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RESUMO

O presente estudo visou o desenvolvimento de tecnologias para permitir
a utilizacdo pratica de um agente bioprotetor da qualidade do café, o
Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries. Para tanto, estudou-se novos
métodos de cultivo, formulacdo e secagem buscando maior vida Util, praticidade,
e protecdo do agente bioprotetor durante sua estocagem, aplicacdo e
desenvolvimento no campo. A pesquisa foi dividida em trés ensaios: no ensaio
1, estudou-se o cultivo do microrganismo em meio semissolido; no ensaio 2,
estudou-se a imobilizacdo utilizando diferentes formulagdes em dois métodos
de secagem (liofilizacdo e estufa); e o ensaio 3, avaliou-se a vida de prateleira
das formulacGes obtidas no ensaio 2 testada de duas formas distintas, com ou
sem mistura de sais (adubo foliar). O método de cultivo empregado apresentou
elevado rendimento de esporos por litro (1,81x10"esporos/L), entretanto o
tempo de cultivo foi relativamente alto. A extracdo de esporos do arroz em meio
liquido mostrou-se uma técnica promissora para elaboragdo de formulagdes com
concentracdes especificas. As formulagdes obtidas apresentaram alta resisténcia
ao processo de secagem por liofilizacdo, com destaque para a formulacdo 4 a
base de Vixil S, glicerol e leite em p6 desnatado, que ndo apresentou perdas
significativas. O processo de secagem em estufa a 35°C foi inadequado para a
secagem das matrizes em forma de gel, causando 100% de inativacdo celular.
Ao final dos periodos de armazenamento estudados todas as formulagdes ndo
diferiram estatisticamente quanto a viabilidade, o que pode estar relacionado ao
aumento expressivo do teor de umidade em todas as formulaces ao longo do
tempo. Os resultados obtidos nesta pesquisa confirmam que o método utilizado
na secagem das matrizes de imobilizacdo € tdo importante quanto os materiais de
imobilizacdo para promover protecdo ao agente bioprotetor da qualidade do
café. Observou-se através da caracterizacdo morfologica das matrizes por
microscopia eletrénica de varredura que o encapsulamento produz uma matriz
solida com as hifas e esporos imobilizados no interior dos granulos.

Palavras-chave: Cladosporium cladosporioides. Encapsulacdo. Liofilizacdo.



ABSTRACT

This study aimed to develop technologies to allow the practical use of an
agent bioprotector of quality coffee, Cladosporium cladosporioides (Fres.) de
Vries. To this end, It was studied new methods of cultivation, formulation and
drying seeking greater shelf life, practicality, and protection of the agent
bioprotector during storage, application and development in the field. The
research was divided into three tests: test 1, was studied the cultivation of
microorganisms in semi-solid, in experiment 2, was studied the immobilization
using different formulations of two drying methods (freeze drying and kiln
drying); and testing 3, was evaluated the shelf life of formulations obtained in
experiment 2 tested of two different forms, with or without salts (foliar
fertilizer). The cultivation method used showed a high yield of spores per liter
(1.81 x 101lesporos/L), but the time of planting was relatively high. The
extraction of spores of rice inliquid proved a promising technique for
preparation of formulations with specific concentrations. The formulations
obtained showed high resistance to freeze-drying process with emphasis on the
formulation of the base 4 Vixil S, glycerol and skimmed milk powder, which
showed no significant losses. The process of kiln drying at 35 ° C was unsuitable
for drying gel matrices, causing 100% cell inactivation. At the end of the storage
periods studied all the formulations did not differ according to its viability,
which may be related to the significant increase in moisture content in all
formulations over time. The results of this study confirm that the method used
for drying the immobilization of matrix is as important as the materials of
immobilization to promote the protection of the agent bioprotector of quality
coffee.It was observed by morphological characterization of the matrix by
scanning electron microscopy that the encapsulation produces a solid matrix
with hyphae and spores immobilized inside the granules.

Keywords: Cladosporium cladosporioides. Encapsulation. Lyophilization.
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1 INTRODUCAO

Os consumidores em diversos setores da economia estdo cada vez mais
exigentes, sendo assim, os produtos de qualidade superior sdo 0s mais
procurados. Como o café vem acompanhando o novo cenario mundial cabe o
desenvolvimento de novas tecnologias para producdo dos cafés de melhor
qualidade. Vindo de encontro a esta necessidade, o presente estudo trata do
desenvolvimento de tecnologias que permitam a utilizacdo pratica de um agente
bioprotetor da qualidade do café, o Cladosporium cladosporioides (Fres.) de
Vries.

O agente bioldgico evita a perda de qualidade e promove a seguranca do
café através da competicdo com outros microrganismos, além de acelerar a
digestdo da mucilagem através da producdo de enzimas. Sua predominancia em
frutos que secam na planta evita a colonizagdo por fungos prejudiciais a
qualidade. Os biocontroladores (ou bioprotetores) tornam-se uma alternativa ao
uso de agrotéxicos (fungicidas, inseticidas, acaricidas e fertilizantes) que
acumulam residuos tdéxicos nos alimentos, causando sérias consequéncias a
salide humana.

Entretanto, a formulacdo atual do agente bioprotetor composta apenas de
arroz e fungo apresenta uma série de limitacGes técnicas e econdmicas como
pequena solubilidade, baixa vida de prateleira, processo produtivo em escala
laboratorial, baixa concentracéo do principio ativo, elevado tempo de producéo,
baixa protecdo ao fungo as condi¢Bes de campo e elevado custo de produgdo.
Nesse sentido esta pesquisa trata do desenvolvimento de novos métodos de
cultivo, formulagdo e secagem para conferir maior vida util, praticidade e
protecdo do agente bioprotetor antes e durante sua estocagem, aplicagdo, bem

como em seu desenvolvimento no campo.
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A pesquisa foi dividida em trés ensaios: o0 ensaio 1, que trata do cultivo
do microrganismo em meio semissélido; o ensaio 2, que trata da imobilizacdo
por 5 diferentes formulagdes em dois métodos de secagem (liofilizacao e estufa);
e 0 ensaio 3, que estuda a vida de prateleira das formulagdes obtidas no ensaio 2
testadas de duas formas distintas, com ou sem mistura de sais (adubo foliar).

O estudo da vida de prateleira do agente bioprotetor na presenca de sais
(adubos foliares) justifica-se devido a necessidade técnico/econémica de se
viabilizar a aplicacdo do agente bioprotetor no campo. Caso o fungo apresente
boa estabilidade na presenca de sais, 0 mesmo podera ser pulverizado na lavoura
associado aos adubos foliares, poupando custos desnecessarios de sua aplicacdo
isolada.

Cabe ressaltar que ndo existe produto no mercado com atuacdo similar
ao agente biolégico com possibilidade de proteger, continuamente, a qualidade
do café de forma segura aos consumidores finais. Por ser um microrganismo
GRAS (Generally Recognized as Safe'), o produto respeita a qualidade de vida,
conserva 0S recursos naturais, e visa em primeiro lugar a satde da populagdo
envolvida direta ou indiretamente com a atividade cafeeira.

As solugdes tecnoldgicas positivas obtidas para este agente bioprotetor
especifico (Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries) terdo grande alcance
no setor de biotecnologia, uma vez que serdo de grande contribuicdo para outros
produtos biol6gicos que apresentam problemas tecnoldgicos semelhantes.

Os objetivos do presente trabalho foram os seguintes:

Ensaio 1:
- Avaliar o rendimento de cultivo de Cladosporium cladosporioides (Fres.) de

Vries em meio semissoélido;

! Em portugués: “amplamente reconhecido como seguro”.
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Ensaio 2:

- Elaborar diferentes formulagBes contendo Cladosporium cladosporioides
(Fres.) de Vries;

- Avaliar a resisténcia de formulagdes contendo Cladosporium cladosporioides
(Fres.) de Vries frente aos processos de secagem por liofilizagdo e em estufa a
35°C;

- Caracterizar morfologicamente as matrizes de imobilizacdo obtidas apés
secagem por microscopia eletrénica de varredura (MEV);

Ensaio 3:

- Avaliar a estabilidade de Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries
durante a estocagem;

- Avaliar o efeito da presenca de uma mistura de diferentes sais (adubo foliar)

sobre a viabilidade de Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries;
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2 REFERENCIAL TEORICO

Muitas pesquisas no campo de cultivo, desenvolvimento de formulagdes
e estabilidade de microrganismos estdo sendo conduzidas por cientistas em
busca de protecdo de patentes, sendo que 0s resultados experimentais ndo estdo
disponiveis. Entretanto, existem muitas informacdes de grande valor disponiveis
para auxilio em pesquisas nesta area com diferentes fungos, conforme descrito a

seguir.

2.1 Producéo de Microrganismos em Escala Comercial

Os conidios de muitas espécies fungicas apresentam fortes paredes
hidrofébicas que conferem estabilidade ambiental. Estas caracteristicas
contribuem significativamente para uma producdo eficiente e estabilidade de
armazenamento, tendo feito dos conidios os propagulos escolhidos para a
maioria das formulagBes comerciais. No entanto, mesmo sob condigdes
favoraveis, os conidios individuais de entomopatégenos hifomicetos comuns
ndo sdo altamente infecciosos. Tal fato é responsavel, em grande parte, pelas
altas doses (10™-10* esporos ha™) normalmente necessarias para controlar
pragas no campo (Bartlett e Jaronski, 1988).

Historicamente, o método mais conhecido para produgdo em grande
escala de conidios de Metarhizium tem sido a cultura em meio de cultura solido,
utilizando-se gréos de arroz como substrato (Alves e Pereira, 1989).

Mendoncga (1992) relatou que este sistema de baixa tecnologia pode
gerar rendimentos de 10* conidios kg™ de Metarhizium anisopliae em arroz.
Apesar dos avancos observados para esta espécie na cultura em substrato solido,
dificuldades permanecem com muitas espécies. Paecilomyces fumosoroseus, por

exemplo, requer luz para producdo de conidios aéreos (Sakamoto et al, 1985), e
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a eficiente producdo de conidios desta forma requer cultura superficial ou
agitacdo periddica das particulas de substrato para aumentar a exposi¢éo a luz.

No Brasil, a producdo massal de fungos entomopatogénicos é
tradicionalmente realizada com o emprego de arroz cozido como substrato. Apds
a colonizacdo do arroz pelo microrganismo, a mistura “arroz + fungo” é triturada
e comercializada na forma de pé-molhavel (Faria e Magalhdes, 2001), sendo
esta mistura pouco solavel.

Atualmente, em termos de numero de propagulos que podem ser
produzidos em um meio de cultura unitario, a producdo de blastosporos e outros
propagulos submersos sdo menos eficientes do que a producdo de conidios
aéreos (Butt et al, 2001).

Segundo Faria e Magalhdes (2001), o fungo Beauveria bassiana é
empregado em escala comercial em alguns paises, entre eles os Estados Unidos
e 0 Mexico. Volumes consideraveis desse fungo foram comercializados no
Brasil para o controle de &caros do maméo e da broca-do-café, além de um
volume menor ter sido destinado ao controle de cochonilhas.

