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Conselho Editorial

Ciéncias Humanas e Sociais Aplicadas

Prof. Dr. Alexandre Jose Schumacher - Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia do Parana
Prof. Dr. Américo Junior Nunes da Silva - Universidade do Estado da Bahia

Prof. Dr. Antonio Carlos Frasson - Universidade Tecnol6gica Federal do Parana
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Prof. Dr. Carlos Antonio de Souza Moraes - Universidade Federal Fluminense

Prof. Dr. Criséstomo Lima do Nascimento - Universidade Federal Fluminense

Prof? Dr® Cristina Gaio - Universidade de Lisboa

Prof. Dr. Daniel Richard Sant’Ana - Universidade de Brasilia

Prof. Dr. Deyvison de Lima Oliveira - Universidade Federal de Rondonia

Prof® Dr® Dilma Antunes Silva - Universidade Federal de Sao Paulo

Prof. Dr. Edvaldo Antunes de Farias - Universidade Estacio de Sa

Prof. Dr. Elson Ferreira Costa - Universidade do Estado do Para

Prof. Dr. Eloi Martins Senhora - Universidade Federal de Roraima

Prof. Dr. Gustavo Henrique Cepolini Ferreira - Universidade Estadual de Montes Claros
Prof® Dr® lvone Goulart Lopes - Istituto Internazionele delle Figlie de Maria Ausiliatrice
Prof. Dr. Jadson Correia de Oliveira - Universidade Catdlica do Salvador

Prof. Dr. Julio Candido de Meirelles Junior - Universidade Federal Fluminense

Prof? Dr? Lina Maria Gongalves - Universidade Federal do Tocantins

Prof. Dr. Luis Ricardo Fernandes da Costa - Universidade Estadual de Montes Claros
Prof® Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Marcelo Pereira da Silva - Pontificia Universidade Catélica de Campinas
Prof® Dr® Maria Luzia da Silva Santana - Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
Prof. Dr. Pablo Ricardo de Lima Falcdo - Universidade de Pernambuco

Prof? Dr? Paola Andressa Scortegagna - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof® Dr? Rita de Cassia da Silva Oliveira - Universidade Estadual de Ponta Grossa
Prof. Dr. Rui Maia Diamantino - Universidade Salvador

Prof. Dr. Saulo Cerqueira de Aguiar Soares - Universidade Federal do Piaui

Prof. Dr. Urandi Jodo Rodrigues Junior - Universidade Federal do Oeste do Para

Prof® Dr? Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande

Prof® Dr® Vanessa Ribeiro Simon Cavalcanti - Universidade Catélica do Salvador

Prof. Dr. William Cleber Domingues Silva - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Willian Douglas Guilherme - Universidade Federal do Tocantins

Ciéncias Agrarias e Multidisciplinar

Prof. Dr. Alexandre Igor Azevedo Pereira - Instituto Federal Goiano

Prof. Dr. Arinaldo Pereira da Silva - Universidade Federal do Sul e Sudeste do Para
Prof. Dr. Antonio Pasqualetto - Pontificia Universidade Cat6lica de Goias

Prof® Dr® Carla Cristina Bauermann Brasil - Universidade Federal de Santa Maria
Prof. Dr. Cleberton Correia Santos - Universidade Federal da Grande Dourados
Prof® Dr® Diocléa Almeida Seabra Silva - Universidade Federal Rural da Amazbnia
Prof. Dr. Ecio Souza Diniz - Universidade Federal de Vicosa

Prof. Dr. Fabio Steiner - Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul

Prof. Dr. Fagner Cavalcante Patrocinio dos Santos - Universidade Federal do Ceara
Prof® Dr® Girlene Santos de Souza - Universidade Federal do Recdncavo da Bahia
Prof. Dr. Jael Soares Batista - Universidade Federal Rural do Semi-Arido

Prof. Dr. Jayme Augusto Peres - Universidade Estadual do Centro-Oeste

Prof. Dr. Jalio César Ribeiro - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

Prof® Dr® Lina Raquel Santos Araujo - Universidade Estadual do Ceara

Prof. Dr. Pedro Manuel Villa - Universidade Federal de Vicosa

Prof® Dr® Raissa Rachel Salustriano da Silva Matos - Universidade Federal do Maranhao
Prof. Dr. Ronilson Freitas de Souza - Universidade do Estado do Para

Prof? Dr® Talita de Santos Matos - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Tiago da Silva Teéfilo - Universidade Federal Rural do Semi-Arido

Prof. Dr. Valdemar Antonio Paffaro Junior - Universidade Federal de Alfenas
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Ciéncias Biologicas e da Salde

