos ou dextrinas; polidis como glicerol e manitol; ou ainda 6leos
como soja e canola, por exemplo. As fontes de carbono mais utilizadas sdo: amido,

glicose, sacarose e diversos outros acucares (LEITE et al., 2003).
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J& entre as fontes de nitrogénio, produtos complexos como extrato de levedura,
proteinas de leite e farinha de soja vém sendo aplicados com sucesso na composi¢ao
de meios de cultura para producgéo de blastoporos por fermentacgéo liquida (JACKSON,
1997; MASCARIN; ALVES; LOPES, 2010; KAMPEN, 2014; MASCARIN et al., 2015a).
A vantagem desses produtos, em relacdo a fontes puras, € que fornecem muitos outros
nutrientes, como vitaminas e minerais, e costumam ter menor custo (KAMPEN, 2014;
MASCARIN et al., 2015a).

Neste sentido, Mascarin, Alves e Lopes (2010) ressaltaram a importancia de se
determinar esta relagdo em substratos alternativos para producao de fungos, pois esses
produtos tém composicdo nutricional varidvel, o que pode afetar grandemente os
parametros de producéo do fungo.

Jaronski e Jackson (2012) relataram ainda que o ajuste adequado da proporgéo
C:N é de vital importancia para que uma determinada forma do fungo seja produzida
mais profusamente em detrimento das demais, que ndo sdo desejaveis, permitindo se
alinhar o processo de formulagéo do meio com os objetivos da producéao.

Muitos outros trabalhos tém sido publicados nesta &rea, principalmente em
relacdo a composi¢cdo do meio liquido. Entretanto poucos sdo os estudos atuais em

relacdo a estes meios para o desenvolvimento de Metarhizium anisopliae.
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Controle Biolégico do
Instituto Bioldgico, localizado em Campinas, SP.

3.1 Isolado einé6culo

Para realizacao do trabalho, foi utilizado o isolado IBCB 425 de M. anisopliae,
proveniente da Colecado de Fungos Entomopatogénicos “Oldemar Cardim Abreu”. Esta
colecéo é credenciada pelo IBAMA como fiel depositaria e esta sediada no Laboratério
de Controle Bioldgico do Centro Experimental do Instituto Biolégico, em Campinas, SP.
O isolado foi obtido de amostra de solo coletado em Iporanga, SP. Atualmente é
produzido por biofabricas do estado de S&o Paulo, onde é utilizado para controle da
cigarrinha da raiz da cana de agucar, devido a sua eficiéncia (LOUREIRO, 2003)

O isolado foi repicado em placas de Petri com Meio Batata Dextrose Agar (BDA)
(ALVES, 1998) para obtencédo de quantidade suficiente de conidios para o preparo de
uma suspensao aquosa. As placas com fungo foram mantidas em camara BOD, a 25+
1 °C, UR 70 = 5% e fotofase de 14h, durante dez dias para o desenvolvimento de
colbnias. Ap6s o décimo dia os conidios produzidos foram removidos da superficie do
meio de cultura, com auxilio de espatula de metal, para o preparo da suspensao em
agua estéril com tensoativo (Tween 80® - 0,1mL/L), contendo aproximadamente
1,0 x 108 con./mL. Esta suspens&o, chamada de indculo, foi preparada de acordo com

a necessidade dos diferentes ensaios.

3.2 Meios de cultura

Foram avaliadas substancias fontes de proteina, carboidratos — dissacarideos,
polimeros e de sais. As fontes foram analisadas a partir de ensaios isolados antes que
fossem combinadas entre si em um meio de cultura complexo.

O experimento foi conduzido com cinco ensaios em frascos Erlemmayer de 150

mL, contendo 100 mL dos meios de cultura estéril. No total foram preparados 24
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tratamentos de fontes isoladas com 5 repeticbes cada e um tratamento com meio
complexo (Tabela 1). Foi utilizado o balanceamento C:N de 10:1.

Cada frasco foi inoculado com 1mL de suspensdo de 1 x 108 conidios/mL de
uma cultura pura do fungo M. anisopliae produzida em meio de cultura BDA (25+1°C e
12 horas de fotofase), em seguida submetidos a agitacdo de 200 rpm, por 8 dias a 25°C
(Figura 1). Os ensaios incluiram, também, um tratamento padrdo, com produgédo do

fungo em meio solido, que é usualmente utilizado pelas biofébricas.
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Tabela 1. Quantificacdo de substratos fontes de nitrogénio, carbono e sais por ensaio realizado para a producéo de Metarhizium anisopliae por

fermentacéo liquida.

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4 Ensaio 5
Substratos Fonte de Nitrogénio Fon.te de C,arbono Fonte d,e Carbono Fonte de Sais Meio Complexo
Dissacarideos Polimeros
1 Extrato de Levedura 41,7 g/l
2 Gema de ovo em po 50,4 g/l
3 Clara de ovo em po 30,6 g/l 30,6 g/l
4 Proteina de Soja em po 55,2 g/l
5 Levedura de cerveja 54,7 g/l
6 D - Glicose Anidra 55 g/l
7 Sacarose 52,2 g/l 52,2 g/l 52,2 g/l
8 Glicerina 49,2 ml/l
9 Glicose de Milho 56,4 ml/l
10  Frutose 55 g/l
11  Maltose 55 g/l
12 Polvilho Azedo 20 g/l
13  Polvilho Doce 20 g/l
14  Amido de Milho - Maisena 20 g/l
15  Amido de Arroz 20 g/l
16  Fécula de Batata 20 g/l
17  Fuba 20 g/l
18 Zn SO, 0,014 g/l
19 FeSO, 0,05 g/l
20 MgSO, 0,6 g/l
21  Na,HPO, 1,04 g/l
22 KH, PO, 0,36 g/l
23 KCI 19/ 1gl
24  NaNOg 1,58 g/l 1,58 g/l
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Figura 1: Frascos erlenmeyers em agitagdo. Fonte: Arquivo pessoal Isabella Gotti

3.2.1 Producéo em fontes de nitrogénio — Proteinas

O isolado IBCB 425 do fungo foi submetido a diferentes meios de cultura
contendo apenas fonte de Nitrogénio, desta forma padronizando-se alternativas para
producdo de blastosporos e conidios submersos. O isolado do fungo foi preparado
conforme descrito na etapa 3.1 e inoculado em meios contendo Extrato de Levedura,
Albumina, Gema de Ovo em pé, Proteina de Soja em pé ou Levedura de Cerveja. Os
meios de cultura foram preparados conforme procedimento descrito na etapa 3.2. e nas
gquantidades descritas na Tabela 1. Tanto a selecdo das fontes quanto a concentracdo
a ser utilizada, foi baseada em trabalhos anteriores como de WENZEL (2002), SANO
(2005) e OTATTI-DE-LIMA (2007). Seu desenvolvimento foi acompanhado durante oito
dias, avaliando-se cada 48 horas o pH, a concentracdo dos corpos hifais e 0 peso da
biomassa em cada tratamento.

3.2.2 Producédo em fontes de carbono —Dissacarideos

O isolado IBCB 425 do fungo também foi submetido a diferentes meios de cultura
contendo apenas fonte de Carbono, dissacarideos, desta forma padronizando-se
alternativas para producéo de blastosporos e conidios submersos. O isolado do fungo
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também foi preparado conforme descrito na etapa 3.1 e inoculado em meios contendo
D-Glicose Anidra, Sacarose, Frutose, Maltose, Glicerina ou Glicose de Milho,
preparados conforme procedimento descrito na etapa 3.2. nas quantidades descritas na
Tabela 1. Tanto a selecdo das fontes quanto a concentragéo a ser utilizada, foi baseada
em trabalhos anteriores como de WENZEL (2002), SANO (2005) e OTATTI-DE-LIMA
(2007). Seu desenvolvimento foi acompanhado também durante oito dias, avaliando-
se cada 48 horas o pH, a concentracdo dos corpos hifais e o peso da biomassa em cada
tratamento.