O fungo Cladosporium cladosporioides tem sido produzido em pequena
escala para o combate a pulgdes, controle da mosca branca Bemisia tabaci (Faria
e Magalhdes, 2001), como bioprotetor da qualidade do café (Elizei, 2009),
dentre outras finalidades.

Carvalho (2007) estudando o tempo de cultivo em arroz no estado
semissolido do Cladosporium cladosporioides, , verificou que até o 10° dia de
incubacdo houve um aumento rapido no didmetro da coldnia, porém, apds o 10°
dia de cultivo, o crescimento do fungo sofreu um declinio. Segundo Elizei
(2009), o fungo Cladosporium cladosporioides apresenta temperatura minima de
crescimento -4 °C e temperatura étima 22 °C. Segundo Sautour et al. (2002), as
faixas de temperatura até 22 °C sdo as ideais para o bom funcionamento

metabolico de Cladosporium cladosporioides atingindo assim seus niveis
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6timos de desenvolvimento micelial, mantendo sua capacidade de propagarem
descendentes.

As discussdes baseadas apenas em rendimento de esporos por meio de
litro fermentado devem ser vistas com cautela. Outros fatores devem ser

considerados como a qualidade produtiva, conforme descrito a seguir.

2.2 Qualidade e Potencial Produtivo de Agentes Bioldgicos

A evolucdo logica dos esforcos para evitar a perda de viruléncia de
patégenos tem envolvido tentativas de empregar manipulaces fisioldgicas nao
apenas para preservar, mas para melhorar a viruléncia. Lane et al (1991), por
exemplo, reportaram que blastosporos produzidos por Beauveria bassiana
cultivadas em meio de cultura com condicBes de nitrogénio limitado aderiram e
germinaram melhor em cigarrinhas do que aquelas com limitagdo de carbono no
meio de cultura. Estudos recentes tem também focado a manipulacdo das
condi¢bes de cultura para produzir conidios com elevadas reservas de
polihidroxi &lcoois (polidis), material conhecido por acumular nas células
fangicas permitindo atividades metabdlicas em baixa atividade de agua (aw)
(Butt et al, 2001).

Hallsworth e Magan (1995) relataram que conidios de varios
hifomicetos com elevados niveis de glicerol e eritrol foram capazes de germinar
e crescer mais rapidamente em atividades de &gua reduzidas (menor que 0,887
no caso de Metarhizium anisopliae) e foram mais virulentos do que conidios ndo
modificados de Galleria larvae incubadas a 86,5% de umidade relativa.

Os sustratos para cultivo de microrganismos podem ser de diferentes
formas fisicas como liquido, sélido e semissélido, cada qual apresentando

vantagens e desvantagens conforme descrito a seguir.
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Ha um potencial consideravel para aumentar a eficiéncia da producéao
em sistemas de substrato solido. Bradley et al. (1992) relataram que sistemas
pilotos tém produzido rendimentos de 3 x 10* conidios kg™ de substrato (1 litro
de volume fermentado), um rendimento maior que o dobro sobre os sistemas
operacionais atuais. Entretanto, a producdo de propagulos fingicos em meio de
cultura liquido nos mesmos niveis de eficiéncia é um desafio mais dificil.
Concentracdes de 5 x 10" blastosporos L™ tem sido obtidas para linhagens de
esporos pequenos de Verticillium lecanii, mas rendimentos de outros fungos sao
substancialmente menores.

Por outro lado, o rendimento por litro é apenas um fator na andlise de
custos. Comparado com substratos solidos tal como grdos, meios liquidos
apresentam muito menos nutrientes na base seca. Isto pode ser entendido como
menor producdo e custos com eliminacdo de residuos do processo produtivo.
Mas o rapido crescimento dos fungos em fermentacdo liquida é outra
consideracdo importante (Butt et al, 2001). Fargues et al (1979) relataram o
crescimento de Beauveria bassiana com concentracdes de 2 x 10* blastosporos
L* com 45h de cultivo.

Por outro lado, a producdo méxima de conidios aéreos em substratos
solidos requer, geralmente, muito mais tempo, por exemplo de 10 a 14 dias para
a producdo de Metarhizium anisopliae var. acridum (formalmente identificado
como Metarhizium flavoviride) e Beauveria bassian (Jenkins et al, 1998).

A seguir s8o descritos aspectos gerais sob a estabilidade de diferentes

microrganismos durante a estocagem.

2.3 Estabilidade de Microrganismos Durante a Estocagem (Shelf Life)

Outra restricdo importante para o desenvolvimento de fungos como

agentes biocontroladores tem sido a baixa estabilidade de armazenamento a
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longo prazo (definidos como a manutencdo da viabilidade dos propagulos). O
alcance da estabilidade por 18-24 meses a temperatura ambiente (25°C),
necessaria para aumentar a competitividade no mercado, manteve-se uma meta
distante, entretanto, considerdveis progressos tém sido alcancados. A
estabilidade tem sido alcancada mais frequentemente pela mistura dos esporos
com varios materiais (Butt et al, 2001).

Inicialmente, estudos da estabilidade de armazenamento de fungos
entomopatogénicos foram conduzidos com pequenas amostras de conidios (sem
formulagdes) expostos a um amplo intervalo de temperatura e condicGes de
umidade. Estes estudos mostraram que a umidade relativa foi um fator
importante em temperaturas de armazenamento moderadas de varios fungos,
incluindo Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana e Paecilomyces ssp
(Clerk e Mandelin, 1965; Kawakami e Mikuni, 1965; Daoust e Roberts, 1983).
Conidios de Metarhizium anisopliae mantém altos niveis de viabilidade por pelo
menos 18 meses sob condi¢des controladas de umidade (97% de umidade
relativa) a 26°C; contudo, nenhum conidio seco de nenhum outro fungo
mantém-se estavel por mais que alguns meses a esta temperatura (incluindo
aqueles mantidos a 0% de umidade relativa sob cloreto de célcio anidro) (Butt et
al, 2001).

A primeira formulagdo seca de conidios de fungos entomopatogénicos
com alta viabilidade por 1 ano sem refrigeracdo foi descrita em uma nota por
Ward e Roberts (1981); 78% de conidios de Beauveria bassiana formulados
com argila atapulgita mantiveram-se viavies por 12 meses em temperatura de
armazenamento de 26°C, comparado com apenas 6% de conidios ndo
formulados. As condi¢des de umidade ndao foram reportadas neste estudo e,
embora a argila tenha prolongado a sobreviénvia dos esporos, seu modo de acao
ndo é conhecido (Butt et al, 2001).
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Shi  (1998) relatou que conidios em formulagdes com argila
permaneceram armazenados com umidade < 10% a temperatura ambiente com
viabilidade de 91% por 480 dias e 70% viaveis por 780 dias. Chen et al (1990)
também encontraram estibilidade similar em argila atapulgita armazenada por 12
meses a 26°C.

Segundo Feng et al (1994) estes e outros estudos levaram a estabelecer
uma secagem com teor de umidade menor que 5% como um protocolo padrdo
para producdo de Beauveria bassiana na China.

A composicdo da atmosfera é outro importante fator na estabilidade
fangica durante o armazenamento. O armazenamento sob a atmosfera
modificada com nitrogénio ou CO, e também sob vacuo tem sido relatadas desde
1960 como promotora do aumento da estabiliadade a curto prazo de conidios
aéreos (Miller, 1995). Segundo 0 mesmo autor, a remocdo de oxigénio da
atmosfera de armazenamento preservou a viabilidade de conidios de
Metarhizium anisopliae por 12 meses a 37°C.

Formulagdes estabilizadas pela secagem e armazenadas sob vacuo
requerem embalagens a prova de agua e que também sejam impermeéveis a
gases atmosféricos, incluindo vapor de agua. As embalagens mais comumente
utilizadas com esta propriedade sdo os laminados de polietileno com aluminio
(Jenkins et al, 1998). Por outro lado, formula¢Ges contendo fungos que
necessitam de oxigénio para sobreviver requerem embalagens diferentes. Neste
caso, o polietileno pode formar uma barreira efetiva contra a umidade (ganho ou
perda), enquanto permite a troca de oxigénio e CO, (Miller, 1995).

Estudos recentes sobre a estabilidade do produto sdo relevantes e
representam importantes avangos em técnicas de formulacdo e embalagem.
Segundo a empresa Mycotehc Corp., sua segunda geracao de pds-molhaveis de
conidios de Beauveria bassiana (Mycotrol® 22WP) tem vida de prateleira

superior a 12 meses a 25°C (S. Jaronski, citado por Butt et al, 2001).
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Jenkins et al (1998) avaliando a viabilidade de Metarhizium anisopliae
var. acridum armazenado em embalagens plasticas com pequenos pacotes de
silica gel foram estaveis por mais de 12 meses a 30°C. A descoberta de que a
rapida reidratacdo seguida de estocagem a seco poderia matar conidios de
Metarhizium e resultar em erros de medida de viabilidade mostrou avangos nesta
area (Moore et al, 1997).

Um importante problema associado com a aplicagdo de biocontroladores
hifomicetos esta relacionado com a hidrofobicidade dos conidios aéreos. Esta
caracteristica torna o pé dificil de suspender em 4gua. Estudando Beauveria
bassiana e Paecilomyces fumosoroseus, Wraight e Carruthers (1999)
observaram que o0 uso de agentes organolisiliconados facilitou muito a
preparacgéo de solucBes aquosas dos fungos.

Esporos fungicos sdo extremamente susceptiveis a radiacdo solar.
Segundo Butt et al (2001) esforgos tém sido realizados com o objetivo de
desenvolver um protetor ultravioleta econdmico que n&o interfira no processo de
biocontrole, ndo afetando, por exemplo, a infec¢éo ao hospedeiro.

Muitos materiais que aumentam o tempo de sobrevivéncia dos esporos a
radiacdo solar tém sido identificados em laboratério, entretanto, os propagulos
fangicos exibem extrema sensibilidade a radiacdo solar (a maioria é morta com 2
horas de exposicdo direta). Entre 0s mais promissores protetores UV
identificados até agora estdo o Tinopal LPW (Calcofluor branco) (Shapiro,
1992).

Elizei (2009), estudando a viabilidade de Cladosporium cladosporioides
imobilizados em granulos de alginato de sddio em diferentes temperaturas
observou boa viabilidade de desenvolvimento micelial em todas as temperaturas
até 180 dias apds o processo de imobilizacdo. Neste estudo o ponto méaximo de
crescimento micelial para os granulos armazenados na temperatura ambiente foi

aos 103 dias, apos esse periodo ocorre o declinio do desenvolvimento.
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2.4 Imobilizacdo e Microencapsulagdo de Microrganismos

Os termos imobilizacdo e microencapsulagdo tém sido citados
alternadamente na maioria das referéncias consultadas. Enquanto o
encapsulamento é o processo de formacdo continua de um revestimento em
torno de uma matriz interna, sendo esta totalmente contida dentro da parede da
capsula na forma de um nacleo de material encapsulado, a imobilizacdo refere-
se ao aprisionamento de material com ou sem a presenca de uma matriz. Em se
tratando de imobilizacdo, uma pequena quantidade de material pode estar
exposta a superficie, o que ndo é o caso do encapsulamento (King, 1995).