Prof. Dr. André Ribeiro da Silva - Universidade de Brasilia

Prof? Dr® Anelise Levay Murari - Universidade Federal de Pelotas

Prof. Dr. Benedito Rodrigues da Silva Neto - Universidade Federal de Goias

Prof® Dr® Daniela Reis Joaquim de Freitas - Universidade Federal do Piaui

Prof® Dr® Débora Luana Ribeiro Pessoa - Universidade Federal do Maranhao

Prof. Dr. Douglas Siqueira de Almeida Chaves - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Edson da Silva - Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri

Prof® Dr? Elizabeth Cordeiro Fernandes - Faculdade Integrada Medicina

Prof® Dr® Eleuza Rodrigues Machado - Faculdade Anhanguera de Brasilia

Prof® Dr® Elane Schwinden Prudéncio - Universidade Federal de Santa Catarina

Prof® Dr? Eysler Gongalves Maia Brasil - Universidade da Integragao Internacional da Lusofonia Afro-
Brasileira

Prof. Dr. Ferlando Lima Santos - Universidade Federal do Reconcavo da Bahia

Prof® Dr® Fernanda Miguel de Andrade - Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Dr. Fernando Mendes - Instituto Politécnico de Coimbra - Escola Superior de Salde de Coimbra
Prof® Dr® Gabriela Vieira do Amaral - Universidade de Vassouras

Prof. Dr. Gianfabio Pimentel Franco - Universidade Federal de Santa Maria

Prof. Dr. Helio Franklin Rodrigues de Almeida - Universidade Federal de Rondonia

Prof® Dr® lara Lucia Tescarollo - Universidade Sao Francisco

Prof. Dr. Igor Luiz Vieira de Lima Santos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Jefferson Thiago Souza - Universidade Estadual do Ceara

Prof. Dr. Jesus Rodrigues Lemos - Universidade Federal do Piaui

Prof. Dr. Jonatas de Franga Barros - Universidade Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. José Max Barbosa de Oliveira Junior - Universidade Federal do Oeste do Para

Prof. Dr. Luis Paulo Souza e Souza - Universidade Federal do Amazonas

Prof® Dr® Magnélia de AraGjo Campos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Marcus Fernando da Silva Praxedes - Universidade Federal do Recdncavo da Bahia
Prof® Dr® Maria Tatiane Gongalves Sa - Universidade do Estado do Para

Prof® Dr® Mylena Andréa Oliveira Torres - Universidade Ceuma

Prof® Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federacl do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Paulo Inada - Universidade Estadual de Maringa

Prof. Dr. Rafael Henrique Silva - Hospital Universitario da Universidade Federal da Grande Dourados
Prof® Dr® Regiane Luz Carvalho - Centro Universitario das Faculdades Associadas de Ensino
Prof® Dr® Renata Mendes de Freitas - Universidade Federal de Juiz de Fora

Prof? Dr? Vanessa Lima Gongalves - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof® Dr® Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande

Prof? Dr® Welma Emidio da Silva - Universidade Federal Rural de Pernambuco

Ciéncias Exatas e da Terra e Engenharias

Prof. Dr. Adélio Alcino Sampaio Castro Machado - Universidade do Porto

Prof® Dr® Ana Grasielle Dionisio Corréa - Universidade Presbiteriana Mackenzie

Prof. Dr. Carlos Eduardo Sanches de Andrade - Universidade Federal de Goias

Prof® Dr® Carmen Lucia Voigt - Universidade Norte do Parana

Prof. Dr. Cleiseano Emanuel da Silva Paniagua - Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologja de
Goias

Prof. Dr. Douglas Gongalves da Silva - Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia

Prof. Dr. Eloi Rufato Junior - Universidade Tecnolégica Federal do Parana

Prof® Dr® Erica de Melo Azevedo - Instituto Federal do Rio de Janeiro

Prof. Dr. Fabricio Menezes Ramos - Instituto Federal do Para

Prof® Dra. Jéssica Verger Nardeli - Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho
Prof. Dr. Juliano Carlo Rufino de Freitas - Universidade Federal de Campina Grande
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APRESENTACAO

A “Engenharia Agrondmica: Ambientes Agricolas e seus Campos de Atuacao” é
uma obra que apresenta dentro de seu contexto amplas visdes que reflete em ambientes
agricolas e seus campos de atuacéo trazendo inovagdes tecnoldgicas e sustentaveis que
proporciona em melhorias sociais, ambientais e econdmicas para toda comunidade agraria.