3.2.3 Producéo em fontes de carbono - Polimeros

Assim como nos ensaios anteriores, o isolado IBCB 425 do fungo foi submetido
a diferentes meios de cultura, entretanto contendo apenas diferentes fontes de carbono,
do tipo polimeros, a fim de padronizar-se novas fontes para producédo de blastosporos
e conidios submersos. O isolado do fungo também foi preparado conforme descrito na
etapa 3.1 e inoculado em meios contendo Polvilho azedo, Polvilho doce, Amido de
Milho, Amido de Arroz, Fécula de Batata ou Fub4, preparados conforme procedimento
descrito na etapa 3.2. nas quantidades descritas na Tabela 1. Tanto a sele¢do das
fontes quanto a concentracao a ser utilizada, foi realizada a partir de pequenos ensaios
realizados no proprio Laboratério de Controle Biologico do Centro Experimental do
Instituto Biolégico. Seu desenvolvimento também foi acompanhado como nos ensaios
anteriores durante oito dias, avaliando-se cada 48 horas o pH, a concentracdo dos

corpos hifais e o peso da biomassa em cada tratamento.

3.2.4 Producdo em fontes de sais

No ultimo ensaio para avaliacao de fontes independentes, 0 mesmo isolado do
fungo foi submetido a diferentes meios de cultura, entretanto contendo diferentes fontes
de sais juntamente com sacarose. A sacarose foi acrescentada em todos os tratamentos
como uma fonte padréo de energia, para que o fungo se desenvolvesse nos diferentes
sais. O isolado do fungo também foi preparado conforme descrito na secdo 3.1 e

inoculado em meios contendo sacarose e Zn SOg, Fe SO4, Mg SO4, Naz HPO4, K H>
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PO4, KCI ou NaNQOs também preparados conforme descritos na secdo 3.2. nas
quantidades descritas na Tabela 1. Seu desenvolvimento também foi acompanhado
como nos ensaios anteriores durante oito dias, avaliando-se cada 48 horas o pH, a
concentracdo dos corpos hifais e o peso da biomassa em cada tratamento.

3.2.5 Producdo em meio complexo

Apbs a definicdo das melhores fontes de Nitrogénio, Carbono, Amidos e Sais, 0
isolado IBCB 425 do fungo foi inoculado em meio de cultura complexo contendo os
ingredientes que se destacaram nos ensaios anteriores, com execec¢ao dos polimeros,
gue foram descartados pelo baixo rendimento de producdo. Albumina, Sacarose, KCl e
NaNOs; foram misturados em um Unico meio de cultura, autoclavado e inoculado
conforme as secdes 3.1 e 3.2. Seu desenvolvimento foi acompanhado durante quatorze
dias, avaliando-se cada 48 horas o pH, a concentragdo de blastosporos e o peso da
biomassa em cada dia. Ao final do 14° dia de avaliacdo os dados foram tabelados e a
curva de crescimento foi tragada.

Definida a curva de crescimento o mesmo Meio de Cultura Complexo foi
preparado conforme procedimento descrito na se¢éo 3.2 e inoculado em fermentadores
do tipo garrafbes de vidro, contendo 6 litros cada repeticdo. Foram inoculados conforme
secao 3.1 em 4 repeticbes que ficaram em sala de desenvolvimento por 8 dias a 26£1°C
e aeracgdo de 1 kgf/ cm? de presséao (Figura 2A).

3.2.6 Producdo em meio sélido

O arroz utilizado como substrato da cultura foi inicialmente mergulhado em agua
fria e deixado de molho por cerca de 40 minutos até obter consisténcia emborrachada.
Em seguida foi escorrido da agua e distribuido em sacos de polipropileno fechados com
auxilio de grampeador. Cada saco de polipropileno recebeu aproximadamente 250g de
arroz hidratado e foi considerado uma repeticdo. Foram consideradas 5 repeticbes para
o tratamento. Estes foram autoclavados por 30 minutos a 121°C, resfriados a

temperatura ambiente e inoculados com 1mL de suspens&o de 1 x 108 conidios/mL de
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uma cultura pura do fungo M. anisopliae. Em seguida, os sacos de polipropileno foram

incubados em sala de crescimento por 8 dias a 26+1°C (Figura 2B).

Figura 2. Diferentes metodologias de producdo de Metarhizium anisopliae. (A)
Fermentacéo liquida em garrafdes. (B) Método convencional em meio de cultura sélido.
Fonte: Arquivo pessoal Isabella Gotti
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3.3 Paradmetros de andlise para producéo do fungo

3.3.1 Analise de pH

Apébs a realizacdo das analises de concentracdo de blastosporos e analises de
viabilidades, 9 ml de cada amostra foram submetidas a anéalise de pH em potenciémetro.
O eletrodo foi lavado com agua destilada e enxugado com papel toalha antes e depois

da analise de cada amostra.

3.3.2 Analise de Concentracao de blastosporos

As quantificagdes de blastosporos foram realizadas com 2, 4, 6 e 8 dias apés a
inoculagéo, retirando-se, em condi¢gbes assépticas, uma amostra de 10 mL/frasco para
contagem de blastosporos. Dessa amostra, 1 mL foi adicionada a 9 mL de agua estéril
+ espalhante adesivo (Tween 80®). Foram realizadas diluicGes em série para obtencédo
de uma suspensao que permitiu a contagem de blastosporos em camara de Neubauer

sob microscopio no aumento de 400x.

3.3.3 Analise do peso da biomassa

Para determinacdo da biomassa fungica formada nos meios liquidos, 9 mLde
amostra de meio de cultura com massa micelial foi filtrada em funil de Blchner sob
vacuo, em seguida mantida em estufa a 60°C até peso constante, obtido em 24 horas,
e entdo pesada em balanca analitica. O peso do filtro de papel e o peso do meio de

cultura foram descontados, resultando somente 0 peso seco da massa micelial.
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Figura 3. Avaliagbes de producdo: A; concentracdo de blastosporos observado em
microscépico (aumento 400x). B; medicédo de pH em potencidmetro. C; pesagem da
biomassa. Fonte: Arquivo pessoal Isabella Gotti

3.4 Patogenicidade

Foi avaliada a patogenicidade das diferentes estruturas do fungo M. anisopliae
produzidos em meio liquido complexo e conidios produzidos em arroz sobre lagartas do
inseto-teste, Galleria mellonella.

O Meio Complexo obtido na etapa anterior foi novamente preparado, inoculado
e deixado em desenvolvimento em fermentador do tipo garrafdo de vidro por 8 dias a
26+1°C e aeracao de 1 kgf/ cm? de presséo. Os blastosporos e conidios submersos
foram obtidos no oitavo dia apés a inoculagéo, respectivamente, e as suspensdes
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preparadas na concentracdo aproximada de 1x 108 estruturas/mL. A andlise de
concentracdo da suspensao inoculante foi realizada conforme método descrito em
3.3.2.

A producao de conidios em meio sélido foi utilizada como padréo e os conidios
foram respectivamente obtidos da producdo em arroz do Laboratério de Controle
Biolégico — Centro Experimental Central do Instituto Biolégico, em Campinas, SP. A
suspensdo foi preparada em agua estérii com espalhante adesivo (Tween 80® —
0,1mL/L), contendo 1 x 108 con./mL.

Os insetos-teste também foram devidamente obtidos da criacdo do Laboratério
de Controle Biologico do Centro Experimental do Instituto Bioldgico, em Campinas.

O bioensaio foi composto por 3 tratamentos, sendo: Fungo Desenvolvido em
Meio Complexo, Meio Complexo Puro e Conidios provenientes de produgéo em arroz)
com cinco repeticdes cada, e cada repeticdo com 10 insetos. O bioensaio com conidio
sera utilizado como padrao.

Foi realizada a aplicacdo de 1mL das suspensdes de cada tratamento de M.
anisopliae sobre placas de Petri contendo lagartas do inseto teste, com auxilio de Torre
de Potter adaptada, com pressdo de 15 libras/pol? (Figura 4). Apds a aplicacdo os
insetos foram mantidos em sala climatizada a temperatura de 26 + 1°C, UR de 60 + 5%
e fotofase de 12 horas.