A imobilizacdo pode ser definida como um processo no qual um
material de parede envolve um recheio, com 0 objetivo de protegé-lo das
condigdes adversas do meio, tais como luz, umidade, oxigénio e intera¢cbes com
outros compostos, estabilizando o produto, aumentando a vida util e
promovendo a liberagcdo controlada da microcdpsula em condigdes pré-
estabelecidas (Shahidi & Han, 1993).

O uso de células encapsuladas para aplicacdo no meio ambiente
tem muitas vantagens em relacdo as formulacGes feitas com células livres,
incluindo a protecdo do estresse bidtico como a predacdo por protozoarios
e bacteri6fagos, protecdo do estresse abiotico como o efeito inibitério dos
compostos toxicos. Além disso, garante a sobrevivéncia e promove a
atividade fisiolégica, aumenta a densidade celular e o crescimento celular
preferencial em varias zonas aerdbias e anaerdbias do gel encapsulado
(Passos, 2006).

De acordo com Ré (1998), para ser considerada uma microcapsula, a
particula deve apresentar um tamanho entre 0,2 e 500 um. Abaixo de 0,2 um é

considerada nanocépsula e acima de 500 pum, macrocépsula.
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Nos ultimos anos, as defini¢cdes e empregos da microencapsulacdo tém
sido ampliados, devido as novas necessidades que a industria de alimentos
apresenta em propriedades cada vez mais complexas nas formulagfes, que
muitas vezes sO podem ser conferidas atraveés da microencapsulagédo (Gouin,
2004).

Algumas caracteristicas das microcapsulas podem ser alteradas para
atender necessidades especificas de aplicacdo, tais como: composicdo,
mecanismo de liberacdo, tamanho de particula, morfologia e custo. Quando as
microparticulas sdo utilizadas em outros processos industriais, ha uma série de
questbes que devem ser levadas em consideracdo na escolha do processo de
microencapsulacdo: a funcionalidade que o ingrediente a ser microencapsulado
deve fornecer ao produto final; o tipo de material de parede que pode ser
utilizado; as condicbes de processamento as quais 0 material microencapsulado
deve resistir sem liberar seu contetdo; a concentracdo 6tima de material ativo na
microcépsula; o mecanismo de liberagdo do recheio; necessidades de tamanho
de particula, densidade e estabilidade e o limite de custo do material
microencapsulado (Desai e Park, 2005).

A caracterizagdo morfoldgica das microcapsulas é uma analise essencial,
pois através dela pode-se observar visualmente se ocorreu a formagdo das
microcapsulas, a integridade das paredes e também a distribuicdo de tamanho
das mesmas e do material encapsulado (Rosenberg et al., 1988).

A imobilizacdo de células ou esporos de microrganismos constitui uma
alternativa que proporciona algumas vantagens, tais como: 1) ndo ha problema
de toxicidade; 2) é biodegradavel; 3) fornece adequado crescimento de
microrganismos; 4) é estavel e possivel de secar e esterilizar; 5) pode ser usada
mais de uma vez em VAarios processos; 6) possibilita maior sobrevivéncia dos
microrganismos quando inoculados no solo; 7) oferece vantagens bem

estabelecidas envolvendo o sistema microbiano e a produgdo de &cidos, em
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relacdo ao método de utilizacao de células ou esporos livres (Mofide et al., 2000;
Wang, 2000).

Vesiculas intactas e hifas do fungo Glomus intraradices encapsulados
em alginato de sddio mostraram ser viaveis para inoculacdo de plantas de alho

mesmo apds longo tempo de armazenamento (Plenchette & Strullu, 2003).

2.5 Métodos Utilizados para Imobilizacdo e Microencapsulacao

A selecdo da técnica de producdo das microcapsulas, bem como a
definicdo do material formador da parede ou casca depende da funcdo que as
microcapsulas deverdo desempenhar, do tamanho desejado, do meio de
liberacdo e do material a ser encapsulado. Alvim (2005) relata que os
procedimentos para obtencdo das microcapsulas podem ser divididos nos grupos

bésicos representados na Tabela 1.

Tabela 1 Procedimentos para obtencdo de microcapsulas (Alvim, 2005).

Fisico-Quimicos Quimicos Fisicos

Coacervagdo simples ou  Polimerizacdo interfacial Spray drying
complexa

Separacdo por fase Inclusdo molecular Spray coating
organica
Envolvimento Leito Fluidizado
lipossémico

Extrusdo

Centrifugacdo com
maltiplos orificios
Co-cristalizagdo
Liofilizacdo

De acordo com Pilkington et al. (1998), as técnicas classicas de

imobilizacdo celular podem ser classificadas em: a) naturais, as quais incluem a
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formacé&o de biofilmes e a adesdo/adsor¢do microbiana em suportes sintéticos ou
naturais, e b) artificiais, as quais incluem a encapsulagdo em matrizes como
alginato de calcio ou uso de agentes ligantes. A imobilizacdo natural ocorre
espontaneamente por meio de interacGes eletrostaticas. J& no caso da
imobilizacdo artificial, as células sdo ligadas as matrizes por ligacdes covalentes,
utilizando-se agentes ligantes como glutaraldeido ou carbodiimida. A célula
permanece viavel independente dos possiveis danos causados pelo
procedimento. A Figura 1 ilustra os diferentes tipos de imobilizagdo celular
utilizados em pesquisas e em plantas industriais.

Os métodos usados para imobilizacdo de células podem ser classificados
em 3 categorias basicas, segundo Chibata et al. (1986):

- Imobilizacéo fisica por suporte inerte: é baseada na ligacdo das células
diretamente aos suportes insollveis em agua;

- Método da ligacdo transversal: a imobilizacdo é feita através de
ligaches transversais intermoleculares obtidas por meio de reagentes
bifuncionais ou multifuncionais;

- Método de aprisionamento por hidrogéis: as células séo aprisionadas

diretamente dentro de matrizes poliméricas, tais como alginato, pectina, etc.
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Diferentes métodos de imobilizagdo celular de microrganismos,
adaptado de Pilkington et al. (1998).

A seguir sdo apresentados os principais materiais utilizados na

imobilizacdo e microencapsulacdo de microrganismos, assim como uma breve

descricdo dos principais ingredientes utilizados na elaboracdo das formulacdes

desta pesquisa.
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2.6 Materiais Utilizados na Imobilizacédo e Microencapsulagdo

O aprisionamento de células em matrizes de alginato é a forma de
imobilizagdo mais comumente citada na literatura. Entretanto, diversos materiais
de parede podem ser utilizados na microencapsulagdo. Estes materiais podem ser
de origem natural, semissintética, sintética, biodegradaveis ou ndo, no qual
podemos citar a goma arabica, alginato, os carboidratos, amido, maltodextrina,
proteinas, caseina, gelatina, derivados de celulose, carboximetilcelulose,
etilcelulose e os polimeros derivados do acido acrilico e metacrilico (Jackson;
Lee, 1991).

O polimero encapsulador deve ser capaz de formar um filme que seja
coesivo com o material a ser encapsulado, quimicamente compativel, que ndo
reaja com o ndcleo e que ofereca desejaveis propriedades de revestimento, tais
como: resisténcia, flexibilidade, impermeabilidade e estabilidade (Donbrow,
1992).

Os materiais utilizados para imobilizacdo s&o em geral alginatos de
sodio, célcio ou bério, &gar, poliacrilamida e poliuretano (Mofide et al., 2000).

Para ser considerado um bom material de parede, ele deve apresentar,
segundo Cardoso (2000), as seguintes caracteristicas: boa propriedade
emulsificante e de formagéo de filmes, baixa viscosidade (mesmo em solucdes
com alta concentracdo de solidos), baixa higroscopicidade, boas propriedades de
secagem, estabilidade, auséncia de sabores desagradaveis e boa prote¢cdo ao
recheio.

A seguir serdo apresentadas as principais caracteristicas dos

componentes utilizados nesta pesquisa.
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2.6.1Vixil® S

Segundo informacdes do fabricante, Vixil® S é composto
predominantemente de lignosulfonato de sodio, contendo cerca de 13 a 19% de
acUcares redutores em sua composicdo. Por essa razdo, apresenta além de suas
propriedades dispersantes, grande poder adesivo, sendo muito adequado para a
fixacdo de microrganismos em plantas. Além disso, o alto teor de agUcares do
produto atua como crioprotetor durante o congelamento, favorecendo o processo
de liofilizacéo.

As solucdes de Vixil® S poderdo fermentar se armazenadas por longo
tempo. O produto pode ser dissolvido em agua, formando solucbes de até 40-

45%, sem maiores problemas de viscosidade.

2.6.2 Glicerol

Dentre os crioprotetores mais comumente utilizados na conservacéo de
fungos esté o glicerol. Pereira et al (2010), estudando o isolamento e avaliagao
de diferentes concentragdes de glicerol (10, 20 e 30%) na criopreservacao a -80
°C de bactérias associadas a organismos marinhos, observaram que a
concentracdo de glicerol ideal variou para cada grupo de microrganismo. O
Glicerol é comumente adicionado a uma concentragdo de 10% (vol/vol) (Cefar,
2006).

Além da atividade crioprotetora, o glicerol é utilizado para alterar o
microambiente no qual o fungo ird operar, atuando como agente umectante. O
glicerol neste caso provém ao esporo do fungo umidade para germinacdo e
penetracdo no hospedeiro. Alguns dos mais significantes trabalhos nesta area

tém envolvido formulagdes com Verticillium lecanii. A adi¢do de nutrientes e
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umectantes nas formulacdes deste patégeno aumentou a eficacia contra pulgdes

e moscas brancas em casas de vegetacdo (Burges, 1998).

2.6.3 Capsul®

O Capsul® é um amido modificado quimicamente pela incorporacéo de
um componente lipofilico. Esta modificacdo da ao material uma excelente
capacidade de retencdo de volateis durante a atomizacdo em spray dryer
(Marchal et al., 1999). De acordo com o laudo analitico fornecido pelo
fabricante, o Capsul® é um amido alimenticio modificado obtido do milho

ceroso, com valor de pH em torno de 3,25 e altamente sol(vel em agua (97%).

2.6.4 Amido Modificado

Os amidos em sua forma natural apresentam desvantagens para 0 uso
industrial, tais como insolubilidade em agua fria e retrogradagdo. A producéo de
amidos modificados é uma alternativa que vem sendo utilizada com o objetivo
de superar uma ou mais limitagdes dos amidos nativos. As modificagdes alteram
as propriedades do amido, aumentando sua utilidade nas aplicacGes industriais
(Silva et al., 2006). A funcionalidade do amido pode ser modificada por meios
fisicos, quimicos e biotecnoldgicos.