A colecdo é baseada na discussao cientifica através de diversos trabalhos que
constitui seus capitulos. Os volumes abordam de modo agrupado e multidisciplinar
pesquisas, trabalhos, revisbes e relatos de que trilham nos varios caminhos da Engenharia
Agronémica.

O objetivo principal foi apresentar de modo agrupado e conciso a diversidade e
amplitude de estudos desenvolvidos em inumeras instituicbes de ensino e pesquisa do
pais. Inicialmente sdo apresentados trabalhos relacionados a sustentabilidade, envolvendo
questdes agroecoldgicas, producdo organica e natural, e suas relagbes sociais. Em
seguida sdo contemplados estudos acerca de inovagfes tecnolégicas do meio rural, que
abrange qualidade de sementes, nutricdo mineral, mecanizacdo, genética, dentre outros.
Na sequéncia sdo expostos trabalhos voltados a irrigagdo e manejo do solo, envolvendo
processos hidricos, sistemas agroflorestais e adubacao.

A obra apresenta-se como atual, com pesquisas modernas e de grande relevancia
para o pais. Apresenta distintos temas interessantes, discutidos aqui com a proposta de
basear o conhecimento de académicos, mestres, doutores e todos que de algum modo se
dedicam pela Engenharia Agronémica. Abrange todas regides do pais, valorizando seus
diferentes climas e habitos.

Inicialmente s&o apresentados trabalhos relacionados a sustentabilidade,
envolvendo questdes agroecolégicas, producéo organica e natural, e suas relagdes sociais.
Em seguida sdo contemplados estudos acerca de inovagdes tecnolégicas do meio rural, que
abrange qualidade de sementes, nutricdo mineral, mecanizagédo, genética, dentre outros.
Na sequéncia sdo expostos trabalhos voltados a irrigacdo e manejo do solo, envolvendo
processos hidricos, sistemas agroflorestais e adubacéo.

Assim a obra Engenharia Agronémica: Ambientes Agricolas e seus Campos de
Atuacdo expde um conceito bem fundamentado nos resultados praticos atingidos pelos
diversos educadores e académicos que desenvolveram arduamente seus trabalhos aqui
apresentados de modo claro e didatico. Sabe-se da importancia da divulgacéao cientifica,
portanto ressalta-se também a organizagdo da Atena Editora habilitada a oferecer uma
plataforma segura e transparente para os pesquisadores exibirem e disseminarem seus
resultados.

Tamara Rocha dos Santos
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RESUMO: O fungo entomopatogénico Beauveria
bassiana vem sendo muito utilizado como
constituinte ativo de produtos para controle
biolbgico e como uma alternativa ao uso de
inseticidas quimicos. O fungo produz enzimas
e metabdlitos capazes de ocasionar a morte
do hospedeiro. Desta forma, o objetivo deste
trabalho foi avaliar os parametros de producao de
Beauveria bassiana em fermentacdo submersa
em dois diferentes meios de cultura liquidos.
O experimento foi realizado no laboratério
de microbiologia da Universidade Federal do
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Tocantins (UFT). Foram realizadas analises de bancada (150 mL e 300 mL) em shaker orbital
(120 rpm, 28 °C) e em larga escala (50 L) em biofabrica (rotacdo desconhecida, 42,8 °C),
durante 9 e 7 dias respectivamente. Foi analisado os seguintes parametros de producéo:
conideos mL", UFC mL"", BRIX, pH e biomassa. Foi constatado o dimorfismo de Beauveria
quando em meio liquido, semelhante a morfologia dela quando se encontra na hemolinfa
de insetos, ou seja, em estagio leveduriforme. Os resultados alcancaram a poténcia de 10°
conidios mL" e 10" UFC mL". Dos dois meios utilizados, o de levedura foi o que obteve
melhores resultados (57,18% maior para conidios mL" e 39,47% maior para UFC mL™). Além
disso, foi possivel constatar que o tempo de fermentagéo ideal em larga escala para evitar
possiveis contaminagdes é de 3 dias, onde observou-se uma quantidade de 10° conidios
mL" e 107 UFC mL" no meio levedura e de 10° conidios mL* e 10* UFC mL"" no meio Vogel.
PALAVRAS-CHAVE: Biofabrica. Nutricao microbiana. Processos fermentativos.