A mortalidade foi avaliada do terceiro até o décimo dia apos a pulverizagdo. Cada
inseto morto foi lavado em alcool 70% e agua destilada esterilizada para desinfeccao
superficial e em seguida transferidos para camara Umida composta por placas plasticas
(4,5cm de diametro) esterilizadas, com algodédo umedecido.

Estas placas foram mantidas em camara BOD a temperatura de 26 + 1°C, UR
de 70 = 5% e fotofase de 12 horas. Este procedimento é realizado a fim de se confirmar
a mortalidade causada pelo patégeno, sendo possivel observar o crescimento micelial

e conidiogénese do patdgeno sobre o cadaver.
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Figura 4. Teste de patogenicidade: Aplicacdo dos tratamentos em Torre de Potter.
Fonte: Arquivo pessoal Isabella Gotti

3.5 Delineamento experimental e analise estatistica

O Delineamento foi o inteiramente casualizado (DIC). A andlise de variancia foi
realizada pelo teste F e as médias da produtividade de blastosporos e os pesos de
massa seca dos tratamentos foram comparados pelo teste Duncan a 5% de
probabilidade. Para a execucdo da analise estatistica utilizaou-se o programa
ASSISTAT.

3.6 Analise de custos de producdo

Esse item foi incluido com o objetivo de demonstrar o procedimento para a
realizacdo de um levantamento de custos visando a formag&o de pre¢cos na producao
de fungos. O estudo foi baseado na unidade de produc¢éo de fungos do Laboratério de
Controle Bioldgico do Centro Experimental do Instituto Biologico.

Foi utilizado o método de Custeio por Absor¢do, conforme andlise desenvolvida
pelo SEBRAE — Campinas, SP, para Leite et al. (2003). Tal metodologia refere-se
apropriacéo de todos os custos incorridos no processo de fabricacdo. Trabalhou-se com
alguns valores médios (valores de aquisicdo de equipamentos, consumo de energia,
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etc.), 0os quais podem ser alterados significativamente dependendo da contingéncia em
gue a estrutura produtiva for instalada.

No calculo final do custo operacional, foram consideradas as despesas fixas
(estrutura produtiva) relacionadas somente ao periodo de demanda do bioinseticida. Os
valores estdo apresentados em reais. Para efeito de transformag¢éo em ddlar, a moeda
norte americana valia, durante o periodo do levantamento, R$ 3,70.

3.6.1 Investimento fixo

O investimento fixo necessario, para a implantagdo da estrutura para produgéo
de fungos entomopatogénicos tanto em meio sélido, pelo método convencional, quanto
em meio liquido, pelo método em fermentacao liquida proposto, € condicionado ao
padréo de negdcio que se deseja estabelecer, bem como o volume de material a ser
produzido e o capital disponivel para se investir.

Neste caso, para a avaliacdo dos custos de producdo de uma biofabrica,
considerou-se como referéncia para cada processo de producdo, os seguintes
rendimentos diarios: Meio Sdélido - 600 kg; Fermentacao - 600 Litros

A Tabela 2 refere-se ao maquinario/equipamentos e utensilios considerados no

investimento fixo, e seus respectivos valores.
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Tabela 2. Maquinario/equipamentos e utensilios considerados no investimento fixo, e
seus respectivos valores para instalacdo de Biofébrica para producdo de fungos
entomopatogénicos em meios solido e liquido.

Especificagdo QT Valor Unit. - R$ Custo total - R$
Agitador de frascos com movimento orbital 1 R$ 4.800,00 R$ 4.800,00
Agitador para tubos Vortex 1 R$ 750,00 R$ 750,00
Ar condicionado g/f 7500BTU 5 R$ 1.600,00 R$ 8.000,00
Autoclave vertical 300 litros 2 R$ 20.000,00 R$ 40.000,00
Jalecos 9 R$ 30,00 R$ 270,00
Balanca Digital 1 R$ 1.190,00 R$ 1.190,00
Bancada Ardosia 2 R$ 50,00 R$ 100,00
Botijao de gas 13 kg 2 R$ 180,00 R$ 360,00
Cadeiras 4 R$ 150,00 R$ 600,00
Calculadora 1 R$ 20,00 R$ 20,00
Camara Fluxo Unidirecional 1 R$ 20.000,00 R$ 20.000,00
Sala de Secagem 1 R$ 85.000,00 R$ 85.000,00
Estuda de Esterilizacdo e Secagem 110L 1 R$ 2.990,00 R$ 2.990,00
Aparelho de Osmose Reversa 1 R$ 3.990,00 R$ 3.990,00
Frascos Erlenmeyer 250ml 100 R$ 14,00 R$ 1.400,00
Cama Fria 1 R$ 80.000,00 R$ 80.000,00
Fermentador Industrial 500L 2 R$ 300.000,00 R$ 600.000,00
Sistema de envase/embalagem 1 R$ 100.000,00 R$ 100.000,00
Mesa de escritdrio 1 R$ 220,00 R$ 220,00
Mesa de manipulagéo 1 R$ 800,00 R$ 800,00
Microscopio 1 R$ 8.890,00 R$ 8.890,00
Macropipetas 4 R$ 108,00 R$ 432,00
Termo-Higrometro digital 3 R$ 78,90 R$ 236,70
Prateleiras 6 R$ 120,00 R$ 720,00
Refrigerador duplex 360L 1 R$ 1.400,00 R$ 1.400,00
Freezer horizontal 1 R$ 1.800,00 R$ 1.800,00
Telefone 1 R$ 300,00 R$ 300,00

Total R$ 959.468,70
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3.6.2 Depreciacao

A depreciacdo mensal foi calculada pelo método linear, considerando todos os
investimentos fixos. Foram demonstrados os tipos de investimentos bem como o calculo
de depreciacdo a serem realizados, na instalagdo da biofdbica para a producgéo de
fungos entomopatogénicos tanto em meio sélido quanto em meio liquido, bem como os
indices considerados no calculo das depreciacdes dos mesmos.

Na tabela 3, sdo demonstrados os tipos de investimentos a serem realizados, na
instalacdo da biofabica para a producdo de fungos entomopatogénicos tanto em meio
sélido quanto em meio liquido, bem como os indices considerados no calculo das

deprecia¢cdes dos mesmos.

Tabela 3. Tipos de investimentos para a producdo de fungos entomopatogénicos e os
respectivos indices considerados no célculo das deprecia¢cdes dos mesmos.

Tipo de investimento Prazo em anos Taxa ao ano - %
Equipamentos eletrdnicos 5 20
Magquinas e equipamentos diversos 10 10
Moveis e utensilios 10 10
Ferramentas 10 10

Ja natabela 4, pode-se observar o calculo de depreciacao de cada equipamento
e utilitario empregado na implantacdo de uma biofabrica para a producéo de fungos
entomopatogénicos, nos métodos de produgéo convencional, em meio sélido e método

de producao proposto em fermentagéo liquida.
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Tabela 4. Equipamentos e utilitdrios empregados na producdo de fungos tanto pelo
processo em meio sélido, quanto pelo processo em fermentacdo liquida e indices
considerados no célculo das depreciagfes dos mesmos.