De acordo com Bemiller (1997), os objetivos da modificagdo dos
amidos sdo: diminuir a retrogradacdo e a tendéncia das pastas em formar géis;
aumentar a estabilidade ao resfriamento e descongelamento e a adesividade;
melhorar a textura das pastas ou geéis e a formacdo de filmes; adicionar

grupamentos hidrofébicos e introduzir poder emulsificante.
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2.6.5 Quitosana

A quitosana € um polissacarideo formado por unidades de (1 - 4) 2-
amino-2-deoxi-D-glucose (ou D-glucosamina) derivado da quitina, um polimero
de ocorréncia natural encontrado nas paredes celulares dos fungos, leveduras,
insetos e principalmente nas carapacas dos crustaceos, notadamente camardo,
lagosta e caranguejo, constituindo cerca de 30% do exoesqueleto destes Gltimos
(Goosen, 1996).

Na natureza a quitosana é biosintetizada pela desacetilacdo enzimética
da quitina no denominado “ciclo da quitina”. Em biotecnologia, a quitosana é
utilizada na imobilizacdo de células e enzimas e no empacotamento de colunas
(Goosen, 1996).

2.6.6 Celulose Microcristalina

A celulose microcristalina, também conhecida por CMC, é uma
molécula relativamente inerte, apresenta elevado grau de solubilidade e forma
solucOes de baixa viscosidade mesmo em concentragdes mais elevadas. Tais
caracteristicas tornam CMC um ingrediente com potencial para elaboracdo de
formulagBes contendo microrganismos. A CMC possui entre 5 e 10 nm de
didmetro e comprimento que varia de 100 nm a alguns micrometros, o que
corresponde a uma elevada &rea superficial especifica, representando uma
vantagem dessa celulose quando comparada a outras fibras de celulose. A
celulose microcristalina é obtida a partir de polpa de madeira, sendo as regifes
ndo cristalinas removidas por hidrdlise &cida, correspondendo por isso a uma

celulose com elevado indice de cristalinidade (Mathew; Oksman; Sain, 2005).
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2.6.7 Leite em PO

Dentre os crioprotetores que agem externamente nas células, o leite
desnatado é o mais comumente usado. O leite desnatado pode ser preparado pela

diluicdo do p6é em &gua destilada na proporcao de 20% (vol/vol) (Cefar, 2006).

2.7 Secagem de Microrganismos

A secagem, ou desidratacdo, € uma técnica comumente utilizada na
industrializacdo de alimentos e baseia-se na reducdo de agua disponivel para os
microrganismos e reacdes quimicas (Fito et al., 1996). A secagem de
microrganismos por ser realizada através de diversos métodos, como em estufa
para secagem, por spray drying e por liofilizacdo, técnica esta que sera detalhada
a seguir.

A dessecagdo com ar aquecido é, sem davida, a forma de secagem mais
utilizada na industria alimenticia. Nesse método hé transferéncia simultanea de
calor e massa. A energia é transferida para o alimento (proporcionando o calor
latente de vaporizacdo da &gua) e o vapor d’agua migra na direcdo oposta, do
alimento para o ar (Ordonez, 2005). Estufas para secagem com renovagdo e
circulacdo de ar sdo equipamentos que utilizam este tipo de secagem.

A liofilizag&o é considerada um dos métodos mais eficientes de se obter
viabilidade de conservacdo por periodos de tempo extenso para a maioria dos
microrganismos. Essa eficacia se deve ao fato de que a remocdo de agua
intracelular, por sublimacdo, promovida pelo método, evita a formacdo de
cristais de gelo que danificam as enzimas diluidas no citoplasma, causando a
morte do microrganismo. Algumas leveduras, protozoarios e a maioria dos virus

ndo podem ser processadas por este método (Cefar, 2006).
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Para proteger os organismos de possiveis danos durante o processo de
congelamento, estocagem e descongelamento, agentes crioprotetores sdo
normalmente adicionados a suspensdo da cultura. Existem dois tipos de agentes
crioprotetores: aqueles que adentram a célula e protegem o ambiente intracelular
e outros que protegem a célula externamente. Glicerol e dimetil-sulféxido
(DMSQO) sdo mais comumente usados no primeiro caso; sacarose, lactose,
glicose, manitol, sorbitol, dextran, pirrolidona e poliglicol sdo usados no
segundo caso. A combinacdo de agentes é também comumente utilizada. Outros
produtos que também tém sido utilizados como crioprotetores incluem

detergentes como o Tween 80 (Cefar, 2006).

2.8 Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries e a Qualidade do Café

Os primeiros relatos da influéncia de fungos sobre a qualidade do café
datam de 1936, quando Krug (1940) verificou, com auxilio de uma lupa de bolso
em amostras de cafés ardidos, a presenca de um fungo de micélio avermelhado
identificado, inicialmente, como do género Fusarium. A partir dai, na série de
trabalhos denominada “A origem dos cafés duros”, o autor procura relacionar a
méa qualidade da bebida a presenca de fungos, principalmente dos géneros
Fusarium, Aspergillus e Penicillium.

Dentre os fungos associados a grdos de café, o Cladosporium
cladosporioides, um ascomiceto da ordem Eurotiales (Alexopoulos e Mims,
1979), é frequentemente encontrado e tem sido associado aos cafés de melhor
qualidade, classificados como de bebida dura e mole.

Segundo Pereira et al. (2001), o fungo Cladosporium sp. tem sido
relatado associado a cafés de boa qualidade em vérias regides, o que despertou o
interesse para 0 seu uso como agente antagonista aos fungos deletérios a

qualidade do café.
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Alves e Castro (1998) relataram a ocorréncia de Cladosporium sp. em
frutos nas fases, verde-cana, cereja, passa, seco no pé, graos no chdo e até no
café beneficiado, com incidéncia maior na fase de passa e seco no pé.

Segundo  Pereira  (2005), o conidiéforo de Cladosporium
cladosporidides mede em torno de 100um, é pouco pigmentado, liso ou pouco
rugoso. O ramoconidio com 0 a 1 septo tem 2-5(-7) mm de largura e 15-32 mm
de comprimento e apresenta cicatriz aparente. Os conidios medem 2-5 x 2-6 mm
(maioria 2 x 4-6 mm), com formato elipsoidal a limoniforme, raramente
subgloboso, de parede geralmente lisa, com pigmentacdo verde-oliva clara,

formando longas cadeias (Figura 2).

Wi —f-_

\

Figura 2 Cladosporium cladosporioides a. Conididéforo (Cf) e célula
conidiogénica (Cg); b. Ramoconidio (Rc) e conidio (C). Barra = 10 pum.
Fonte: Pereira (2005).

O género Cladosporium apresenta aproximadamente 500 espécies
descritas, sendo 15 de importancia de ocorréncia comum. O fungo apresenta
colénias de coloragdo verde-oliva, podendo ser cinza, amarelo, marrom ou
negro, de textura aveludada ou flocosa. Por se tratar de um microrganismo
considerado seguro ao homem, resistente aos raios solares (coloracdo escura),
excelente propagacdo (pequenos e numerosos esporos anemofilos), pode-se
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considerar que o0 Cladosporium cladosporioides apresenta excelentes
caracteristicas para ser empregado em formulagbes como agente
bioprotetor.Véarios relatos comprovam que Cladosporium sp estid associado a
bebida de boa qualidade do café. Um provavel mecanismo de acdo do
Cladosporium seria 0 consumo muito rapido da mucilagem presente no fruto
impedindo ou amenizando o estabelecimento de outros fungos (Pereira et al.,
2005). Trata-se de uma espécie cosmopolita onde a maioria das espécies ndo é
patogénica para 0s seres humanos, podendo ainda ser comumente encontrada no

ar, solo, plantas, e carnes.

3. MATERIAIS E METODOS
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Caracterizacao e Localizacdo do Experimento

O cultivo, preparo das formulagdes, secagem, embalagem e avaliacdo da
viabilidade dos microrganismos foram realizados no Laboratério de Andlises
Avancadas e Biotecnologia - LAAB, localizado no CEPE/Café da UFLA. As
andlises de teor de umidade e pH foram realizadas no Laboratério Central de
Anélises do Departamento de Ciéncia dos Alimentos da UFLA. O preparo dos
meios de cultura e contagem total de esporos foram conduzidos no Laboratério
de Microbiologia da EPAMIG/Lavras-MG. As fotografias foram realizadas no
Laboratério de Microscopia Eletrénica do Departamento de Fitopatologia da
UFLA.

A seguir é representado na Figura 3 um fluxograma simplificado da

pesquisa que foi divida em trés ensaios:

Ensaio 1 Cultivo do Microrganismo

Preparo das Formulacées
(Imobilizacio)

Ensaio 2 Secagem
Liofilizacio Estufa a 35°C
Ensaio 3 Viabilidade (Shelf Life)

=

Sem a Presenca de Com a Presenca de
Sais (adubo foliar) Sais (adubo foliar)

Figura 3 Fluxograma simplificado da pesquisa.
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No Ensaio 1 foram avaliadas a viabilidade e rendimento de
Cladosporium cladosporioides (fres.) de Vries cultivado em meio semissoélido.
Com os microrganismos cultivados no Ensaio 1 foi realizado o Ensaio 2, que
consiste na imobilizacdo e secagem do microrganismo, liofilizado e em estufa
com renovacdo de ar a 35°C. O Ensaio 3 consiste na avaliacdo da vida de

prateleira do microrganismo nas formulacdes obtidas no Ensaio 2 (Shel Life).

ENSAIO 1 VIABILIDADE E RENDIMENTO DE Cladosporium
Cladosporioides (Fres.) de Vries CULTIVADO EM MEIO SEMISSOLIDO

Preparo do In6culo

Para inoculacdo do arroz semissélido preparou-se um inéculo a partir de
uma col6énia pura de Cladosporium Cladosporioides (Fres.) de Vries fornecida
pela EPAMIG. O fungo foi cultivado sob condigdes controladas em placas de
Petri de 9 cm de didmetros, contendo o meio de cultura BDA (batata-dextrose-
agua) por 7 dias a 25 °C, com fotoperiodo de 12h. Ap6s o cultivo adicionou-se
na superficie da placa contendo o fungo (Figura 4) agua destilada e Tween 20?
(3 gotas por placa). Em seguida raspou-se levemente a superficie da placa com

um bastéo de vidro para auxiliar na remog&o dos esporos.

2 Auxilia na extracéo dos esporos e hifas.
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Figura 4 Placa com meio BDA contendo Cladosporium Cladosporioides (Fres.)
de Vries utilizada para preparo do indculo.

A solucdo resultante contendo os esporos na superficie da placa foi
entdo ajustada para a concentracdo de 10’ esporos/ml através da diluicio em

agua destilada (Figura 5).