EVALUATION OF PRODUCTION PARAMETERS OF Beauveria bassiana IN
SUBMERSED FERMENTATION

ABSTRACT: The entomopathogenic fungus Beauveria bassiana is being widely used as an
active constituent of products for biological control and as an alternative to the use of chemical
insecticides. The fungus produces enzymes and metabolites capable of causing the death
of the host. Therefore, the objective of this work was to evaluate the production parameters
of Beauveria bassiana in submerged fermentation in two different liquid culture media. The
experiment was carried out in the microbiology laboratory of the Federal University of Tocantins
(UFT). (150 mL and 300 mL) were analyzed in orbital shaker (120 rpm, 28 ° C) and large scale
(50 L) in bioreactor (unknown rotation, 42.8 °C) during 9 and 7 days respectively. The following
production parameters were analyzed: conidia mL", CFU mL", °BRIX, pH, and biomass. It
was verified the dimorphism of Beauveria in liquid medium, similar to its morphology when it is
found in the hemolymph of insects, that is, in the yeast stage. The results reached the potency
of 10° conidia mL™" and 107 UFC mL". Out of the two medias used, yeast medium was the one
that obtained the best results (57.18% higher for conidia mL* and 39.47% higher for CFU mL-
"). In addition, it was possible to verify that the ideal fermentation time in a large scale to avoid
possible contamination is 3 days, where 10° conidia mL* and 107 CFU mL" were observed in
the yeast medium and 10° conidia mL* and 10* UFC mL"" in Vogel medium.

KEYWORDS: Bioreactor. Microbial nutrition. Fermentative process.

11 INTRODUGCAO

O intenso uso de pesticidas quimicos ao longo dos anos vem acarretando muitos
problemas ao meio ambiente, elevacdo da resisténcia a inseticidas, e excesso em
alimentos. Métodos alternativos de controle bioldégico vem sendo utilizado na tentativa de
amenizar os problemas causados por diversas pragas, mantendo-as a baixo do nivel de
danos econémicos (BARBOZA et al., 2011; RAAFAT et al., 2015).

Os fungos entomopatogénicos possuem eficacia na produgdo de esporos e
manifestam maior especificidade ao hospedeiro em relagdo aos inseticidas quimicos

(FEIJO, 2004). Dentre os fungos entomopatogénicos mais empregados no controle de
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pragas estao o Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. e Metarhizium anisopliae (Metsch) Sorok,
devido sua vasta distribuicdo geogréfica, verificados em condi¢cdes naturais, enzodticas ou
epizoodticas, e capacidade de ser encontrados em diversos hospedeiros (OLIVEIRA et al.,
2008).

Existindo naturalmente no solo, Beauveria bassiana Bals. Vuill (Deuteromycota:
Hyphomycetes) tem grande relevancia econOmica, visto que pode ser utilizado como
agente de controle biologico por possuir vasto espectro de insetos hospedeiros e dispor
de vantagem sobre os pesticidas convencionais, j& que diminui a longevidade e acarreta
elevadas taxas de mortalidade em larvas e adultos das populac¢des de insetos, além de se
dispersar facilmente em sua ampla diversidade de hospedeiros (Coleoptera, Lepidoptera,
Hemiptera, Diptera, Hymenoptera e Orthoptera) (MERGULHAO et al., 2014).

A capacidade de hidrolisar os polimeros da cuticula dos insetos pragas pelas
enzimas, proteases e quitinases, produzidas por Beauveria é 0 que caracteriza sua
viruléncia, além de produzirem metabdlitos secundarios como bassianina, bassiacridina
e beauvericina, que atuam causando a morte do hospedeiro (MERGULHAO et al., 2014).

O potencial de Beauveria bassiana no controle biolégico vem sendo comprovado
por inUmeros pesquisadores, e para Feijo (2004), foi verificado 100% de mortalidade de
Anthonomus grandis, o bicudo do algodoeiro, em escala laboratorial com concentracao de
conidios superiores a 10” e 10'°. Em Collaria scenica, foi observado mortalidade acima de
80% na concentragéo de 10° com tempo letal de 4,3 dias (BARBOZA et al., 2011).

Segundo Ottati-de-Lima (2007), a producdo de Beauveria bassiana tem sido
realizada através de fermentacédo em meio liquido, semi-sélida ou sélida, sendo o micélio
seco a maneira mais comum de producao atualmente. Em fermentacgées soélidas e semi-
sélidas os substratos mais utilizados séo arroz parbolizado, milho triturado, farelo de arroz,
bagacilho de cana-de-agucar triturado.

Por ser mais facil de monitorar as condicdes fisicas e nutricionais exigidas pelos
microrganismos, os meios liquidos vém sendo empregados cada vez mais. Os meios mais
ricos em C e N, geralmente produzem mais formas vegetativas: blastosporos, corpos hifais
e micélios, sendo muito utilizado sacarose e extrato de levedura para cultivo em meio
liquido que resulta em alta produgéo de conidios (OTTATI-DE-LIMA, 2007).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o comportamento do fungo Beauveria bassiana
em diferentes formulagdes de meio de cultura utilizando a fermentagdo submersa assim

como avaliar seus parametros de producéo.