V'iC!a Deprec. Vlal’o.r Deprec Total
Especificacdo QT atil Mensal unitario
Anos % R$ R$

g\r%iit;(ilor de frascos com movimento 1 10 0,00833 4.800,00 40,00
Agitador para tubos Vortex 1 10 0,00833 750,00 6,25
Ar condicionado g/f 7500BTU 5 10 0,00833 1.600,00 66,67
Autoclave vertical 300 litros 2 10 0,00833 20.000,00 333,33
Jalecos 9 10 0,00833 30,00 2,25
Balanca Digital 1 5 0,00833 1.190,00 9,92
Bancada Ardosia 2 10 0,00833 50,00 0,83
Botijéo de géas 13 kg 2 5 0,00833 180,00 6,00
Cadeiras 4 10 0,00833 150,00 10,00
Calculadora 1 5 0,00833 20,00 0,17
Camara Fluxo Unidirecional 1 10 0,00833 20.000,00 166,67
Sala de Secagem 1 5 0,00833 85.000,00 1.416,67
Estuda de Esterilizacdo e Secagem 110 1 10 0,00833 2.990.00 24.92
Aparelho de Osmose Reversa 1 10 0,00833 3.990,00 33,25
Frascos Erlenmeyer 250ml 100 10 0,00833 14,00 11,67
Cama Fria 1 5 0,00833 80.000,00 1.333,33
Fermentador Industrial 500L 2 10 0,00833 300.000,00 5.000,00
Sistema de envase/embalagem 1 5 0,00833 100.000,00 1.666,67
Mesa de escritério 1 5 0,00833 220,00 1,83
Mesa de manipulacéo 1 10 0,00833 800,00 6,67
Microscopio 1 10 0,00833 8.890,00 74,08
Macropipetas 4 10 0,00833 108,00 3,60
Termo-Higrometro digital 3 0,00833 78,90 3,95
Prateleiras 6 0,00833 120,00 12,00
Refrigerador duplex 360L 1 10 0,00833 1.400,00 11,67
Freezer horizontal 1 10 0,00833 1.800,00 15,00
Telefone 1 5 0,00833 300,00 5,00

Depreciacédo Total: R$  10.262,38
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3.6.3 Despesas fixas

O célculo das despesas fixas tratou-se do levantamento dos gastos fabris. Estes,
estéo intimamente relacionados ao periodo do més, ndo oscilando proporcionalmente
com volume de producdo dentro da faixa de capacidade instalada. As Tabelas 5 e 6
identificam as despesas fixas relacionadas a cada processo de producéo.

Tabela 5. Despesas fixas mensais para a producéo de fungos entomopatogénicos pelo
processo em meio sélido

Discriminacéo Valor (R$)
Aluguel do imével (espago de 250 m?) R$ 5.000,00
Conta de telefone R$ 100,00
Depreciacdes R$ 3.529,05
Energia R$ 1.500,00
Honorarios do contador R$ 900,00
Manutencéo dos equipamentos R$ 500,00
Materiais de escritério R$ 80,00
Material de limpeza R$ 500,00
Total 12.109,05

Tabela 6. Despesas fixas mensais para a producéo de fungos entomopatogénicos pelo
processo proposto em fermentacéo liquida

Discriminagdo Valor (R$)
Aluguel do imdvel (espaco de 250 m?) R$ 5.000,00
Conta de telefone R$ 100,00
Depreciacdes R$ 7.500,38
Energia R$ 1.500,00
Honorarios do contador R$ 900,00
Manutencéo dos equipamentos R$ 500,00
Materiais de escritorio R$ 80,00
Material de limpeza R$ 500,00

Total 16.080,38
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3.6.4 Mao-de-obra

Considerou-se, para esta analise, a contracdo de mée de obra separadamente
para cada metodologia de producdo, sendo: Engenheiro Agrdonomo; Técnico de
Laboratério e Auxiliares conforme a demanda de producao de cada método. Os pisos
salariais de cada categoria e os encargos utilizados aqui sdo médias de mercado do
ano de 2014. A descricdo das despesas com mao de obra direta, para cada processo

de producao estdo descritas nas tabelas 7 e 8.

Tabela 7. Mao-de-obra contratada para a producédo de fungos entomopatogénicos pelo
processo em meio sélido: Piso salarial e encargos considerados para cada categoria.

Especificagdo QT Unit Valor (R$)
Eng. Agrénomo ou Bi6loga 1 R$ 6.500,00 R$ 6.500,00
Técnico de laboratério 1 R$ 1.600,00 R$ 1.600,00
Auxiliares de laboratério 4 R$ 1.200,00 R$ 4.800,00
Subtotal R$ 12.900,00
Encargos sociais (80%) R$ 10.320,00
Total R$ 23.220,00

Tabela 8. M&o-de-obra contratada para a producdo de fungos entomopatogénicos pelo
processo proposto em fermentacédo liquida: Piso salarial e encargos considerados para
cada categoria.

Especificacéo QT Unit Valor (R$)
Eng. Agrébnomo ou Bidlogo 1 R$ 6.500,00 R$ 6.500,00
Técnico de laboratério 1 R$ 1.600,00 R$ 1.600,00
Auxiliares de laboratério 2 R$ 1.200,00 R$ 2.400,00
Subtotal R$ 10.500,00
Encargos sociais (80%) R$ 8.400,00

Total R$ 18.900,00
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3.6.5 Custo de aquisicdo de materiais diretos

Para se realizar o custo com a aquisicdo de materiais diretos foram levados em
consideracdo os insumos a serem utilizados em cada metodologia de produgdo bem
como seu preco de mercado no ano de 2016. Os valores foram pesquisados via internet
e caso houvesse uma pesquisa e negociacdo com fornecedores de forma mais intensa,

estes poderiam melhorar.

3.6.6 Custo operacional

Apoés a apresentacao dos elementos para apropriagdo dos custos, foi necessario
proceder o célculo do custo operacional por unidade produzida mensalmente. Este foi
calculado, segundo metodologia do SEBRAE Campinas — SP para Leite et al. (2003),

por meio da férmula:

Custo Operacional = Despesa Fixa* + M&o-de-obra* + Matéria Prima

Quantidade Produzida

Os valores inseridos na férmula foram padronizados por cada més de producéo

durante todo o ano (12 meses).

3.6.7 Preco de venda

Em sequéncia ao calculo do custo operacional, foi necessario proceder o célculo
do preco de venda por quilo (Kg) ou Litro (L), dependendo da forma de producédo do
fungo Metarhizium anisopliae mensalmente. Este também foi calculado, segundo
metodologia do SEBRAE Campinas — SP para Leite et al. (2003).

Para as despesas de comercializacdo, considerou-se 0s percentuais de
despesas de vendas e das despesas administrativas, sendo ICMS, COFINS,
Contribui¢édo Sindical, PIS e Lucro Presumido estimados para Biofabrica no Estado de

Sao Paulo. A Titulo de simulacéo de preco de venda, ndo foram considerados fatores
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como compensacdo de ICMS e limitagdo na capacidade produtiva. Utilizou-se

faturamento condizente a lucro presumido. O detalhamento das despesas com

comercializacao para calculo do preco de venda pode ser observado na tabela 9.

Tabela 9. Detalhamento das despesas com comercializagdo (%).

Item de Despesa %
I.C.M.S 18
COFINS 3
Contribuicdo Social 0,96
P.I.S 0,65
I.R.P.J (Lucro Presumido) 1,2
Total 23,81

A partir do célculo do percentual de despesas, procedeu-se com a formacdo do
preco de venda. A titulo de sugestdo, o SEBRAE utilizou para Leite et al. (2003) um
percentual de 10% do Lucro liquido, podendo ser alterado para efeito de testes,

bastando alterar a formula descrita abaixo:

Preco de venda = Custo Operacional

1 - (% Despesas Comercializacao + % Lucro Liquido)

3.6.8 Margem de Contribuicao

Os produtos fabricados geram custos variaveis. Ao serem comercializados,
estes geram também custos e despesas que decorrem da producédo e da venda. Neste
custeio, os produtos geram uma margem denominada Margem de Contribui¢do, que é
0 montante que resta do preco de venda de um produto depois da deducdo de seus
custos e despesas variaveis (MEGLIORINI, 2012).

Na metodologia de custos de producgéo de M. anisopliae proposta pelo SEBRAE

para Leite et al. (2003), o estudo do mesmo encerra-se com a formacéo do preco de
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venda dos produtos, entretanto, tal estudo ndo contempla a margem de contribuicdo dos
produtos fabricados quanto a cobertura dos custos e despesas fixas e ao lucro.