Cladosperium cladosporicides
{Cultura Pura Fornecida
pela EPAMIG)
Incubacio 7 dias/25°C
Fotoperiodo de 12h
Meio BDA =

/—-——\.
N

Contagem Ciamara *

de Neubauer Tween20 (3 gotas)

—
—
L\'dcm_x / \
107 esporos/ml . Diluigio Concentracio Esporos
Agua Destilada Conhecida

Concentragio Desconhecida

Figura 5 Preparo da solucéo de inoculo.
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Preparo do Arroz no Estado Semissolido

Para o preparo do meio semissélido, adicionou-se 300g de arroz branco
polido a 150ml de agua em embalagens de polipropileno de alta densidade
(PEAD) de tamanho 25 x 40 x 0,1cm (largura x comprimento X espessura),
resistentes a autoclavagem, perfazendo um total de 12 embalagens.

Para evitar que as embalagens contendo o arroz estourassem durante a
autoclavagem, reforcou-se a embalagem através da utilizacdo de um saco
externo extra (um saco dentro do outro). A vedacdo das embalagens foi feita em
uma maquina de selagem térmica (Figura 6). Tomou-se o cuidado de evitar a
selagem do saco com excesso de ar para que ndo estourasse durante a

autoclavagem.

300g de Arroz Branco
+

150mL de Agua Destilada

Vedagdo Térmica
5 Saco Duplo

40cm

Sacos PEAD |::>

(Resistente
a Autoclavagem)

Autoclavagem
_—1 121°C/15min

25cm

Figura 6 Vedagdo térmica das embalagens de polipropileno de alta densidade
contendo arroz.
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Apb6s vedacdo as embalagens foram submetidas a esterilizacdo em
autoclave a 121°C por 15 minutos a 15 psi. Cabe mencionar que a obtengéo de
grdos de arroz cozidos mais “soltos” é tecnologicamente desejavel, uma vez que
favorece o desenvolvimento mais homogéneo do microrganismo pelo interior do
saco de arroz.

Para a obtencdo de grdos mais “soltos” basta evitar abrir 0 autoclave
logo apds a autoclavagem, aguardando cerca de 15 minutos antes de abrir o
equipamento, contados a partir do retorno da pressao do equipamento a pressao

inicial (pressao ambiente).

Inoculacédo e Incubacéo

Ap0s a autoclavagem inoculou-se 25ml da solugdo de in6culo em cada
uma das 12 embalagens através de injecdo por uma seringa. A inoculacdo foi
feita distribuindo os 25ml de indculo em 6 pontos na superficie do saco em
posicBes distintas para facilitar o espalhamento do in6culo no meio. Apds a
inoculacdo borrifou-se externamente alcool 70% sob 0s pontos onde foram feitos
os furos, para assepsia do local.

Ap0s a aplicacdo do alcool 70% agitou-se manualmente o saco contendo
o0 arroz inoculado para melhorar o espalhamento dos esporos no arroz.

O meio inoculado foi incubado em BOD a 25°C com fotoperiodo de 12

horas por 20 dias.
Contagem de Esporos e Rendimento
Apbs o periodo de incubagdo realizou-se a contagem de esporos

utilizando a c&mara de Neubauer (Vieira, 2007), e calculou-se o rendimento

industrial de esporos por litro de meio.
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ENSAIO 2 IMOBILIZACAO E SECAGEM DE Cladosporium

Cladosporioides (Fres.) de Vries
Preparo da Matriz de Imobilizacéo

Esta etapa consiste no preparo das 5 Formulagfes e do Controle (arroz
com o fungo seco em estufa a 35°C, sem adi¢cdo de nenhum produto). As
composicOes das formulagdes estdo representadas na Tabela 2. A composicéo e
guantidade de cada componente foram definidas com base nas necessidades

tecnolégicas da formulacdo e em pré-testes.

Tabela 2 Composicdo quimica de diferentes formulagdes contendo o fungo

Cladosporium cladosporioides.

Formulagdes

Matriz 1 2 3 4 5 Controle
Vixil S 315¢g 315¢g 3159 315¢g - -
Glicerol 70 ml 70 ml 70 ml 70 ml - -
Capsul 315¢g - - - - -
Amido Sollvel - 315g - - - -
Quitosana - - 105¢g - - -
Celulose (CMC) - - 210g - - -
Leite em P6 - - - 315¢g - -
Solugdo de Esporos 1000 mI 1000 ml 1000 ml 1000 ml 1000 ml -
Arroz ¢/ Fungo - - - - 700g* 700g?

! Arroz moido, produto da filtragdo do arroz integral com o fungo.
2 Arroz integral com o fungo.

O Vixil S foi empregado como matéria-prima base nas formulacdes 1, 2,
3 e 4 na concentracdo de 45% devido a suas caracteristicas fisico-quimicas

desejaveis como alto poder dispersante (necessario para garantir a dispersao dos
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esporos na agua), excelente solubilidade, presenca de 13 a 19% de aglcares
redutores em sua composicao (efeito de crioprotecdo externa da célula), poder
adesivo (fixa os esporos na planta) e biodegradabilidade. Cabe mencionar que a
coloracdo &mbar/marrom escura deste componente confere potencial efeito de
protecdo dos esporos a radiacao solar.

O Glicerol também foi utilizado nas formulagdes 1, 2, 3 ¢ 4 como
matéria-prima base na concentracdo de 10% por ser esta a concentracdo mais
utilizada na literatura para crioprotecdo interna das células. Além de proteger o
fungo durante o congelamento e liofilizacdo, o Glicerol também auxilia na
retencdo de &4gua em condigdes de campo favorecendo o desenvolvimento do
fungo.

Os demais componentes especificos de cada formula¢do como o Capsul,
Amido Solavel, Quitosana e Leite em P6 foram empregados na concentracéo de
45% com base em suas caracteristicas encapsulantes, crioprotetoras, elevada
solubilidade e disponibilizacdo de nutrientes para crescimento do fungo no
campo.

Dentre as 12 embalagens obtidas apds o término do Ensaio 1, 10 foram
reunidas em um Unico recipiente e misturadas para homogeneiza¢do. Apoés
mistura, reservou-se 2 embalagens do arroz com o fungo para elaboracdo do
controle.

Da matéria prima-remanescente preparou-se a solucdo de esporos. Para
tanto, adicionou-se em um liquidificador industrial de 500W (previamente
higienizado com &gua a 100°C e alcool 70%) 1000ml de &gua destilada para
cada 900g de arroz com o fungo. Para auxiliar na remocao dos esporos e hifas,
utilizou-se cerca de 1ml de Tween 20 para cada batelada. O arroz foi triturado
por 20 segundos em cada batelada. Apoés triturado o arroz foi peneirado em

peneira de 80 mesh, sendo reservada a solugdo de esporos € o arroz (Figura 7).
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1000mL de Agua Destilada

+
900g de Arroz (2 Pacotes)
+
1mL de Tween 20

12 Embalagens

-

{} Trituragio por 20 seg
Poténcia Max. S00W

—>

10 Embalagens
Extracio de Esporos

: Filtragio em
<:I @ Peneira 80 mesh

Contagem Total
Adicio dos Materiais de Esporos
Encapsulantes Vmbﬂ:ldade
Agitacdo por 1 min.

(Pot. Max. S00W)

Gel (Matriz Encapsulante)

Figura 7 Preparo das Matrizes de Imobilizacéo.

Logo apds o término da extracdo dos esporos foi realizada a contagem
total de esporos da solugdo resultante, assim como foi avaliada a viabilidade
destes esporos através da enumeracdo dos fungos em meio BDA (Batata-Agar-
Dextrose). As inoculagdes foram feitas pela técnica de semeadura em superficie.
As diluicBes seriadas foram preparadas usando uma solucdo de peptona a 1%.
As placas de Petri contendo as amostras foram incubadas em estufa do tipo
Biochemistry Oxygen Demand (BOD) a temperatura de 25°C, com fotoperiodo
de 12 horas, durante 5 dias.
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De posse da solucdo de esporos preparou-se a matriz de imobilizagdo no
liquidificador industrial. Adicionou-se, inicialmente 1000ml da solugdo de
esporos ao liquidificador industrial, seguido do Vixil S (315g), do Glicerol
(70ml) e por ultimo os demais componentes especificos (315g). Apds a adicdo
de todos os componentes ao liquidificador industrial, aguardou-se 1 minuto em
agitacdo na poténcia maxima para formacéo do gel.

Cabe mencionar que todos os componentes das matrizes utilizados neste
trabalho foram previamente testados quanto a sua solubilidade, sendo todos os
componentes de alta solubilidade, com excecdo do arroz e seus residuos

provenientes da extracdo no liquidificador industrial.

Secagem

As matrizes obtidas na etapa anterior contendo o Cladosporium
cladosporioides (Fres.) de Vries foram secas por dois diferentes métodos:

liofilizacdo e estufa a 35°C (Figura 8).
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SECAGEM

Com Renovacgio
de Ar

Resfriamento Glicerol 50% @ 72k

6h Geladeira

@ Produto Seco

Congelamento Ultra-
Freezer -86°C

3

Liofilizagao

-51°C

& 72h

100pHg
(Produto Seco)

Figura 8 Métodos e condicdes de secagem das matrizes de imobilizacéo.
Secagem da Matriz de Imobilizacéo por Liofilizacéo

Antes de proceder a Liofilizagdo realizou-se o resfriamento do gel
contendo o agente bioprotetor por 6 horas em geladeira. Apds o resfriamento
realizou-se o0 congelamento em um ultrafreezer Sanyo VIP™ Series (modelo
MDF-U53VA) a -86°C. Ja congeladas as matrizes de imobilizacdo contendo
Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries foram secas em liofilizador
modelo L101 (Liobras do Brasil Ltda), sendo realizadas trés repeticdes. A
temperatura de operacdo do liofilizador foi de -50°C. O término da secagem foi
estabelecido ap6s o equipamento atingir a pressao de 100Hg, pressdo ocorrida

apos 72h de operacéo.
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Secagem da Matriz de Imobilizagdo em Estufa a 35°C

As matrizes de imobilizacdo obtidas na etapa anterior foram secas em
estufa de secagem Tecnal (modelo TE-394/3) na temperatura de 35°C, sendo
realizadas trés repeticdes, com renovacdo de ar. A espessura maxima da camada
de secagem foi de 1cm. O tempo total de secagem foi de 72h.

Para secagem do controle (arroz + fungo), borrifou-se superficialmente
glicerol a 50% no inicio da secagem para minimizar a perda de esporos durante a
renovagdo de ar. A curva de secagem do controle foi caracterizada mediante
determinagdes de umidade inicial com pesagem das amostras a cada 6 horas até
0 peso constante, sendo realizadas 3 repeticbes. Cerca de 450g de arroz foi
colocado em bandeja (79 cm de comprimento X 59 cm de largura x 15 cm de
profundidade) e distribuido de forma homogénea em camadas de no maximo
2cm de espessura em estufa de secagem com circulagdo forcada de ar quente
(Tecnal - modelo TE-394/3).

