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APRESENTACAO

O e-book "Investigagdo Cientifica no Campo da Engenharia e da Tecnologia de
Alimentos 2", esté dividido em 2 volumes que totalizam 48 artigos cientificos, os quais
englobam tematicas relacionadas a Ciéncia e Tecnologia de Alimentos e Engenharia
de Alimentos. Os artigos abordam assuntos atuais na area de alimentos, ampliando o
conhecimento da comunidade cientifica.

Desejamos uma boa leitura!

Vanessa Bordin Viera e Natiéli Piovesan
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RESUMO: A presente pesquisa teve por objetivo
analisar a producéo de enzimas lipoliticas por
fermentacdo em estado sélido (FES) do fungo
entomopatogénico  Metarhizium  anisopliae
utilizando bagaco de coco babacu, okara, quirera
de arroz, farelo de soja, farelo de trigo e quirera
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de milho como substratos. Experimentos foram
realizados a fim de determinar a necessidade
de pré-tratamentos e o uso de indutores
nos substratos utilizados. Os resultados dos
experimentos mostraram que ndo houve
diferenca estatistica na atividade lipolitica para
a quirera de arroz, o farelo de soja e okara. A
quirera de milho e o farelo de soja mostraram
diferenca estatistica entre os tratamentos e as
fermentacdes posteriores foram realizadas com
os substratos sem pré-tratamento. O bagacgo de
coco babacu ndo passou por pré-tratamento.
Desta forma, as fermentacdes foram conduzidas
sem a necessidade de pré-tratamentos. Das
fermentacdes, a que apresentou uma melhor
atividade enzimatica sem uso de indutor foi a
Okara com 6,67 + 1,90U/mL. O farelo de trigo
foi o substrato que apresentou menor atividade
enzimatica 3,68 + 0,72 U/mL. Quando utilizado
0 azeite de oliva como indutor o substrato que
apresentou maior atividade enzimatica foi o
bagaco de coco babagu 16,34+ 0,38 U/mL e o
farelo de soja apresentou a menor atividade
enzimatica 5,33 + 1,15 U/mL.
PALAVRAS-CHAVE: Metarhizium anisopliae;
Lipases; Fermentacdo em Estado Solido;
Residuos Agroindustriais.

LIPOLYTIC ENZYMES PRODUCTION BY
SOLID-STATE FERMENTATION FROM
THE ENTOMOPATHOGENIC FUNGUS
Metarhizium anisopliae USING VARIOUS
SUBSTRATES FROM THE NORTH OF

BRAZIL

ABSTRACT: The present research aimed to
analyze the lipolytic enzyme production by
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solid-state fermentation (SSF) from the entomopathogenic fungus Metarhizium anisopliae
using babassu coconut, okara, broken rice, soybean meal, wheat bran and broken corn as
substrates. Experiments were carried out in order to determine the need for pre-treatments
and the use of inductors. The results showed that there was no statistical difference in lipolytic
activity for broken rice, soybean meal, and okara. For the other hand, broken corn and soybean
meal showed statistical difference between the treatments. The babassu coconut bagasse did
not undergo pre-treatment. All the subsequent fermentations were carried out without pre-
treatment. The fermentation with the best enzymatic activity without an inductor was Okara
with 6.67 + 1.90 U mL. Wheat bran was the substrate with the lowest enzyme activity of 3.68
+ 0.72 U/mL. When olive oil was used as an inductor, the substrate that showed the highest
enzyme activity was babassu coconut bagasse 16.34+ 0.38 U / mL. Soybean meal showed
the lowest enzyme activity 5.33 + 1.15 U / mL.

KEYWORDS: Metarhizium anisopliae; Lipases; Solid-State Fermentation; Agro-industrial
waste.

11 INTRODUGAO

Os fungos s@o micro-organismos presentes no ecossistema e tem papel ecolégico
de grande importancia, sdo decompositores primarios, responsaveis por reciclagem e
grandes agentes biologicos (ABREU et al., 2015). Dentre os tipos de fungos, existem os
chamados fungos entomopatogénicos, que possuem a capacidade de parasitar insetos,
atuando como inseticidas biologicos, causando infec¢des a partir de suas toxinas, podendo
ser letais aos seus hospedeiros (VALICENTE, 2009; MCCOQY et al., 1988). Um dos fungos
mais utilizados, &€ o Metarhizium anisopliae que além da sua capacidade de biocontrole de
insetos, também tem se reportado como um excelente produtor de enzimas de interesse
industrial como: proteases, quitinases e lipases (DUARTE, 2018; DUTRA, 2020; SAXENA
et al.,, 1999; SILVA, 2005).