21 MATERIAL E METODOS

Obtencao da cepa de Beauveria bassiana

Os experimentos foram realizados no Laborat6rio de Agromicrobiologia Aplicada e
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Biotecnologia da Universidade Federal do Tocantins, Campus de Gurupi (PPGPV/UFT).

O fungo Beauveria bassiana foi isolado de ninfas de mosca branca (Bemisia tabaci)
colonizadas pelo fungo entomopatogénico. As ninfas colonizadas foram coletadas da regido
abaxial das folhas de soja durante o estadio vegetativo da cultura na estagéo experimental
da UFT. Antes de realizar cada ensaio, o fungo foi reativado em meio BDA (20% de Infuséo

de batata, 2% de dextrose e 2% de agar) para verificar a viabilidade.

Fermentacao submersa

ApOs a reativacao do fungo em agar BDA, foi realizado o cultivo submerso da cepa
de Beauveria bassiana em incubadora shaker de bancada (28 °C, 100 rpm) através da
inoculagdo de 1% de uma suspensdo contendo 102 conidios mL". A suspenséo foi obtida
adicionando 20 mL de agua destilada estéril em cada placa contendo a cepa matriz Beauveria
bassiana. Dessa forma, foi adicionado 1,5 mL da suspenséo de conidios em 150 mL de
meio liquido contido em Erlenmeyer (250 mL) previamente esterilizado. Paralelamente, foi
utilizado um cultivo controle sem adi¢céo de inéculo (testemunha).

Foram produzidas duas diferentes formula¢cdes de meio de cultura para o cultivo
e analise dos parametros de Beauveria bassiana em fermentacdo submersa, sendo os

meios denominados: Meio Levedura e Meio Vogel, cuja formulagbes estdo apresentadas

na tabela 1.
Meio Composicao por litro Referéncia
Glicose (15 g)
Extrato de levedura (10 g)
Levedura Levedura de cervejaria (20 g) TUMUHAISE et al. (2015)
Peptona (10 g)
Vogel Sais de Vogel (20 mL) VOGEL (1956) modificado’

Sacarose (15 g)

' A solugéo de biotina nédo foi usada e o nitrato de amoénia foi substituido pelo extrato de
levedura.

Tabela 1. Meios de cultura utilizados para o cultivo submerso dos fungos entomopatogénicos.

Para cada meio foram realizadas analises em escala de bancada e larga escala,
em biofabricas. As analises de bancada foram realizadas para verificar o tempo de
fermentacao ideal, na qual obtivesse o maior numero de UFC mL", ou seja, o pico da
fase log do microrganismo em questdo. As avaliagbes foram realizadas nos dias 0, 3, 5, 7
e 9, e foram feitos a afericdo do pH, contagem de conidios em camara de Neubauer em
mL", plagueamento por superficie das amostras para contagem de UFC em meio BDA
e apos a fermentacgéo, o produto final foi filtrado em papel Whatman® estéril (Grau 1, 11
um) utilizando a bomba a vacuo acoplada ao Kitassato e Bico de Buchner. A massa seca
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do fungo recuperada no processo de filtracao foi submetida ao processo de secagem em
estufa de circulagdo forgada (50 °C, 72 h) e posteriormente pesada em balanga analitica
para verificar qual meio de cultura liquido favoreceu o crescimento micelial (SINGH et al.,
2012).

Na produgéo em larga escala (Figura 1) foram utilizados para a obteng¢éo do inéculo
inicial, um erlenmeyer de 5 L com 3,6 L de meio de cultura, seis Erlenmeyer de 500 mL com
270 mL de meio de cultura e um de 250 mL com 150 mL de meio (testemunha). Foi inoculado
10% (30 mL) da suspensédo de conidios nos erlenmeyers de 500 mL e 10% (400 mL) no
erlenmeyer de 5 L e os erlenmeyers foram acondicionados em shaker orbital (120 rpm,
28 °C, 5 dias). As mesmas analises de bancada para o volume de 150 mL também foram
realizadas para a producao do inoculo inicial até o quinto dia de fermentacdo. Neste dia, o
indculo foi colocado em biofabrica com 50 L de agua estéril passando a ser o tempo 0 da
producdo em larga escala. Na biofabrica foram feitas as mesmas analises, com acréscimo
da afericdo do °BRIX nos tempos 0, 3, 5 e 7. E para a obtengédo da biomassa seca neste
sistema foi realizada a centrifugacdo de duas amostras de 15 mL de cada tempo em uma
microcentrifuga a 7200 x g/ 4000 rpm durante 20 minutos, o sobrenadante foi descartado e
a biomassa foi seca em estufa de circulagéo forgada (50 °C, 72 h). Excepcionalmente para
o meio levedura foi realizado o ajuste de pH na biofabrica utilizando solugado de HCI (10%)
para reduzir o pH a 5,5.