Caracterizacao das Matrizes de Imobilizacdo Apds Secagem

Apls o processo de secagem avaliou-se o teor de umidade, pH,
viabilidade e realizou-se a microscopia eletrdnica de varredura, conforme

metodologias a sequir.

Avaliacédo do Teor de Umidade

O teor de umidade foi determinado, gravimetricamente, ap0s secagem
em estufa a 65°C, segundo Association of Official Analitical Chemistry - AOAC
(1990).
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Avaliacdo do pH

O pH foi determinado utilizando-se o método eletroanalitico

(potenciométrico) em peagametro Tecnal® Tec 3MP, segundo IAL (1985).

Avaliagdo da Resisténcia de Diferentes FormulagBes com Cladosporium

cladosporioides (fres.) de Vries aos Processos de Secagem

Visando determinar o efeito das condi¢Ges de secagem na viabilidade
dos microrganismos, foram feitas contagens de unidades formadoras de coldnias
(UFC) nos pds-obtidos apds os processos de secagem.

Os fungos foram enumerados no meio BDA (Batata-Agar-Dextrose),
sendo as inoculagOes feitas pela técnica de semeadura em superficie. As
diluicBes seriadas foram preparadas usando uma solucdo de peptona a 1%. As
placas de Petri contendo as amostras foram incubadas em estufa do tipo
Biochemistry Oxygen Demand (BOD) & temperatura de 25°C, com fotoperiodo
de 12 horas, durante 5 dias (Figura 9).

Incubagio BOD

Formulagoes
1.2,34,5eC Triplicata 25°Cf’7 Dias
— Fotoperiodo de 12h

Meio de Cultura
BDA

9ml + 1g Matriz Seca 10m1 10ml
1ml 1ml 0.1ml
Meio de Cultura
=> => > BDA
10+
101! 102 10° Meio de Cultura

BDA

Diluigcio Seriada
Contagem UFC x Fator Diluigcio

= ( Viabilidade

Figura 9 Avaliacdo da resisténcia aos processos de secagem.
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Caracterizacdo Morfol6gica das Matrizes por Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV)

As amostras foram preparadas e fotografadas no Laboratério de
Microscopia Eletronica e Analise Ultraestrutural - LME da UFLA, Lavras- MG,
de acordo com o protocolo para preparacdo de amostras para microscopia

eletrbnica de varredura, proposto por Alves, 2004.

Avaliacdo da Solubilidade

A solubilidade foi avaliada diluindo-se 2g da formulacdo em 50ml de
agua destilada sob agitacdo em banho-maria a 27°C por 10 minutos. Em seguida
filtrou-se em papel de filtro Whatman n°4 previamente pesado. Apos a filtragem
0 papel de filtro foi seco em estufa a 65°C por 48h. O percentual de solubilidade
foi determinado pela diferenca entre os solidos retidos no papel de filtro e o peso

da matriz inicial.

Analise Estatistica

Para avaliar a resisténcia de Cladosporium cladosporioides (Fres.) de
Vries frente aos processos de secagem utilizou-se o Delineamento Experimental
Inteiramente Casualizado (DIC) considerando os efeitos dos seis tratamentos
apos os processos de secagem, com 3 repeti¢des por tratamento.

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o teste de Scott-
Knot, adotando-se 5% como nivel critico de probabilidade para ocorréncia do

erro tipo I, por meio do software estatistico SISVAR verséo 5.3 (UFLA).



49

ENSAIO 3 ESTABILIDADE DURANTE A ESTOCAGEM (SHELF LIFE)

As matrizes obtidas no Ensaio 2 contendo Cladosporium
cladosporioides (Fres.) de Vries foram avaliadas quanto & viabilidade, umidade
e pH nos tempos 30, 60, 90, 120 e 150 dias, seguindo 0s mesmos procedimentos
descritos no Ensaio 2 para estas analises.

Foram avaliadas duas formas de armazenamento, com e sem a presenca
de sais (adubo foliar). As matrizes sem o adubo foliar foram armazenadas em
potes de plastico de 500ml com rosca, que facilitam o processo de congelamento
e liofilizagdo. J4 as matrizes com o fertilizante foliar (Boro 3,8%; Enxofre 9,5%;
Magnésio 1,2%; Manganés 5,4%; Potassio 15%; Zinco 9%) foram armazenadas
em embalagens metélicas laminadas de 500ml (Figura 10) que garantem
impermeabilidade a luz.

Com base na concentracdo por litro requerida para cada um dos
componentes, estabeleceu-se a quantidade a ser misturada de cada componente:

8 partes de adubo para cada 5 partes da matriz de imobilizacao.

Figura 10 A) Pote plastico (Sem Sais) e B) Saco laminado (Com Sais) utilizados
durante armazenamento.
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Analise Estatistica

Para a avaliacdo da estocagem das matrizes de imobilizacdo (shelf life)
sob o nimero de células viadveis, considerou-se o Delineamento de Parcela
Subdividida, com desdobramento dos graus de liberdade de tratamentos em
esquema fatorial 6x5. Nestas analises, 0 modelo estatistico considerou como
parcela as 6 diferentes matrizes de imobilizacdo, e o0s periodos de
monitoramento (0, 30, 60, 90 e 120 dias) como subparcela. Em caso de
interacBes significativas (P<0.05), procedeu-se o desdobramento do tempo de
estocagem dentro de cada um das diferentes matrizes de imobilizacéo, e vice-
versa.

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o teste de Scott-
Knot, adotando-se 5% como nivel critico de probabilidade para ocorréncia do

erro tipo |, por meio do software estatistico SISVAR versdo 5.3 (UFLA).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

ENSAIO 1 VIABILIDADE E RENDIMENTO DE Cladosporium
cladosporioides (Fres.) de Vries CULTIVADO EM MEIO SEMISSOLIDO

Para que o cultivo seja considerado eficiente e vidvel para utiliza¢do em
escala industrial para este agente, espera-se a producdo minima de
10%esporos/ml (10*esporos/L) de meio cultivado, e uma viabilidade minima de
8,5 x 10" UFC/ml (8,5 x 10™ UFC/L) de meio cultivado. A seguir na Figura 11
pode-se observar o arroz inoculado com o agente bioprotetor nas embalagens de
arroz na BOD, e o arroz completamente tomado pelo fungo (maximo

crescimento) antes e ap0s a secagem.

| Antes da Secagem
g | " r

'-:s Depois da Secagem

Figura 11 Agente bioprotetor em diferentes etapas do processo produtivo.

O rendimento obtido foi de 1,81x10%sporos/ml (1,81x10"esporos/L) de
meio cultivado, em um periodo de 20 dias. A viabilidade média foi de 2,1 x
108UFC/ml (2,1 x 10"UFC/L) de meio cultivado. Segundo Mendonca (1992),
sistemas de baixa tecnologia podem gerar rendimentos de 10* conidios kg™ de

Metarhizium anisopliae em arroz; entretanto, outros pesquisadores indicam
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rendimentos consistentes de 1-5x10" conidios kg™ (Dorta e Arcas, 1998;
Jenkins et al., 1998), valores estes proximos ao observado neste trabalho
(1,81x10" esporos/L).

Ja Bradley et al. (1992) relataram que sistemas pilotos tém produzido
rendimentos de 3 x 10% conidios kg’ de substrato (1 litro de volume
fermentado), rendimento este muito superior ao observado neste trabalho.

Entretanto, considerando que o fungo foi cultivado em um meio de
baixo custo e de processamento simples, pode-se considerar que do ponto de
vista técnico e econdmico o rendimento observado foi bastante satisfatorio.

Carvalho (2007) estudando o tempo de cultivo em arroz no estado
semissolido de Cladosporium cladosporioides verificou que até o 10° dia de
incubacdo houve um aumento rapido no diametro da coldnia, porém, apés o 10°
dia de cultivo, o crescimento do fungo sofreu um declinio. Para garantir um
crescimento maximo, o tempo de cultivo deste trabalho foi de 20 dias. Maiores
estudos mostram-se necessarios para se estabelecer com precisdo o tempo de
producdo maxima de esporos de Cladosporium cladosporioides cultivado em
arroz.

Em estudo realizado por Jenkins et al (1998), a producdo méxima de
conidios aéreos em substratos solidos requereu menos tempo que o empregado
neste trabalho, de 10 a 14 dias para a producdo de Metarhizium anisopliae var.
acridum (formalmente identificado como Metarhizium flavoviride) e Beauveria

bassiana.
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ENSAIO 2 IMOBILIZACAO E SECAGEM DE Cladosporium

cladosporioides (Fres.) de Vries

E inegavel o crescimento significativo de pesquisas em busca de
métodos de preservacdo de microrganismos. Atualmente, o método mais
utilizado, para este fim, consiste na liofilizacao (Oliveira, 2006).

No presente trabalho, logo ap6s o término da extracdo dos esporos foi
avaliada a viabilidade destes esporos em solucdo, obtendo-se valores de
1,37x10"UFC/ml. Apds o preparo das matrizes de imobilizacdo, procedeu-se aos
processos de secagem e verificou-se a resisténcia do agente bioprotetor aos
processos de secagem (Tabela 3). Na Figura 12 pode ser observado o aspecto

das matrizes obtidas ap6s os processos de secagem.

Tabela 3 Viabilidade do agente bioprotetor antes e apds 0s processos de secagem
por liofilizagdo e secagem em estufa.

Liofilizado UFC/mL

Estufa 35°C UFC/mL

Formulagdes Antes Depois Antes Depois

1 1,37x10°Ba  8,60x10° Ab 1,37x10° Ba 0Bb

2 1,37x10°Ba  8,13x10° Ab 1,37x10° Ba 0Bb

3 1,37x10°Ba  7,76x10° Ab 1,37x10° Ba 0Bb

4 1,37x10°Ba  1,20x10° Aa 1,37x10° Ba 0Bb

5 1,95x10°Aa  1,09x10° Ab 1,95x10°Aa 0Bb

C NA NA 2,14x10" Aa  4,89x10°Ab
cVv 8.95% 5,50%

*Médias seguidas pela mesma letra, maidsculas nas colunas e mindsculas nas linhas ndo
diferem entre si pelo teste de Scott-knot ao nivel de 5% de probabilidade.
NA - Néo Avaliado.
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Figura 12 Aspecto das matrizes obtidas ap0s liofilizagdo. 1: Capsul +Vixil S +
Glicerol + Esporos; 2: Amido Solavel +Vixil S + Glicerol + Esporos; 3:
Quitosa + CMC +Vixil S + Glicerol + Esporos; 4: Leite em Pds
Desnatado +Vixil S + Glicerol + Esporos; 5: Solu¢do de Esporos +
Arroz (proveniente da filtragem); C: Arroz com Fungo Seco em Estufa.

Dentre as formulagdes apenas a 3 e a 5 foram obtidas na forma de p6
molhavel apos liofilizagdo sem necessidade de sofrer trituragdo. As demais
formulagbes apresentaram-se na forma de grandes blocos rigidos e quebradicos,
mas que podem ser facilmente triturados.