As lipases (triacilglicerol éster hidrolases, EC 3.1.1.3) sdo enzimas responsaveis
pela catalisagcdo de varias reagdes, entre elas a de hidrolise de éster de lipidios em glicerol
e acidos graxos (FREIRE et al., 1997, WU Y et al., 2009). Lipases podem ser produzidas por
todos os seres vivos, podendo ser encontradas em células animais, vegetais, ou em micro-
organismos como bactérias, leveduras e fungos. As lipases de origem microbiana possuem
um alto potencial biotecnologico na industria de alimentos, cosméticos, farmacéuticos,
quimicas entre outras, porém devido ao custo elevado sua aplicagéo é reduzida (COLLA
et al., 2012). Uma forma de tornar esse processo economicamente viavel € através da
Fermentagédo em Estado Soélido (FES) (CASTILHO et al., 2000; BETTENCOURT, 2010),
onde 0 processo ocorre na auséncia de agua livre e o micro-organismo cresce sobre
substratos solidos, que podem ser residuos agroindustriais, fazendo entdo com que os
custos de producao sejam diminuidos (OLIVEIRA & PINOTTI., 2015).

A agroindustria gera uma grande quantidade de residuos organicos, a partir do

processamento de alguns produtos como o coco babacgu, a soja, o arroz, farelo de soja,
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trigo, milho, entre outros. Esses residuos podem ser aproveitados como substratos, pois
a matéria orgénica presente nesses residuos pode ser usada como fonte de energia, ha
disponibilidade de carbono e nitrogénio, e a fermentacao pode ser direcionada a produgéo
de lipases, ja que contém uma grande quantidade de acidos graxos na sua estrutura e séo
induzidas pela presenca de lipidios do meio ajudando a potencializar a producgéo e obter
valores altos de atividade enzimatica (SOKOLOVSKA et al., 1998; SANTANA, 2012).

Desta forma, este trabalho propbs analisar a producdo de lipases do fungo
Metarhizium anisopliae empregando o bagaco de coco babacgu, okara, quirera de arroz,
farelo de soja, farelo de trigo e quirera de milho como substratos.

21 MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

Microrganismo: O microrganismo M. anisopliae cepa ICBC 425 foi obtido sob
forma de esporos puros em pé. O fungo foi adquirido no Laboratério Biocontrol, da cidade
Sertdozinho localizada no estado de Sao Paulo, e para a sua conservagao, este foi repicado
periodicamente e armazenado a -4°C com uma camada de 6leo mineral.

Substratos: Como base para o crescimento do fungo foi utilizado o bagaco de
coco babacu, quirera de arroz, farelo de soja, farelo de trigo, quirera de milho e okara.
Vale ressaltar que a okara foi feita a partir do leite de soja. Os substratos utilizados foram
adquiridos na cooperativa Comersol, cerealistas Grao de Ouro, produto agropecuario casas
de lavouras e em mercado local.

2.2 Métodos

Obtencéo do indculo: A repicagem ocorreu em Erlenmeyer (250 mL), usando 50 mL

de meio batata-dextrose-agar, fechado com tampdes de algodao revestidos por “tecido ndo
tecido” (TNT). Em seguida, sao esterilizados em autoclave Logen Scientific, modelo AS, a
uma temperatura de 121°C por 20 minutos. Apés a solidificagdo do meio em temperatura
ambiente, realiza-se a repicagem do fungo em camera de fluxo laminar vertical Pachane,
modelo FLV, com auxilio de uma alca de niquel-cromo estéril. O fungo é encubado em
camara climatizada BOD, modelo 350 L por 7 dias, a uma temperatura de 28 + 1°C.
Preparo dos Substratos: Os substratos tiveram seus teores de umidade ajustados

para 40%, umidade 6tima de crescimento para o fungo (REZENDE, 2009). Quanto aos
preparos:

Para o bagaco coco do babagu foi feito apenas uma triagem quanto ao tamanho de
suas particulas, que para este estudo foi utilizadas particulas com dimensdes acima de
1,64 mm, com o objetivo de evitar a formagédo de aglomeragbes pelo substrato evitando
assim a limitacdo da difusdo de oxigénio. Para o farelo de soja e farelo de trigo foram
realizados dois tratamentos. No primeiro, os farelos foram lavados previamente com agua
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destilada e secos em estufa até atingir umidade de 40%. No segundo adicionou-se apenas
agua destilada para ajustar a umidade do substrato, sem nenhum pré-tratamento. A okara
apresentou uma umidade de 56% e devido isso o substrato foi testado sem nenhum
pré-tratamento. Adicionalmente, realizou-se o tratamento de secagem para o ajuste da
umidade para 40%. Na quirera de arroz e quirera de milho o primeiro tratamento foi o de
cozimento por imersdo a 80°C, por 4 min; o segundo tratamento consistiu no acréscimo de
agua destilada no substrato natural para o aumento da umidade. Na Tabela 1 é possivel
observar os tratamentos realizados para cada substrato, seguido das respectivas siglas de

identificagao.

Substrato Tratamento Identificacio
Coco Babagu Adicdo de dgua destilada CB
Adicdo de dgua destilada e indutor CBi
Farelo de Soja Lavagem e secagem em estufa FL
Adicio de dgua destilada FA
Adicio de dgua destilada + indutor EAL
Farelo de Trigo | Lavagem e secagem em estufa SL
Adigdo de agua destilada AS
Adicdo de dgua destilada + indutor AR
Okara Seca em estufa 0KS
In natura OKA
In natura + indutor QKA
Quirera de Cozida QC
Arroz Adigdo de agua destilada QA
Adicio de dgua destilada + indutor QAL
Quirera de Cozida MC
Milho Adigdo de agua destilada MA
____________________________ Adicdo de dgua destilada + indutor MaAL

Tabela 1: Identificagcéo dos tratamentos dos substratos.

Preparo da solugéo nutriente e suspenséo inoculante: Apés o periodo de incubacgao,

ao erlenmeyer contendo o fungo, foi adicionado uma solu¢do nutriente (100 mL de agua
destilada + 0,065g de Cloreto de Potéssio + 0,033g de extrato de levedura + 100 pL de
Tween 80) previamente esterilizada a 121°C por 20 minutos, para a realizagdo da suspenséo
de conidios (DALLASTRA et al, 2019; SLIVINSKI, 2012). A concentracédo de conidios foi
determinada em camara de Neubauer com auxilio de microscépio 6ptico Bel Photonics,
com aumento de 40 vezes, padronizada em 2x107 conidios/mL e reservada para posterior
inoculacdo dos substratos.

Fermentacdo em Estado Sélido: Apds os respectivos tratamentos foram adicionados

10 g de cada substrato em sacos de polipropileno, onde sua parte vazada estava conectado
a um eletroduto PVC e vedado com tampédo de algodao. Seguido da esterilizagdo dos
meios de cultivo em autoclave a uma temperatura de 121°C, por 20 minutos (SLIVINSKI,
2012). Os recipientes foram resfriados até temperatura ambiente para o acréscimo de 1
mL de solugdo inoculante em todas as amostras. Os recipientes, ja com a solugado, foram
colocados em incubadora BOD, a temperatura de 28°C por 7 dias, para a fermentagcéao
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(SANTOS, 2017).
Extracdo da enzima: Junto ao recipiente (substrato fermentado + fungo) foi

acrescentada a solucdo extratora (20 mL de tampédo Mcllvaine pH 7,0 e 0,25% de
tensoativo Tween 80) e agitado manualmente com o auxilio de um bastéo de vidro até
a homogeneizacdo e o desprendimento total dos conidios. Para a obtencdo do extrato
enzimatico bruto, o material foi filtrado utilizado o tecido TNT. O contelido enzimatico bruto
filtrado foi coletado e congelado.