Sendo assim, utilizou-se também o calculo da Margem de produgdo conforme
proposto por Megliorini (2012), a partir da férmula:

Margem de Contribuicdo = PV — (CV + DV)

Onde:
PV = Preco de Venda
CV = Custos Variaveis

DV = Despesas Variaveis
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 pH.

O pH aumentou com o decorrer dos dias conforme o desenvolvimento do fungo
em todos os tratamentos, iniciando com média 3,0 e atingindo média 7,9 no ultimo dia
de avaliagao (Figura 5).

Segundo St Lager et al. (1999) muitas pesquisas tém examinado a relacdo entre
producéo e viruléncia de fungos entomopatogénicos com resultados contrastantes. O
pH do ambiente pode regular a expressao da viruléncia de genes de M. anisopliae, bem
como M. anisopliae pode regular o pH do ambiente. Além deste fator, podemos inferir
gque este também trata-se de um importante fator a ser avaliado a fim de se tornar um

parametro de avaliagdo de produgéo do fungo em biofabricas.

7,9

o
o | M
OO\kD Y]
e 5 o o o >
o o s N = 0
< > <
o ol ]~ al x| TG 8 w2 aee
‘
=
T
o
%0 0 0 ¥ ,% & v .0 &l O & T VYT oo™ oo™ oY o0
oQ*QQQA@SOQ"O%Q}e»\)‘o%o%Q,OoC’OAeOv/\o@eoeoeoqoqoé’eod‘
NN L ENNE IO LI 0 2L oY
L C LN O Tow, Fer ANt ST R
SO O W 0% T N L0 0N o R o
Vo 0 0%« 9 9 O Ry - Oy Q o
Q("‘(/ Q/((/% O R O%‘o Q\\/\/AQ\OQO?‘ e
’\O@V?zyovo o RS ROSI @;0& &
R .
OSSR Q «
<F NS o
Y N
R S

Figura 5. Média de pH por tratamento ao 8°dia de desenvolvimento de Metarhizium
anisopliae.

Costa et al. (2011) afirmaram que a concentracdo dos substratos estudados e o
pH do meio influenciaram na atividade proteolitica do fungo. Neste mesmo estudo foram

verificadas maiores atividades proteoliticas em caseina nos pH 8,0 e 9,0.
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Ja Rustiguel (2014) avaliou o pH 6timo para a producédo de quitinases de isolados
de M. anisopliae e concluiu que para o isolado IBCB 425, este seria entre 5,0 e 5,5.
Conforme j& citado anteriormente por St Lager et al. (1999), as quitinases estédo
relacionadas a patogenicidade e viruléncia dos fungos entomopatogénicos, levando a
confirmar também a eficiéncia do meio de cultura complexo avaliado neste trabalho, que

manteve seu pH com média 5,0 no decorrer do desenvolvimento do fungo.

4.2 Producao em fontes de Nitrogénio — Proteinas

Ao final do 8° dia de avaliagédo das fontes isoladas, considerando os parametros
de concentracdo de blastosporos e corpos hifais e peso da biomassa, verificou-se o
melhor desenvolvimento nos meios que contiveram Albumina e levedura de cerveja
como fontes de nitrogénio (Tabelas 10 e 11). Albumina foi selecionada para

desenvolvimento de meio de cultura complexo.

Tabela 10. Concentragdo de blastosporos e corpos hifais (x107) de Metarhizium
anisopliae produzido em fermentacéo liquida sob fontes de nitrogénio a 26 + 1°C e UR
de 70 £ 5%

Concentragéo (x107)

Tratamento
2 dias 4 dias 6 dias 8 dias
Extrato de Levedura 268+0,79 b 3,12+0,98 c 3,701,000 b 3,36 +1,16 d
Gema de ovo em po 0,30+0,08 b 0,27 +0,74 ¢ 0,96 +0,20 ¢ 576+1,00 d

Proteina de sojaemp6 0,84+0,12 b 1,32+0,13 c 514+062 b 11,14 + 2,13 c
Levedura de Cerveja 32,20+8,60a 32,00+6,10a 58,80 £ 4,89 a 87,60+4,39a
Albumina 22,20+3,8la 16,80+159 b 56,00 + 6,32 a 62,80+9,15 b

CV (%) 21,69 19,90 25,75 24,78
Médias originais seguidas de mesmas letras na coluna néo diferem significativamente pelo teste F ao nivel de 5% de
probabilidade. Dados transformados por Vx+0,5 na analise. C.V. (%) dos dados transformados.




37

Tabela 11. Peso da biomassa de Metarhizium anisopliae produzido em fermentacdo
liguida sob fontes de nitrogénio a 26 + 1°C e UR de 70 £ 5%

Tratamento

Peso da Biomassa (@)

2 dias

4 dias

6 dias

8 dias

Extrato de Levedura

Gema de ovo em p6

0,124+ 0,120 a
0,000 + 0,000 a

0,000 + 0,000 a
0,000 + 0,000 a

0,000 £ 0,000 b
0,039 + 0,058 a

0,000 £ 0,000 b
0,120 +0,055 a

Proteina de soja em p6 0,000 £0,000a 0,000+0,000a 0,000+0,000 b 0,000+0,000 b
Levedura de Cerveja 0,004 +0,004a 0,005+0,005a 0,000+£0,000 b 0,021+0,022 b
Albumina 0,000 £ 0,000 a 0,000 +0,000a 0,000 +0,000 b 0,000+0,000 b
CV (%) 0,50 0,00 0,20 0,30

Médias originais seguidas de mesmas letras na coluna néo diferem significativamente pelo teste F ao nivel de 5% de
probabilidade. Dados transformados por Vx+0,5 na analise. C.V. (%) dos dados transformados.

Em relacdo as fontes de Nitrogénio para produgdo de fungos
entomopatogénicos, Sano (2005) aponta que os meios de cultura liquidos com baixas
guantidades de extrato de levedura apresentam menor custo de producdo, uma vez que
as fontes de nitrogénio sdo mais caras que as fontes Carbono. Ainda segundo este
autor, o custo dos componentes dos meios de cultura pode ser diminuido com pesquisas
para se determinar produtos mais baratos que possam substituir a D-glicose anidra e o
extrato de levedura, como fez o presente trabalho. Neste sentido, o presente trabalho
utilizou albumina como fonte de N, diferenciando-se de Sano (2005) que utilizou extrato
de levedura e Ottati-de-Lima (2007) que utilizou levedo de cerveja.

Ottati-de-lima (2007) também observou que os melhores meios para a producao
de blastosporos séo aqueles constituidos por uma menor concentracdo de nitrogénio e
maior concentracao de carbono. Esse fato também foi observado por Oliveira (2000) e
Sano (2005), que acrescentaram diferentes concentragdes de extrato de levedura aos
meios liquidos para produgéo de S. insectorum, e M. anisopliae, respectivamente, e
obtiveram as melhores produtividades com as menores concentragées de nitrogénio,
motivo pelo qual o presente trabalho o fez, também quantificando esta fonte de proteina,

entretanto sem muito sucesso comparado a producao deste fungo em Albumina.

4.3 Producdo em fontes de Carbono — Dissacarideos
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Ja em relacdo a avaliacdo das fontes isoladas de carbono, ao final do 8° dia de
avaliagdo, considerando os parametros de concentracéo de blastosporos e corpos hifais
e peso da biomassa, verificou-se o melhor desenvolvimento nos meios que contiveram
Glicose de Milho, Maltose e sacarose (Tabelas 12 e 13). Sendo a Sacarose selecionada
para a etapa de producédo de meio de cultura complexo em virtude de seu menor custo
e maior facilidade de aquisicdo em larga escala no mercado.