Com relacdo a solubilidade em &gua, todos os tratamentos foram
soliveis e formaram solucdes estaveis, apesar de haver a precipitacdo de
residuos de arroz triturados ap6s algum tempo. Uma possivel solugédo para este
problema seria realizar a extracdo de esporos no arroz sem a presenca de laminas
de trituracdo pela utilizacdo de um homogeneizador de amostras do tipo

“Stomacher”, o qual seria mais adequado para este caso pelo fato de ndo entrar
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em contato com a amostra, seguida de posterior filtragem em peneira de 80
mesh.

De acordo com a Tabela 3, apenas a formulacdo 4 ndo sofreu perda
significativa de viabilidade durante a secagem. Entretanto, todas as formulacGes
liofilizadas apresentaram, estatisticamente, a mesma viabilidade apds a secagem,
0 que revela que o processo de liofilizagdo empregado ndo foi agressivo para
estes microrganismos e garantiram a integridade celular da maioria da
populagdo. Torna-se importante ressaltar que na liofilizacdo, mesmo havendo
uma perda de viabilidade, nas formulagdes 1, 2, 3 4 e 5 a mesma foi
relativamente baixa, 0 que nos permite concluir que o processo é viavel para
todas as formulacdes avaliadas.

A sobrevivéncia do fungo Cladosporium cladosporioides ao processo de
liofilizagdo concordaram com os de Carneiro et al. (1996), Nalepina et al. (1990)
e Garcia (2007) que demonstraram a sobrevivéncia de outras espécies de fungos
a liofilizagéo.

Oliveira (2006) estudando a resisténcia a secagem de Lactobacilus
acidophilus e Bacilus lactis na dispersdo e no pé coletado do spray drying
observou que o primeiro sofreu redugéo de 0,4 e o segundo de 0,6 ciclos
logaritmicos, valores estes superiores aos encontrados neste trabalho (1=0,21;
2=0,23; 3=0,25; 4=0,06 e 5=0,10).

Com excecdo do controle, todas as demais formulagOes secas em estufa
a 35°C ndo resistiram ao processo de secagem, apresentando viabilidade zero. A
combinagdo de alto teor de umidade do gel com a temperatura e o tempo de
secagem utilizados neste trabalho mostrou-se inadequada para a secagem do
fungo estudado, causando inativacdo de proteinas essenciais para a manutengdo
de seu equilibrio celular. O Controle, por ndo ter sofrido reidratagdo apresentava

menor teor de umidade (e consequentemente menor condutibilidade térmica), o
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que favoreceu sua resisténcia ao processo de secagem em estufa comparado as
demais formulag6es, apresentando reducao de 0,64 ciclos logaritmicos.

Os resultados obtidos no presente estudo permitiram inferir que a
secagem por liofilizagdo foi a mais adequada para secagem das matrizes
contendo o fungo, uma vez que a reducdo na populacdo de Cladosporium
cladosporioides (Fres.) de Vries foi de no maximo 0,25 ciclos logaritmicos. As
formulacbes 4 e 5 foram os que apresentaram os melhores resultados, com
perdas inferiores a 0,10 ciclos logaritmicos.

O bom desempenho da formulacdo 4 pode ser explicado devido a
combinacdo de agentes crioprotetores em sua formulacdo como o glicerol, o
Vixil S (rico em acUcares redutores) e o leite em pé desnatado, que entre 0s
crioprotetores que agem externamente nas células, é o mais comumente
empregado (Cefar, 2006).

Buscando encontrar o tempo ideal de secagem do Controle, elaborou-se

a curva de secagem do mesmo, conforme Figura 13 a seguir.

Umidade (%)
50 4 ¥=0,013x2-1,435x+ 44,29

45 1 R?=0,9732
a0 ]

4+ Umidade
35 1

30 Polindmio (Umidade)
25 1
20 1
15 4

10 4

5

a

o 10 20 30 40 50 60 70 80

Tempo (horas)

Figura 13 Equacdo de regressdo da umidade (%) em funcdo do tempo (horas).

De acordo com o modelo representado na Figura 9, o tempo de secagem

ideal para o arroz contendo o fungo é de 55h onde ocorre o ponto de umidade
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minimo de 4,7%. Entretanto, o teor real de umidade minimo observado foi de
8,95%, valor superior ao ideal observado na literatura para a maioria dos fungos,
que esta em torno de 5%. Feng et al (1994) através de varios estudos
estabeleceram como um protocolo padrdo para producdo de B. bassiana na
China uma secagem com teor de umidade menor que 5%.

Buscando resolver este problema de alta umidade, sugere-se que em
trabalhos futuros seja feita a moagem do arroz no tempo de 55h (teor de
umidade igual a 8,95%), para entdo continuar a secagem buscando atingir a
umidade desejada (aproximadamente 5%). O objetivo da trituracdo neste caso é
aumentar a area superficial do arroz em contato com o ar de secagem para
facilitar a remocédo da umidade do interior do arroz.

Vérios estudos mostraram que a umidade relativa foi um fator
importante em temperaturas de armazenamento moderadas de varios fungos,
incluindo M. anisopliae, B. bassiana e Paecilomyces ssp (Clerk e Mandelin,
1965; Kawakami e Mikuni, 1965; Daoust e Roberts, 1983).

Caracterizacdo Morfologica das Matrizes por Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV)

As fotomicrografias contendo as matrizes de imobilizacdo 1, 2, 3 e 4
com Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries, secas em liofilizador,
apresentaram-se na forma de placas de elevada dimenséo (Figura 14).

Observa-se que o encapsulamento produz uma matriz sélida com as
hifas e esporos imobilizados no interior dos granulos.

J& as formulagBes 5 (liofilizado) e Controle (seco em estufa)
apresentaram particulas formadas pela coalescéncia das particulas individuais de
granulos de arroz e paredes continuas e rugosas (Figura 14) impregnadas interna

e externamente de propagulos do fungo, ficando clara a diferenca entre as
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demais formulagdes onde o fungo estd preso dentro de uma matriz

(encapsulado).

10 pm EHE = 2000k Signal A = 51 31 Jan 2011 10 pm EHT-= 20,00 kv Signal A= SE1 Date 31 Jan 2011
- | 102335

E1 Date
WD =10.0 mm Photo No. = 3371 Time :10:20:13 ‘WD =10.0mm Photo No. = 3374 Time

104m EHT = 20.00 KV Signai A= SE1 Dato 31 Jan 2011

104m EHY = 2000k, Signol A = SE: Date 31 €
W= 85mm Photo No. = 5380 Time :10:30:22

ignal i] Jan 2011
WD = 8.0mm Phata No. = 3377 Time :10:27:06

EHT= 2000k Signal A = SE1 Date 31 Jan 2011 10pm Signal A= SE1 Dats 31 Jan 2011
WD = 85mm Photo No. = 3385 Time 10:35:41 ] WD = 85mm Photo No. = 3367 Time 10:15:08

Figura 14 Fotomicrografias obtidas por MEV das matrizes de imobilizacéo 1, 2,
3, 4 e 5 apds secagem por liofilizagdo, e em estufa a 35°C (C).
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Ao contrario das demais formulacgdes, devido a presenca de hifas e
esporos do fungo na superficie externa do arroz pode-se considerar estas

formulagBes como menos seguras para transporte de microrganismaos.

Solubilidade

A solubilidade das formulagGes é representada na Tabela 4 a seguir.

Tabela 4 Solubilidade das formulagdes.

Solubilidade

Formulac¢éo (%)

1 80.96B
2 84.25A
3 69,25C
4 83,87A
5 25,16D
C 17,86E

Ccv 1,58%

*Meédias seguidas pela mesma letra maiusculas nas colunas nao diferem entre si pelo
teste de Scott-knot ao nivel de 5% de probabilidade.

De acordo com a Tabela 4 as formulac6es de maior solubilidade foram a
2 e 4, seguido das formulacGes 1, 3, 5 e C. Os residuos de arroz presentes nas
formulagdes 1, 2, 3, e 4 provenientes da solugdo de esporos ficaram claramente
visiveis no papel de filtro apds a filtragem, o que indica que a remoc¢do ou
reducdo destes residuos na solucdo de esporos resultaria em niveis de
solubilidade préximos a 100% para as formulagdes 1, 2, e 4. Estes resultados
eram esperados, uma vez que 0s componentes presentes nestas formulagdes sdo
de alta solubilidade (Vixil S, Glicerol, Capsul, Amido Modificado, CMC e Leite
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em P@), com excecdo da Quitosana, que apenas apresenta boa solubilidade em
pH’s de acidez moderada a forte (Goy et al, 2004). Esta caracteristica da
Quitosana explica a menor solubilidade da formulagdo 3 (Vixil S + Glicerol +
Quitosana + CMC + Solucdo Esporos) em relagdo as formulacfes 1, 2 e 4, uma
vez que a formulacdo 3 apresentou alto pH (Tabela 7). A baixa solubilidade das
formulagdes 5 e C podem ser explicadas pela presenca exclusiva do arroz como
material base destas formulacdes.

Cabe mencionar que a concentragdo testada (2g/50mL) foi 8 vezes
superior a necessaria para este produto (0,259/50mL) e que os residuos retidos
no papel de filtro passaram, anteriormente, por uma peneira de 80 mesh, o que

0s torna compativel com a maioria dos pulverizadores agricolas comerciais.

ENSAIO 3 ESTABILIDADE DURANTE A ESTOCAGEM (SHELF LIFE)

O dano celular e a inativacdo podem ocorrer ndo sé durante o
processamento, mas também durante a estocagem de células desidratadas,
portanto, além de sobreviver ao processo de imobilizacdo e secagem, 0
microrganismo deve permanecer viavel no p6 durante algum tempo para que
possa ser aplicado (Oliveira, 2006).

No caso dos agentes biocontroladores, além de resistirem ao periodo de
estocagem, o0s mesmos devem ter condicbes de sobreviverem e se
desenvolverem quando aplicados no campo onde estardo sujeitos aos efeitos dos
raios solares e a escassez de &gua e nutrientes. Além disso, uma formulagdo
adequada deve permitir uma boa fixagdo do agente ao seu destino.

Por ter sido elaborado 90 dias ap6s os demais tratamentos, o Controle

foi avaliado somente até 60 dias de estocagem.
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Estabilidade Durante a Estocagem Sem a Presenca de Sais

A seguir é representado na Tabela 5 o resultado da viabilidade das

diferentes formulagfes ao longo do tempo.

Tabela 5 Viabilidade do agente bioprotetor (10° x UFC/mL) em funcdo do
tempo de estocagem.