Determinacéao da atividade lipolitica: A atividade lipolitica foi determinada de acordo

com o método descrito por Freire et al. (1997) com algumas alteragbes. Em frascos
erlenmeyer de 125 mL foram adicionados 19 mL de emulséo (1% de triton X-100 e 5% de
6leo de oliva) em tampéo Mcllvaine pH 7,0. Essa emulsédo foi homogeneizada em shaker
por 3 min a 37 °C e 200 rpm, em seguida adicionou-se 1 mL do extrato enzimatico bruto
e 0 mesmo foi incubado por 30 min a 28 °C e 200 rpm. Apds a incubacgéo paralisou-se a
reagdo com 20 mL de solugdo de acetona: etanol 1:1 (v/v). Os acidos graxos liberados
foram titulados com solucao de NaOH 0,1 M até pH final 11. A atividade enzimatica (U/mL)
foi calculada de acordo com a equagéo 1:
[(Vtf - Vti) * 1000 = Fd = M]

Atividade enzimatica = : (1)

Onde: Vif: Volume de NaOH ap6s 30 min de reagdo em mL; Vti: Volume de NaOH
usado para titular o branco em mL; M: Concentracdo de NaOH; t: Tempo total de reacdo
(30 min); Fd: Fator de dilui¢ao.

Imagem 1: Processo de determinagéo da Atividade Enzimatica

Andlise Estatistica: Os experimentos foram conduzidos em delineamento
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inteiramente casualizado, sendo as médias dos tratamentos comparadas pelo teste de
Tukey, ao nivel de 5% de significancia, com 4 repeticdes cada experimento. As analises
estatisticas foram realizadas utilizando o programa Computacional BioEstat versédo 5.0,
Licenca Gratuita.

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

Para as fermentagdes de cada substrato foram testados 2 tratamentos diferentes,
com excegdo do bagacgo de coco babacgu que foi testado para apenas 1 tratamento, todos
em ftriplicata, gerando assim um total de 33 amostras. As atividades enzimaticas de todos
os tratamentos foram submetidas ao teste de Andlise de variancia a 5% de probabilidade
(p>=0,05). O farelo de soja, okara e quirera de arroz ndo apresentaram diferenca
significativa entre os tratamentos do mesmo substrato quando submetidos a analise de
variancia, como nao houve diferenca estatistica, nas fermentagcdes seguintes, os substratos
foram fermentados sem o uso de pré-tratamentos, o que acabou reduzindo as etapas
do processo, otimizando assim o tempo e diminuindo os gastos energéticos, reduzindo,
também os custos com a producgé@o. A quirera de milho e o farelo de trigo apresentaram
diferenga significativa entre os tratamentos do mesmo substrato quando submetidos a
andlise de variancia, o farelo de trigo sem tratamento foi o que apresentou maior atividade
enzimatica comparado ao farelo de trigo lavado e seco em estufa, assim como a quirera de
milho sem tratamento também apresentou maior atividade enzimatica comparado a quirera
de milho cozida. Portanto nas fermentagbes seguintes foram usados os substratos sem o
uso de pré-tratamentos.

Duarte 2018 testou alguns substratos usando indutor, e obteve melhores resultados
quando usou o azeite de oliva, desta forma, no presente trabalho, os tratamentos foram
submetidos ao teste com indutor usando o azeite de oliva.

O bagaco de coco babacu foi usado in natura pois como 0 mesmo € proveniente
da prensa da améndoa do coco babagu para a extragdo de Oleo, esses resquicios de 6leos
presentes no bagaco podem potencializar a produ¢do das lipases e obter valores altos de
atividade enzimatica (SOKOLOVSKA et al., 1998). A atividade enzimatica do coco babagu
in natura foi de 5,416 + 0,86 U/ml, valor maior do que o encontrado por Duarte (2018), que
testou o bagago do coco babagu juntamente com o arroz tipo | em concentracdes diferentes
e obteve atividade enzimatica de 4,44 + 1,92 U/mL quando utilizado apenas coco babacu.
Quando adicionado o azeite de oliva como indutor o valor de atividade enzimética obtido
foi de 16,34+ 0,38 U/mL que é um valor satisfatorio quando comparado ao encontrado por
Duarte 2018 encontrou 17,34 + 1,17 U/mL, o que demonstra que o bagago de coco babagu
tem um grande potencial para a producéo de lipases, principalmente quando associado a
um indutor.