Tabela 12. Concentragdo de blastosporos de corpos hifais (x107) de Metarhizium
anisopliae produzido em fermentacéo liquida sob fontes de carbono a 26 + 1°C e UR de
70 £ 5%

Concentracéo (x107)

Tratamento
2 dias 4 dias 6 dias 8 dias

D-Glicose Anidra 0,17 + 0,02 c 0,35+0,04 c 1,35+0,37 c 1,60+0,50 cd
Sacarose 0,19 + 0,03 c 0,34+0,07 c 1,58+0,20 c 12,60x2,77 b
Glicerina 0,41 £+ 0,06 ¢ 0,14+0,02 ¢ 0,62+0,13 cd 0,85+0,20 d
Glicose de Milho 20,00 £5,47 a 494,00 + 34,15 a 526,00 + 28,91 a 436,00 + 14,70 a
Frutose 0,26 £ 0,03 ¢ 0,37+0,80 ¢ 0,29+0,90 d 0,42+0,10 d
Maltose 167+0,17 b 296+0,20 b 3,08+0,21 b 3,44 +£ 0,20 c
CV (%) 15,86 48,24 47,64 43,25

Médias originais seguidas de mesmas letras na coluna néo diferem significativamente pelo teste F ao nivel de 5% de
probabilidade. Dados transformados por Vx+0,5 na analise. C.V. (%) dos dados transformados.

Tabela 13. Peso da biomassa de Metarhizium anisopliae produzido em fermentagéo
liguida sob fontes de carbono a 26 + 1°C e UR de 70 £ 5%

Peso da Biomassa (g)

Tratamento
2 dias 4 dias 6 dias 8 dias

D-Glicose Anidra 0,001 £0,001 a 0,000 £0,000 b 0,000 £ 0,000 a 0,000 £ 0,000 c
Sacarose 0,001 £ 0,000 a 0,000 +0,000 b 0,000 £ 0,000 a 0,001 £ 0,000 a
Glicerina 0,001 £0,000 a 0,000 £0,000 b 0,000 £+ 0,000 a 0,000 £0,000ab
Glicose de Milho 0,002 £ 0,000 a 0,001 +0,000 b 0,001 £ 0,000 a 0,000+£0,000 bc
Frutose 0,000 £ 0,000 a 0,000 £0,000 b 0,000 £ 0,000 a 0,000£0,000 bc
Maltose 0,000 + 0,000 a 0,003 £0,001 a 0,000 + 0,000 a 0,001 £ 0,000 a
CV (%) 0,00 0,00 0,00 0,00

Médias originais seguidas de mesmas letras na coluna nao diferem significativamente pelo teste F ao nivel de 5% de
probabilidade. Dados transformados por Vx+0,5 na analise. C.V. (%) dos dados transformados.
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Quando avaliou-se fonte de Carbono, foi possivel observar em trabalhos como
o de Wenzel et al. (2005), que as maiores producdes de conidios foram obtidas nos
meios com maiores quantidades de dextrose e a medida que foi aumentando o tempo
de cultivo a exigéncia em carbono foi aumentando também. Os meios liquidos com as
maiores concentracoes de dextrose foram aqueles que obtiveram maior massa micelial
(WENZEL et al., 2005).

Jé& Ottati-de-lima (2007) avaliou a producgéo de M. anisopliae em D-Glicose anidra
e sacarose somadas a extrato de levedura e concluiu que os melhores meios de cultura
foram aqueles que apresentaram D-glicose anidra como fonte de Carbono.

Em estudos mais recentes, Maldonado-Blanc et al. (2011) relataram o
crescimento de B. bassiana em meios liquidos contendo casaminoacidos, licor de milho
macerado e peptona, ja Latifian et al. (2014) testaram fontes de carbono para producao
deste fungo em meio liquido e constatou que o melagco de cana proporcionou significante
producao de blastosporos, entretanto esta ndo foi uma fonte de C testada no presente

trabalho, nos abrindo novas possibilidades para avaliagéo e alternativas de menor custo.

4.4 Producao em fontes Carbono — Polimeros

Ao final do 8° dia de avaliacdo das fontes de carbono - polimeros, considerando
0s parametros de concentracdo de blastosporos e corpos hifais e peso da biomassa,
verificou-se o melhor desenvolvimento nos meios que contiveram Polvilho Doce e Amido
de Arroz, respectivamente (Tabelas 14 e 15). Entretanto estes dados foram descartados
devido a baixa concentracdo e alta viscosidade em relacdo as demais fontes de

carbono.
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Tabela 14. Concentracdo de blastosporos de corpos hifais (x107) de Metarhizium
anisopliae produzido em fermentacao liquida sob fontes de carbono - dissacarideos a
26 + 1°C e UR de 70  5%.

Concentrag&o (x107/mL)

Tratamentos 2 dias 4 dias 6 dias 8 dias
Polvilho azedo 0,10+0,03 a 0,12+0,01 b 0,52+0,02 bc 0,45+0,04 b
Polvilho doce 0,02+0,01 b 4,06+0,64 a 1,01+0,25 a 0,80+0,02 a
Amido milho 0,08+0,02 a 0,11+0,01 b 0,10+0,01 d 0,10+0,00 d
Amido arroz 0,01+0,00 b 0,03+0,00 b 0,67+0,06 b 0,80+0,02 a
Fécula batata 0,02+0,00 b 0,02+0,01 b 0,05+0,04 d 0,10+0,03 d
Fuba milho 0,10+0,01 a 0,17£0,01 b 0,30+0,02 cd 0,18+0,01 c
CV (%) 0,13 0,32 0,38 0,05

Médias originais seguidas de mesmas letras na coluna nao diferem significativamente pelo teste F ao nivel de 5% de
probabilidade. Dados transformados por Vx+0,5 na analise. C.V. (%) dos dados transformados.

Tabela 15. Peso da biomassa (g) de Metarhizium anisopliae produzido em fermentagéo
liguida sob fontes de carbono - polimeros a 26 + 1°C e UR de 70 + 5%

Peso da Biomassa ()

Tratamento? 2 dias 4 dias 6 dias 8 dias
Polvilho azedo 0,03+0,01 ab 0,01+0,00 ab 0,01+0,01 b 0,02+0,00 b
Polvilho doce 0,06+0,02 a 0,01+0,00 a 0,02+0,00 a 0,03+0,01 a
Amido milho 0,01+0,01 b 0,01+0,00 bc 0,00+0,00 c 0,00+0,00 c
Amido arroz 0,00+0,00 b 0,00+0,00 ¢ 0,00+0,00 ¢ 0,00+0,00 c
Fécula batata 0,00+0,00 b 0,00+0,00 ¢ 0,00+0,00 ¢ 0,00+0,00 c
Fuba milho 0,00+0,00 b 0,00+0,00 c 0,00+0,00 c 0,00+0,00 c
CV (%) 0,13 0,32 0,38 0,05

Médias originais seguidas de mesmas letras na coluna nado diferem significativamente pelo teste F ao nivel de 5% de

probabilidade. Dados transformados por Vx+0,5 na analise. C.V. (%) dos dados transformados.

4.5 Producao em fontes de Sais

Por fim, quando tratamos da avaliacdo das fontes isoladas de sais, ao final do 8°

dia de avaliacdo e também considerando os parametros de concentracdo de
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blastosporos e corpos hifais, verificou-se o melhor desenvolvimento nos meios que
contiveram Mg SO4, KCl e NaNOs (Tabela 16). Entretanto, ao analisarmos os dados de
peso de biomassa, se observou que KCl e NaNOs3 apresentaram os maiores valores
(Tabela 17), sendo estes selecionados para a etapa de producdo de meio de cultura

complexo

Tabela 16. Concentracdo de blastosporos e corpos hifais (x107) de Metarhizium
anisopliae produzido em fermentacao liquida sob fontes de Sais a 26 + 1°C e UR de 70
+ 5%

Concentragdo (x107)

Tratamento
2 dias 4 dias 6 dias 8 dias

Zn SO4 0,77 £ 0,08 c 3,86 +0,94 bc 2,50+ 1,10 c 0,84 +0,11 c
Fe SO4 1,29 +£0,10 c 1,38 £0,10 c 1,72+£0,10 c 0,86 +0,76 c
Mg SO4 0,84 £+ 0,21 c 11,74+2,29 ab 12,12+1,70a 10,68+ 2,38ab
Naz H PO4 1,47 + 0,58 c 2,68 + 0,65 c 820+140 b 764+073 b
K Hz PO4 1,55+0,45 c 4,50 + 0,65 bc 6,62+1,13 b 10,46 +1,43ab
KCI 486+0,46 b 5,62 + 0,83 bc 754+093 b 8,44+1,70 ab
Na NOs 12,20+ 2,19a 30,06 + 20,51 a 9,22+0,90 ab 13,42+ 2,74 a
CV (%) 10,18 15,46 8,82 11,48

Médias originais seguidas de mesmas letras na coluna néo diferem significativamente pelo teste F ao nivel de 5% de
probabilidade. Dados transformados por Vx+0,5 na andlise. C.V. (%) dos dados transformados.