Fase 1: Fermentagéo em escala de bancada

e

Cultura estoque

Pré-cultivo
(5 dias)

Fase 2: Producdo em larga escala em biofabrica

Figura 1. Etapas do processo de produgao de Beauveria bassiana em fermentacdo submersa
em escala de bancada e biofabrica.
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Analise estatistica

As analises de pH, UFC mL™, biomassa, esporos mL" e °BRIX foram realizadas

em ftriplicata. Os valores das médias e desvio padrdo foram usados para confec¢do dos

gréaficos no programa Sigma plot®.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir dos dados da figura 2-A o pH durante a fermentacéo em escala de bancada

(150 mL) variou em uma faixa de 5,0 a 6,5 para o meio levedura, sendo que até o quinto dia

de fermentacao houve uma leve acidificagdo do meio (de 5,5 do inicio da fermentacéo para

5,0) e no sétimo dia de fermentagéo houve um aumento no pH, sendo observado nesse dia

também o aumento da biomassa seca do fungo (25,37 g L).
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Figura 2. pH, Biomassa (g L") (A e C), Unidade formadora de col6nias (UFC mL") e conidios
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durante 9 dias de fermentagéo submersa em escala de bancada (150 mL, 28 °C, 120 rpm, 9

dias).
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Na figura 2-B, apos trés dias de fermentagdo, a quantidade de conidios mL"'
decresce 35,8% até o quinto dia (9,63 x 107 para 6,18 x 107 conidios mL"), e 83,1% até
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0 nono dia de fermentagéo (9,63 x 107 para 1,63 x 107 conidios mL"). Ja a quantidade de
unidades formadoras de colénia por mL (UFC mL") comecga a crescer apés o terceiro dia de
fermentacéo (2,0 x 10* UFC -'mL), com pico de formacgéo de colbnias observado no quinto
dia de fermentagéo (2,45 x 107 UFC mL™"), podendo este tempo ser considerado o ponto
maximo da fase log de Beauveria bassiana no meio levedura.

Para o meio de Vogel (figura 2-C), foi observado que o pH variou numa faixa de 5,1
a 7,4, acidificando ao longo da fermentacéo, e apresentou pico de biomassa no sétimo dia
(2,95 g L") assim como observado no meio levedura.

Na figura 2-D podemos observar que a quantidade de conidios mL™" foi superior
no quinto dia (6,0 x 108 conidios mL"") e no nono dia (7,11 x 108 conidios mL"), crescendo
70,67% e 75,25 % respectivamente em relagdo ao terceiro dia. Para os dados de UFC,
pode-se observar o crescimento das colénias a partir do terceiro dia (2,0 x 102 UFC mL-
") até o quinto dia (4,79 x 10® UFC mL™"), e depois decresceu até o nono dia, podendo
considerar o quinto dia como o menor tempo para se alcangar o pico de UFC da fase log de
Beauveria bassiana no meio Vogel.

A partir dos dados da figura 3-A podemos observar que o pH durante a fermentacéo
em escala de bancada (300 mL) para obtenc¢éo de inéculo para larga escala variou em uma
faixa de 5,5 a 4,7 para o meio levedura, ocorrendo uma leve acidificagédo do meio a partir
do terceiro dia (de 5,5 do inicio da fermentagéo para 4,9) e a biomassa aumentou no quinto
dia (20,96 g L.

Os dados obtidos para concentracéo de esporos mL™" na figura 3-B mostram que
houve um aumento de 31,51% do dia da inoculagdo até o terceiro dia (1,25 x 108 para
1,83 x 108 conidios mL™') no meio levedura e depois foi decaindo até o quinto dia. Ja a
quantidade de unidades formadoras de col6nia por mL (UFC mL") manteve-se constante
na poténcia de 108.

Na figura 3-C podemos observar que para o meio Vogel em escala de bancada (300
mL) para obtengao de in6culo para larga escala o pH variou de 5,7 a 6,7, e s6 foi observada
presenca de biomassa fungica no quinto dia (5,9 g L).
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Figura 3. pH, Biomassa (g L") (A e C), Unidade formadora de col6nias (UFC mL") e conidios

mL" (B e D) de Beauveria bassiana produzida em meio liquido levedura (A e B) e Vogel (C e

D) durante 5 dias de fermenta¢do submersa em escala de bancada para obten¢éo do in6culo
inicial da biofabrica (300 mL, 28°C, 120 rpm, 5 dias).