A atividade enzimatica para o tratamento FA, onde o farelo de soja foi apenas

Investigacao Cientifica no Campo da Engenharia e da Tecnologia de Alimentos 2 Capitulo 22 m



adicionado agua destilada, foi de 3,68 + 0,72 U/mL e quando adicionado o azeite de
oliva como indutor o valor de atividade enzimatica obtido foi de 5,33 + 1,15 U/mL, esse
por sua vez foi 0 que apresentou menor atividade enzimatica no presente trabalho. Isto
pode ser causado devido a que os fungos filamentosos necessitam de carboidratos para
realizarem suas atividades metabolicas e o farelo de soja apresenta na sua composicao
mais proteinas que carboidratos a sua atividade metabdlica também ficara comprometida.
Rigo et al (2010) produziram lipases a partir do Penicillium em fermentagcdo em estado
sélido utilizando o farelo de soja com diferentes suplementacdes, e obtiveram o valor 40,74
U/mL quando suplementaram o meio com ureia e 60leo de soja. Dallastra (2016) avaliou
a produgéo de conidios do fungo entomopatogénico Metarhizium Anisopliae, o substrato
que apresentou menor producado de conidios foi o farelo de soja (12,90 x107 conidio/g),
porém quando usado meio contendo farelo de trigo, farelo de soja e quirera de arroz,
ambos nas concentragdes de 33,3%, apresentou maior produgéo de conidios (90,2 x10”
conidio/g ) comparado ao meio padréo de arroz cozido puro (75,9 x107 conidio/g), Singh
et al. (2014) também realizaram a FES do fungo Schizophyllum commune usando farelo
de soja e suplementando o meio (meio minimo de Vogel 1:4 v/v e tributirina 1% m/v) e
obtiveram atividade enzimatica para o extrato bruto de 9,51 U/mL, o que evidencia que a
suplementacéo adequada do meio pode favorecer a producéo de lipases.

A atividade enzimatica do tratamento OKA foi de 6,67 + 1,90 U/ml, e quando
adicionado o azeite de oliva ao meio a atividade enzimatica obtida foi de 14,34 + 0,71 U/
mL. Segundo Bowles e Demiate (2006) a okara possui em sua composicéo 13% de lipidios,
37% de proteinas, 42,5% de fibras alimentares e 4,7% de carboidratos sollveis, o que a
torna um suplemento para enriquecimento na composicéo de alimentos com o intuito de
aumentar a qualidade nutricional dos mesmos. Tombini (2015) produziu lipases fungicas
a partir de subprodutos do processamento da soja (farelo de soja e farelo de okara), a
lipase produzida pelo fungo Penicillium sp. usando o farelo de okara foi a que apresentou
menor valor de atividade enzimatica (15,73 U/L), porém se analisado e comparado o teor
de umidade da okara in natura (56%) e da farinha de okara (2,66 %) e o teor de lipideos
da farinha de okara (14,03%) com o farelo de soja (2,63%) como producéo de lipases é
induzida pela presenca de lipidios do meio (SOKOLOVSKA et al., 1998) , a okara in natura
consegue obter uma boa atividade como no presente trabalho, tornando-se um grande
potencial na producéo do fungo Metarhizium anisopliae.

Ferreira et al. obteve valor de atividade de 20,51 U/g quando produziu lipases do
fungo Geotrichum candidum por meio de fermentag¢ado semi-sélida utilizando torta de milho,
que é um subproduto obtido da extracdo da torta de germe do milho, e suplementando
0 meio com 5% de nitrogénio, 12,5% de 6leo de milho e 30% de umidade. Ribeiro et al.
realizou fermentagéo submersa usando o fungo Geotrichum candidum e torta de milho como
substrato e obteve valor de atividade lipolitica de 8,20 + 0,35 U/mL quando suplementado o
meio com 6% de agua de maceracao de milho e 1% de 6leo de milho. No presente trabalho
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a atividade enzimatica obtida para a quirera de milho fermentada em estado sélido sem o
uso de indutor foi de 6,54 + 1,02 U/ml e para a quirera de milho acrescida de azeite de oliva
foi de 9,19 + 0,74 U/mL, comparando com os resultados encontrados na literatura para
fermentacdo semi-solida e fermentacdo submersa é possivel observar que a quirera de
milho apresentou um bom desempenho, ja que 0 mesmo so foi suplementado com azeite
de oliva. Portanto € possivel afirmar que a quirera de arroz é um 6timo substrato para a
producao de lipases a partir do fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae.