Tabela 17. Peso da biomassa de Metarhizium anisopliae produzido em fermentagéo
liguida sob fontes de Sais a 26 + 1°C e UR de 70 £ 5%

Peso da Biomassa (g)

Tratamento

2 dias 4 dias 6 dias 8 dias
Zn S04 0,000+ 0,000 b 0,000+ 0,000 d 0,001+ 0,000 d 0,005% 0,003ab
Fe SO4 0,000 + 0,000 b 0,003+ 0,000 bc 0,004 + 0,000ab 0,004 + 0,000 b
Mg SO4 0,000 + 0,000 b 0,001+ 0,000 ¢c 0,002 = 0,000 cd 0,003+ 0,000 b
Naz H POs 0,000 = 0,000 b 0,001+ 0,000 c 0,003+ 0,000 bc 0,005+ 0,001 ab
K Hz2 PO4 0,001 £ 0,000 b 0,001+ 0,000 c 0,002 = 0,000 cd 0,002+ 0,000 b
KCI 0,003 + 0,000 a 0,004 + 0,000 ab 0,006 + 0,000 a 0,008 + 0,000 a
Na NOs 0,002 + 0,000 a 0,005 + 0,000 a 0,003+ 0,000 cd 0,008+ 0,000 a
CV (%) 0,00 0,00 0,00 0,00

Médias originais seguidas de mesmas letras na coluna néo diferem significativamente pelo teste F ao nivel de 5% de
probabilidade. Dados transformados por Vx+0,5 na analise. C.V. (%) dos dados transformados.



42

Ao avaliar a adicdo de sais a producdo de M. anisopliae, Schamne (2010) e
Schamne et al. (2012) constataram que a adicdo de KCl ao meio solido proporciona o
aumento na producado do fungo. Tal resultado, mesmo em se tratando de diferentes
substratos, leva a verificar a eficiéncia da adicdo deste sal para a producdo de M.
anisopliae, conforme constatado também pelo presente trabalho.

4.6 Producao em Meio de Cultura Complexo

Quando submetido a producdo em fermentacdo liquida com Meio de Cultura
Complexo contendo Albumina, Sacarose, KClI e NaNOs, o fungo M. anisopliae
apresentou, em laboratério, seu pico de producdo de blastosporos com concentragéo
de 4.10” com/mL no 6° dia de desenvolvimento. A estabilizagdo do peso de biomassa
pdde ser observada no 10° dia de desenvolvimento, conforme observado na figura 6.
Tais resultados permitem inferir, que a partir do 4° dia de desenvolvimento, o fungo
diminuiu sua producéo de biomassa, voltando-se para a producéo de blastosporos. Tais
resultados nos permitem, ainda, conhecer o comportamento do fungo sob este meio de
cultura.

&

-

=

= 45 12,0

L

@ i — 10,0

e 135 ——— —— &

2 o 2

& 3 g0 S

= &

[ 2,5

L 60 =

(i) 2 3

x &

rFu 1,5 4,0 g

il 1 =

= 2.0 =

= 05

o

5 0 0.0

= 22dia 4%2dia 6% dia 8%dia 10%dia 12%dia l4%dia
—=—Concentracdo *— Biomassa

Figura 6. Curva de crescimento do fungo Metarhizium anisopliae submetido a
fermentacéo liquida em Meio de Cultura complexo a 26 + 1°C e UR de 70 + 5%, por 14
dias.
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Entretanto, ao se observar o desenvolvimento do mesmo meio complexo em
fermentador industrial, observou-se que o mesmo pode alcancar a concentracdo de
1.10° com/mL no 2° dia de fermentagao. Tais resultados aplicados a producao em larga
escala ainda precisam ser melhor estudados, padronizando-se tanto a metodologia
quanto a estabilidade de tal produgéo.

De acordo com Ottati-de-lima (2007), apesar de existirem algumas dificuldades
praticas para a producdo de fungos em meios liquidos, esse método tem grandes
vantagens no que se refere a facilidade de aplicacdo em condi¢des de campo, uma vez
o produto j& se encontrara pronto para ser utilizado, diminuindo-se os gastos com mao-
de-obra para a lavagem do material como é feito quando produzido em meio sélido de
arroz.

Oliveira (2000), estudou meios de cultura liquidos para o desenvolvimento de S.
insectorum, observando que 0s meios compostos por extrato de farelo de trigo
proporcionaram ao fungo esporulacdo superior aquela verificada nos meios solidos a

base de arroz pré-cozido, com 1,03 x 10° conidios/mL.

4.7 Producao em meio solido

Avaliando-se a producdo em meio solido, pela metodologia tradicional de
inoculacdo do fundo em saquinhos de arroz, contatou-se uma média de concentracao
de 3 x 10° conidios/g.

Ottati-de-lima (2007), em seu estudo ainda complementou que 0 sucesso desta
metodologia de producdo de M. anisopliae por tantos anos se deve, grandemente, ao
fato de que, quando se usam graos inteiros de arroz para preparar 0 meio de cultura,
formam-se intersticios que multiplicam notavelmente a superficie do meio, o que permite
ao fungo penetrar totalmente na massa do substrato. Esse detalhe ndo se verifica com
a maioria dos meios de cultura, onde o M. anisopliae cresce, exclusivamente, na

superficie exposta a oxigenacao direta.

4.8 Patogenicidade
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Ao final da avaliacdo de patogenicidade, os tratamentos com conidios e com
blastosposros nao diferiram estatisticamente entre si. O tratamento com blastosporos
produzidos sob fermentacao liquida, com o meio complexo estudado, ocasionou 78%
de mortalidade enquanto o tratamento com conidios apresentou 80%de mortalidade das
lagartas (Tabela 18 e Figura 7).

Tabela 18. Mortalidade média de lagartas de Galleria mellonella apos serem tratadas
com Metarhizium anisopliae produzido por fermentacéo liquida e meio sélido

Tratamento Média de mortas Mortalidade (%)
Blastosporos 7,857 +0,459 a 78,57
Conidios 8,000 £ 0,436 a 80
Testemunha 0,2857 + 0,184 b 2,86

Médias originais seguidas de mesmas letras néo diferem significativamente pelo teste de Duncan ao nivel de 5% de
probabilidade. Dados transformados por Vx+0,5 na andlise. CV= 45%

Avaliando a patogenicidade de M. anisopliae em diferentes processos de
producao, Ottati-de-lima (2007) constatou, que o fungo produzido nos substratos solidos
mostrou-se mais virulento (acima de 70%) quando comparado com os meios liquidos
(abaixo de 30%).
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Figura 7. Teste de Patogenicidade de Metarhizium anisopliae, produzido por
fermentacdo liquida e meio sélido, a lagartas de Galleria mellonella. A; lagartas mortas
apos infecgdo por blastosporos provenientes de fermentagéo liquida. B; lagartas mortas
apos infeccdo por conidios provenientes de producdo em meio sélido. C; lagartas vivas
(testemunha). Fonte: Arquivo pessoal Isabella Gotti

4.9 Analise de custos da producdo por meio solido e/ou fermentacéo

liquida

4.9.1 Custo de aquisicdo de materiais diretos

Os resultados de custos de materiais diretos para a producdo de fungos
entomopatogénicos em meio sélido e liquido estdo apresentados nas Tabelas 19 e 20,

respectivamente.
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Tabela 19. Custo de aquisicdo de materiais diretos, utilizados para a producdo de 1kg
de produto acabado, pelo processo em meio solido.