Pode-se observar na figura 3-D, que os esporos tiveram um pico de crescimento
de 98,87% do dia zero ao terceiro dia (de 4,73 x 107 para 4,18 x 10° conidios mL™") e um
razoavel aumento de 4,84 % do terceiro até o quinto dia (4,39 x 10°conidios mL™"). Percebe-
se também um crescimento de 97,63 % do numero de unidades formadoras de col6nia
(UFC) do tempo zero ao tempo cinco (de 5,35 x 10°para 2,25 x 107 UFC mL").

Na escala de 50 litros, em biofabrica, conforme a figura 4-A, é possivel observar
que o pH variou durante a fermentacdo numa faixa de 4,95 — 7,8 para o meio levedura,
aumentando 18,51% do dia inicial até o terceiro dia, sendo que no quarto dia foi adicionado
solugdo de HCI (10%) para acidificar o meio, resultando num pH de 4,95 no quinto dia,
porém no sétimo dia houve outra adicao da solu¢ao de HCI (10%) para reduzir o pH a 6,7
pois 0 mesmo estava a 7,8. E possivel observar também que a biomassa variou conforme
0 pH, aumentando e diminuindo mais ou menos na mesma propor¢éo, que foi de 11,66 a
17,03 g L.

Ja na figura 4-B a quantidade de esporos teve seu apice em cinco dias (6,98 x 10°
conidios mL™), aumentando 97,47% do dia que foi inoculado até o quinto dia, e decaiu
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pouco até o sétimo dia. A quantidade de unidades formadoras de colénia (UFC) apresentou

dois picos, o primeiro em trés dias (1,9 x 107 UFC mL") e o segundo em sete dias (2,95 x

107 UFC mL"), aumentando 99,92% e 99,95% em relacdo ao dia zero.

Para o meio Vogel em larga escala, podemos observar no gréafico 4-C que o pH

aumentou de 5,4 para 8,5 conforme se passava os dias de fermentacao, e a biomassa teve

seu pico em cinco dias (21,22 g L") e depois decaiu. Ja para a concentragéo de conidios

mL-, no grafico 4-D, pode-se observar que até o terceiro dia teve um aumento de 7,30 x

107 para 2,71 x 10°, diminuindo 58,69% até o quinto dia, e depois aumentou até 4,62 x 10°

no sétimo dia. Para os dados de UFC, pode-se observar que variou de 2,50 x 10% a 1,10 x
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Para os dois meios foi medido o °BRIX em larga escala, sendo que para o meio

levedura variou de 3 para 1, e no meio Vogel variou de 2 para 1, constatando que Beauveria

ndo consume muita glicose durante a fermentacgéo.

Os fungos entomopatogéncios, como Beauveria bassiana, sao frequentemente
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avaliados como agentes de controle biolégico, e para isso € necessario produzi-los em
meios nutritivos (sélidos ou liquidos) a fim de alcangar um elevado nimero de esporos
e garantir a viabilidade destes (REN et al., 2016). No presente trabalho foi avaliado a
producdo de Beauveria bassiana em dois meios liquidos com caracteristicas nutritivas
diferentes e obteve-se um elevado niumero de esporos mL™", o que garantiu a viabilidade
dos dois meios.

Para o meio levedura, composto basicamente de glicose, extrato de levedura,
levedura de cerveja e peptona, obteve bons resultados em escala de bancada (150 mL)
para o desenvolvimento dos conidios, que com cinco dias alcangou 6,18 x 107 conidios mL-
', 0 que determinou o melhor tempo para que fosse inoculado em larga escala, além de que
apresentou um pico de UFC com 2,45 x 107 UFC mL™".

Para o meio Vogel, composto de uma variedade de sais e glicose, apresentou
também um bom rendimento em escala de bancada (150 mL), visto que alcangou 6,0 x 108
conidios mL" no quinto dia, porém menor UFC em relagdo ao meio levedura, 4,79 x 10°
UFC mL"" em cinco dias.

Os dados de biomassa apresentados para os dois meios podem ter se mostrado
téo distintos devido a composi¢cdo dos mesmos, visto que no meio levedura a presenca
de grande quantidade de extrato de levedura e levedura de cerveja, pode ter acarretado
aumento na quantidade de biomassa, ja que foi feito uma centrifugagcéo da amostra.

Para os dois meios em escala de bancada (150 mL), o crescimento das col6nias
se deu com as caracteristicas morfolégicas de fungo, que no caso de Beauveria bassiana,
apresentou aspectos macio a pulverulento, e de coloracdo branca a levemente amarelada.