Para os tratamentos da Quirera de Arroz a atividade enzimatica para o tratamento
QA foi de 6,25 + 1,27 U/ml e quando adicionado o azeite de oliva como indutor nas
fermentagdes seguintes obteve-se o valor de 10,68 + 0,26 U/mL. Duarte (2018) obteve
o valor de 8,33 + 2,36 U/mL quando realizou fermentacdes em estado solido utilizando
unicamente o arroz tipo I. Como a diferenca entre a quirera de arroz e o arroz tipo | tem
relagdo com a granulometria dos gréaos, o indice de carboidratos € o mesmo, 0 que pode
explicar a proximidade dos valores obtidos nesse trabalho com os valores obtido por Duarte
(2018). O uso da quirera de arroz quando comparado ao arroz tipo |, € mais vantajoso em
termos de preco, ja que o arroz tipo | possui um valor elevado por ser um arroz selecionado,
enquanto a quirera de arroz perde valor de mercado por serem graos quebrados.

O farelo de trigo é muito usado na FES devido ao seu alto teor nutricional (HU et
al., 2011). No presente trabalho a atividade enzimatica obtida para o farelo de trigo sem
indutor foi de 6,68 + 0,13 U/mL e com o uso de indutor foi de 11,32 + 076 U/ml. Fleuri et
al (2014) obteve atividade enzimatica de 14,4 U/mL por fermentacdo em estado soélido a
partir do fungo Aspergillus sp. usando o farelo de trigo como substrato, Rodriguez-Zufiiga
et al. (2011) produziu celulases a partir de fermentagdo em estado so6lido com Aspergillus
niger usando diferentes substratos e obteve maior atividade enzimética quando usou o
farelo de trigo. Tewelde e Alemu (2019) produziram conidios a partir do fungo Metarhizium
anisopliae usando residuos agroindustriais e o farelo de trigo foi um dos que apresentou
melhor producéo de conidios (1,38 x 10”7 + 0,15 conidios/g), 0 que mostra o alto potencial
do farelo de trigo usado como meio de cultura. Na Tabela 2 é apresentado um resumo da
Analise de variancia para atividade enzimatica usando indutor.

Fv GL oM zﬂﬂi

Tratamentos 5 35 042 2
Emro ] 00000952 10 B Athidade
= N )
oV (%) 37,20
Clllsllilmlmlm
Tabela 2: Resumo da Anédlise de Figura 1: Média da atividade enzimatica
variancia para atividade enzimatica usando indutor.

usando indutor.
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Os valores de atividade enzimatica dos substratos com o uso de indutor foram
submetidos ao teste de analise de variancia (ANOVA) e apresentaram diferenca significativa
a 5% de significancia (p = 0,0000085).

Na Figura 1 é possivel observar a diferenca de atividade enzimética entre todos os
substratos na presenca de indutor. O bagaco de coco babagu foi o substrato que apresentou
melhor atividade enzimética 16,34+ 0,38 U/mL, seguido pela Okara 14,34 + 0,71 U/mL e
pelo farelo de trigo com 11,32 + 076 U/ml. Comparando com os resultados encontrados
na literatura a quirera de arroz a quirera de milho também se mostraram promissoras na
producao do fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae. No presente trabalho apenas
o farelo de soja ndo apresentou uma atividade enzimatica satisfatéria quando comparada
com os resultados descritos na literatura, porém esse substrato ainda pode ser testado
usando suplementagdes afim de que se possa atingir uma atividade enzimética satisfatoria.

41 CONCLUSAO

A partir das fermentagdes preliminares foi possivel determinar que a utilizacdo dos
substratos sem pré-tratamento € mais vantajosa. O bagacgo de coco babacu foi o substrato
que apresentou maior atividade enzimatica, quando usado indutor, comparado aos outros
substratos, evidenciando assim, que os residuos agroindustriais séo substratos promissores
para a produgéo do fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae. O farelo de soja foi
0 substrato que apresentou menor atividade enzimatica, porém estudos mostram que se
suplementado 0 meio esse valor pode ser aumentado.
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