Especificagdo Quantidade (g) Valor (R$)
Inéculo

Meio de Cultura BDA 0,005 R$ 1,00
Total / L R$ 1,00

Producéo Massal

Arroz 1 R$ 3,00
Embalagem plastica para Autoclave 0,01 R$ 0,70
Agua 2 R$ 12,00
Embalagem do produto acabado 0,01 R$ 0,70
Total / Kg R$ 16,40

Tabela 20. Custo de aquisicdo de materiais diretos, utilizados para a producéo de 1L de
produto acabado, pelo processo em fermentagéo liquida.

Especificacédo Quantidade (L) Valor (R$)

Inéculo Inicial

Meio de Cultura BDA 0,005 R$ 1,00
Albumina 0,31 R$ 9,30
Acglcar comum 0,53 R$ 1,86
NaNO3 0,016 R$ 1,60
KCI 0,01 R$ 1,00
Pentabidtico 0,01 R$ 0,10
Agua 1,5 R$ 9,00
Total / L R$ 23,86
Cultivo final
Albumina 031 R$ 9,30
Aclcar comum 053 R$ 1,86
NaNO3 0,016 R$ 1,60
KCI 0,01 R$ 1,00
Agua 1,5 R$ 9,00
Antiespumante 0,01 R$ 0,15
Pentabiotico 0,01 R$ 0,10
Embalagem final 1 R$ 4,00

Total / L R$ 27,01
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4.9.2 Custo operacional

Apés a apresentacdo dos elementos para apropriacdo dos custos, tem-se 0s
seguintes resultados de custo operacional, aplicados a cada processo de producéo:

A) Meio Solido:

Despesa Fixa / més R$ 12.109,05
Mé&o-de-obra Direta / més R$ 23.220,00
Quantidade Produzida kg / més 13.200,00
Matéria-prima / més R$ 216.480,00

Despesa Fixa + M&o de Obra + Matéria Prima /

Custo operacional (kg) = Quantidade Produzida

Custo operacional (kg) = R$ 19,08

B) Meio Liquido:

Despesa Fixa / més R$ 16.080,38
Mao-de-obra Direta / més R$ 18.900,00
Quantidade Produzida L / més 13.200,00
Matéria-prima / més R$ 356.466,00

Despesa Fixa + M&o de Obra + Matéria Prima /

Custo operacional (L) = Quantidade Produzida

Custo operacional (L) = R$ 29,66

A férmula utilizada para o calculo dos custos operacionais foi aplicada conforme
descrigdo no topico 3.6.6 do presente trabalho, considerando valores de despesas fixas,
mao de obra e matéria prima gastos no més para producéo diaria de 600 Kg de fungo

por meio sélido e 600 L de fungo por meio liquido.
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4.9.3 Preco de venda

Seguindo a metodologia de custos utilizada por Leite et al (2003), a titulo de
sugestao, foi utilizado um percentual de 10% de Lucro Liquido, podendo ser alterado
para efeito de testes, bastando alterar na férmula descrita no item 3.6.7 do presente
trabalho.

Sendo assim, com base nas despesas de comercializacdo e lucro liquido
estimados, os resultados calculados para o preco de venda de cada produto sdao de R$
28,82 o quilo de M. anisopliae so6lido, em arroz e R$ 44,80 para o litro de M. anisopliae
liquido, sem formulacdo, conforme descrito na tabela 21.

Tabela 21. Preco de venda para os produtos fabricados

Tipo de produto por metodologia de producéo Preco de venda
Produto Sélido R$ 28,82
Produto Liquido R$ 44,80

O preco de venda do produto liquido ter se apresentado maior do que o produto
sé6lido, impacta também em um maior custo de tratamento por hectare ao produtor rural.
Entretanto a relagdo custo-beneficio do produto liquido deve ser levada em
consideracado, visto os motivos elencados como objeto do presente trabalho, que é
possibilitar a facilidade operacional e logistica dos fungos entomopatogénicos
produzidos por fermentacao liquida em relagdo ao produto convencional produzido em

arroz.

4.9.4 Margem de Contribuicao

Ja quando calculada a margem de contribuicdo, demonstrada na Tabela 22, é
possivel verificar que M. anisopliae produzido por fermentacao liquida, proporciona uma
margem de contribuicdo de R$ 15,15 por litro, enquanto o mesmo fungo produzido pelo

método convencional solido, proporciona uma margem de contribuicdo de R$ 9,74.
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Tabela 22. Margem de contribuicdo para Metarhizium anisopliae produzido pelas
diferentes metodologias.

Produto Sélido Produto Liquido
Prego de Venda R$ 28,82 R$ 44,80
Custo Operacional R$ 19,08 R$ 29,66
Margem de Contribuicdo R$ 9,74 R$ 15,15

Segundo Megliorini (2012), uma empresa s6 comeca a ter lucro quando a
margem de contribuicdo dos produtos vendidos supera 0s custos e as despesas fixas
do exercicio, motivo pelo qual foi calculada no presente trabalho; confirmando a

viabilidade econdmica do negécio.
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5 ANALISE DE VIABILIDADE ECONOMICA

Uma das caracteristicas mais desejaveis de um meio de cultura para produgéo
de conidios infectivos a determinado inseto é a producao do maior nimero possivel de
conidios por grama de substrato a um menor custo (ADAMEK, 1965; GOETTEL, 1984).
Este fator também deve ser aplicado a realidade da producao por fermentacéo liquida,
gue deve proporcionar um bom rendimento de blastosporos por litro de produto, para
que seu custo de aplicacdo por hectare se torne menor. Entretanto, caso o meio
desenvolvido tenha custo elevado, a Ultima etapa do trabalho seria substituir os
componentes nutricionais por um substrato complexo, barato e acessivel (JACKSON et
al., 1996; JACKSON, 1997).

E possivel notar que os estudos sobre producdo de fungos entomopatogénicos
tem avancado bastante, demonstrando que a quantidade e qualidade do material
produzido podem ser dependentes de diferentes fatores como isolado de fungo utilizado,
dos nutrientes utilizados e propor¢do dos mesmos no preparo do meio de cultura, do
manejo nutricional, do manejo ambiental, dentre outros (LEITE et al., 2003).

De acordo Leite et al. (2003) e com os resultados apresentados no presente
trabalho, é possivel inferir que o custo de implantagdo dos equipamentos da biofabrica
versus o rendimento e o custo operacional devem ser levados em conta, além do
rendimento por hectare aplicado, principalmente para o célculo do custo-beneficio pelo
consumidor final. O presente trabalho mostrou ainda que a margem de contribuicdo
também é um importante fator a ser considerado para a decisédo sobre o método de
producéao.

Neste sentido, o cultivo submerso em meio liquido dos fungos
entomopatogénicos podera se apresentar como uma das principais alternativas de
producdo de fungos em um futuro préximo, uma vez que tem se conseguido bons
resultados em diferentes meios de cultura, por diferentes trabalhos.

Por fim, é importante considerar que o controle microbiano de pragas ainda trata-
se de um campo pouco explorado, principalmente pela escassez de biofabricas e
produtos no mercado. Este fato pode ser explicado pela deficiéncia em pesquisas que
visem o desenvolvimento de produtos e processos e ao pequeno investimento feito pelo
setor privado no desenvolvimento dos mesmos, quando comparados aos inseticidas

quimicos.
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6 CONCLUSAO

O meio de cultura contendo Albumina, Sacarose, NaNOs e KCI foi eficiente para
o desenvolvimento de Metarhizium anisopliae e nao interferiu em sua
patogenicidade;

A producdo de Metarhizium anisopliae é economicamente vidvel tanto por

fermentacgdo liquida quanto melo método convencional sélido em arroz.
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