Para a fermentagdo do meio levedura utilizada como inéculo de larga escala, os
resultados de bancada (300 mL) se mostraram semelhantes ao realizados para o volume de
150 mL. Ja para o meio Vogel, os resultados obtidos de conidios mL" e UFC, se mostraram
melhores, chegando a poténcia de 10° e 107, respectivamente, porém a partir do terceiro
dia foi verificado que as col6nias cresceram no estagio leveduriforme, que pode ter sido
induzido devido a alta concentracdo de sais ho meio e a pressao osmotica, que conforme
Mascarin e Jaronski (2016), Beauveria apresenta um ciclo dimérfico em meio liquido, que
se assemelha a hemolinfa do hospedeiro (inseto), onde os conidios se encontram na forma
leveduriforme para tentar escapar das defesas do hospedeiro e beneficiar-se dos nutrientes
de forma mais rapida.

Os resultados obtidos das andlises da fermentacdo em larga escala (50 L) se
mostraram positivos, alcangando a poténcia de 10° conidios mL" e 107 UFC mL™ para os
dois meios, sendo que no meio levedura, a partir do terceiro dia as colénias apresentaram-se
no estagio leveduriforme, e para o meio Vogel ja foram inoculadas no estagio leveduriforme
e foi mantido assim até o ultimo dia, possivelmente por estar no meio liquido. Porém com
0 passar do tempo foi verificado que as col6nias que estavam no estagio leveduriforme

crescidas em placas de Petri com meio BDA, comecaram a apresentar caracteristicas
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miceliais com a presenca de hifas, como pode ser observado nas figuras 5 e 6.

Alves et al. (2002) afirma que Beauveria coloniza seu hospedeiro através da fase
levedurmiforme, e que esta ndo é observada fora do mesmo. Em seus experimentos, o fungo
cresceu em meio de cultura MacConkey supostamente por conter 0,5% de NaCl e 0,15%
de sais biliares, o que interferiu na concentragcdo osmotica levando a fase leveduriforme.

Conforme Zhu et al. (2016), o pH da fermentagdo deve ser controlado, pois é
necessario para manter a atividade das enzimas que degradam a cuticula do hospedeiro.
Além disso também é importante para manter a viabilidade dos conidios, e segundo
Guimarées et al. (2016), o pH ideal para a manutencdo de Beauveria seria em torno de
5,6. Durante este trabalho, o pH foi medido e manteve-se de 5,5 a 7,8, sendo que no meio
levedura o pH tendeu a ficar alcalino e por isso foi necessario o ajuste com solugdo HCI
(10%).

Para os parametros de biomassa, o meio levedura manteve-se com maior quantidade
de biomassa em escala de bancada, provavelmente devido as altas concentracdes de
extrato de levedura e levedura de cerveja em sua composi¢do, porém no meio Vogel foi
verificado que em larga escala o meio foi viavel para a produgao de biomassa, ultrapassando
o potencial do meio levedura de produgdo de biomassa fungica.

Em relacdo ao °BRIX, medido apenas em larga escala, mostrou que Beauveria
bassiana consumiu glicose apenas no inicio da fermentagao, reduzindo a metade e depois
manteve constante, podendo concluir que para a fermentagdo submersa ndo € necessario

utilizar altas quantidades de glicose para manter o metabolismo do fungo.

Figura 5. Unidade formadora de col6nia por mL (UFC mL") do plagueamento pela técnica
spread plate do pré-inéculo (A - Escala de bancada, 300 mL) e em larga escala (B) do meio de
cultura levedura. Observacgao: placas na diluicao 10%.
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Figura 6. Unidade formadora de col6nia por mL (UFC mL") do plagueamento pela técnica
spread plate do pré-inéculo (A - Escala de bancada, 300 mL) e em larga escala (B) do meio de
cultura Vogel. Observagdo: placas na diluigdo 10

41 CONCLUSAO

Na producdo de Beauveria bassiana em fermentacdo submersa, os dois meios
se mostraram produtivos, alcancando em larga escala a poténcia de 10° esporos mL™,
porém o meio levedura foi o que se destacou, visto que proporcionou maiores quantidades
de UFCmL" e esporos mL™ no tempo de fermentacdo de trés dias. Verificou-se também
que € viavel interromper a fermentacdo em larga escala no terceiro dia, pois além de ter
um numero relevante de esporos, pode-se evitar a contaminagcdo do produto devido a
exposi¢ao da biofabrica a algum tipo de contaminante presente no ambiente.
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