Form. Tempo (Dias)
0 30 60 90 120 150
1 g7Ca  76Ca 8,3Ch 89Ch  69Ab  53Ab
2 81Ca 36ED 6,3Cc 60Cc  50Ac  39Ac
3 78Ca 66Da 26Bb 33Cc  35Ac 13Ac
4 120Ba  100Ba 68Ab 46Ac  14Ad  144Ad
5 109Ba 93Ba 73Ab 26Bc  25Ac 9,8Ad
€ s00ma  234Ab 56AC NA NA NA
Ccv 17,66%

*Meédias seguidas pela mesma letra, maitsculas nas colunas e minudsculas nas linhas ndo
diferem entre si pelo teste de Scott-knot ao nivel de 5% de probabilidade.
NA - Nao Avaliado.

De acordo com a Tabela 5, observa-se que a partir dos 60 dias houve um
declinio significativo na viabilidade para todas as formulacdes. Ao final de 150
dias, todas as formulacdes apresentaram, estatisticamente, a mesma viabilidade.
Apesar de haver uma perda significativa de viabilidade ap6s 150 dias, as
formulacBes ainda apresentam uma relativa boa viabilidade. J& o Controle
apresentou viabilidade até 60 dias, podendo ter continuado vidvel apds este
periodo.

Shi  (1998) relatou que conidios em formulagbes com argila
permaneceram armazenados com umidade < 10% a temperatura ambiente com
viabilidade de 91% por 480 dias e 70% viaveis por 780 dias. Chen et al (1990)
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também encontraram estabilidade similar em argila atapulgita armazenada por
12 meses a 26°C. Provavelmente, o elevado tempo de viabilidade observado por
estes pesquisadores nestes trabalhos podem estar associados a atividade
antiumectante das argilas utilizadas.

O teor de umidade final é um fator importante na conservacdo e
viabilidade de microrganismos desidratados (Champagne et al., 1996). A seguir
na Tabela 6 é representado o teor de umidade das matrizes de imobilizacdo ao

longo de 150 dias.

Tabela 6 Teor de umidade (%) ao longo do armazenamento.

Tempo (Dias)

Form.

0 30 60 90 120 150
1 3,79Bc  5,49Bb 7,83Ba 8,09Aa  8,35Aa 8,38Aa
2 3,58Bc  4,20Cc 6,47Ch 6,97Bb  7,20Ba 7,20Aa
3 3,78Bc  4,94Bb 5,16Db 6,97Ba  7,18Ba 7,68Aa
4 3,16Cc  3,99Cb 7,44Ba 7,69Aa  7,98Aa 8,00Aa
5 2,88Cf  3,61Ce 5,93Cd 6,84Bc  7,62Bb 8,37Aa
C 9,20Ac  9,83Ab 10,83Aa NA NA NA

Cv 6,10%

*Meédias seguidas pela mesma letra, maiusculas nas colunas e minusculas nas linhas ndo
diferem entre si pelo teste de Scott-knot ao nivel de 5% de probabilidade.
NA - Néo Avaliado.

Observa-se pela Tabela 6 que as formulagfes que apresentaram o0 menor
teor de umidade inicial foram as formulacdes 1, 2 e 3, seguidas das formulacGes
4 e 5, e do Controle com o maior teor de umidade. Ao final de 150 dias de
estocagem, o teor de umidade foi estatisticamente igual para todas as
formulagbes. Devido ao ganho expressivo de umidade ao longo do periodo de
estocagem conclui-se que as embalagens e os métodos utilizados para evitar a

transferéncia de umidade n&o foram adequados, permitindo a entrada de
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umidade, o que seguramente pode ter contribuido para a perda de viabilidade ao
longo do tempo, observada na Tabela 5. Do observado pode-se pressupor que
uma vez estabilizada a umidade, talvez melhore a viabilidade ao longo do
tempo.

Além do efeito da embalagem e do efeito da manipulacdo das
formulagbes sob o ganho de umidade cabe mencionar o potencial higroscopico
das formulacBes obtidas por liofilizagdo com alto teor de aglcares e
concentrados proteicos, 0 que também favorece uma maior absor¢do de
umidade.

A seguir é representado na Tabela 7 o pH em fungdo do tempo de
estocagem. Com excec¢do da formulagdo 4 e do Controle, houve uma tendéncia
geral de reducéo do pH ao longo do processo de estocagem. As formulaces 2 e
3 apresentaram a maior reducéo no pH (0,6), seguido das formulacées 1 (0,16) e
5(0,18).

Tabela 7 pH em funcéo do tempo de estocagem.

Tempo (Dias)

Form. 0 30 60 90 120 150
1 6.77Da 6.75Da 6.70Eb 6.66Db 6.67Db 6.61Dc
2 7,8 Ba 7,68Bb 7,66Bb 7,27Bc 7,23Cd 7,20Cd
3 8,24Aa 7,98Ab 7,92Ab 7,98 Ab 7,62Ac 7,64Ac
4 7,23Ch 7,08Cc 7,16Cb 7,23Ch 7,28Ba 7,29Ba
5 6,66Ea 6,46Ec 6,69Ea 6,57Eb 6,65Da 6,48Ec
C 6,45Bb 6,40Bb 6,85Aa NA NA NA

Ccv 0,62%

*Meédias seguidas pela mesma letra, maidsculas nas colunas e mindsculas nas linhas ndo
diferem entre si pelo teste de Scott-knot ao nivel de 5% de probabilidade.
NA — Néo Avaliado.
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A redugdo do pH observada nas formulacbes 1, 2, 3 e 5 podem ter
ocorrido devido a fermentacGes de aglcares presentes nas formulages. O
aumento do pH da formulacdo 4 pode estar relacionado ao maior teor proteico
desta formulacdo a base de leite em p6 o qual favoreceu a degradagdo de
proteinas em relacdo a degradacdo de agucares, acumulando aménia no meio e
aumentando o pH. Observa-se que a redu¢do do pH acompanha o aumento do
teor de umidade, notadamente a partir do tempo de 60 dias, uma vez que a
presenca de gua extra facilitaria o processo de fermentacéo.

De forma geral observa-se que com o passar do tempo o teor de umidade
aumentou e a viabilidade diminui. Neste sentido, Clerk e Mandelin (1965),
Kawakami e Mikuni (1965); Daoust e Roberts (1983) e Kutt et al (2001),
observaram que a umidade relativa foi um fator importante em temperaturas de
armazenamento moderadas de varios fungos, fato este que pode estar

relacionado com a perda de viabilidade observada nesta pesquisa.

Viabilidade Durante a Estocagem Com Mistura de Sais

A seguir pode ser observada na Tabela 8 a viabilidade do agente
bioprotetor da qualidade do café armazenado misturado com sais. De acordo
com os resultados, observa-se que todos os tratamentos apresentaram boa
viabilidade na presenca de sais no tempo 0. Entretanto, nas formulagdes 1, 2, 3,
4 e 5 no decorrer do tempo a viabilidade declina até atingir nula viabilidade apds
120 dias. Por desenvolver de forma satisfatoria no tempo 0, supde-se que boa
parte da perda da viabilidade tenha ocorrido devido a fatores referentes ao ganho
de umidade durante a estocagem e ndo devido ao efeito dos sais presentes no

adubo.
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Tabela 8 Viabilidade do agente bioprotetor (10* x UFC/mL) em funcdo do
tempo de estocagem na presenca de sais.

Tempo (Dias)

Formulagdes 0 30 60 90 120
1 33Ca 27 Ca 1,4Bb 0,7Ab 0Ad
2 32Ca 18Db 3,4Bc 0,2Ac 0Ad
3 28Ca 28Ca 11Ab 0,03Ac 0Ad
4 74Ba 39Ba 1,2Bb 1,3Ab 0Ac
5 42Ba 36Ba 6,2Bb 0,5Ab 0Ac
C 92Aa 83Ab 7,2Bc NA NA
cv 21,44%

*Meédias seguidas pela mesma letra, maitsculas nas colunas € minudsculas nas linhas ndo
diferem entre si pelo teste de Scott-knot ao nivel de 5% de probabilidade.
NA - Néo Avaliado.

Aradjo et al. (2000) pesquisaram o efeito da temperatura e da
incorporacdo ao sal de uma formulacdo de alginato de sédio contendo o fungo
Arthrobotrys robusta e identificaram que temperaturas mais altas do que 35° C e
0 armazenamento em sal mineral diminuiam o crescimento do fungo.

Corroborando os resultados encontrados neste trabalho, Garcia (2007),
estudando o processo de liofilizacdo como meio de preservacdo e a
sobrevivéncia de uma cepa autéctone de Arthrobotrys musiformis apo6s
incorporacdo em sal e sal mineral, e observou que guando misturado ao sal
comum e sal mineral, os periodos de sobrevivéncia do fungo também reduziram.

Na Tabela 9 estdo representados os teores de umidade dos tratamentos

ao longo do tempo.
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Tabela 9 Teor de umidade (%) durante periodo de estocagem na presenca de
sais.

B Tempo (Dias)
Formulacgdes

0 30 60 90
1 4,01Bd 6,47Bc 9,34Bb 12,98Ba
2 4,24Bd 5,05Cc 8,7Bb 14,08Ba
3 3,70Bd 7,83Ac 9,57Bb 13,29Ba
4 3,97Bd 6,27Ac 10,11Bb 15,3Aa
5 3,92Bd 7,94Ac 9,78Bb 11,22Ca
C 5,54Ac 8,14Ab 10,9Aa NA

CcVv 4,16%

*Meédias seguidas pela mesma letra, maitsculas nas colunas € minudsculas nas linhas ndo
diferem entre si pelo teste de Scott-knot ao nivel de 5% de probabilidade.

Observa-se na Tabela 9 um expressivo ganho de umidade ao longo do
tempo, o que indica que a embalagem utilizada nédo foi satisfatoria, apresentando
vedacdo contra umidade inapropriada. Frente as informacGes obtidas, mostram-
se necessarios maiores estudos para se verificar a real contribuicdo do teor de
umidade e da presenca de sais sobre a viabilidade do agente bioprotetor.

Com relagdo ao pH, o tratamento 3 foi 0 que apresentou maior valor,

sendo o pH de menor valor 0 1 (Tabela 10).
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Tabela 10 Médias do pH nas diferentes matrizes de imobilizagdo armazenados
na presenca de sais.
Formulacgdes pH
5,21C
5,23C
6,08A
525C
5,33C
5,33B

CcVv 5,99%
*Médias seguidas pela mesma letra mailsculas nas colunas ndo diferem entre si pelo
teste de Scott-knot ao nivel de 5% de probabilidade.

O o b W N

De maneira geral, observa-se a partir da Tabela 11 que o pH aumentou

moderadamente a partir do tempo 30.

Tabela 11 Médias do pH ao longo do tempo armazenados na presenca de sais.

Tempo pH
0 5,18B
30 5,45A
60 5,48A
90 5,69A
Ccv 5,99%

*Meédias seguidas pela mesma letra maitsculas nas colunas nao diferem entre si pelo
teste de Scott-knot ao nivel de 5% de probabilidade.
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5 CONCLUSOES

4 O método de cultivo empregado apresentou um bom rendimento de
esporos por litro, entretanto o tempo de cultivo ainda é relativamente alto;

v A extracdo de esporos do arroz em meio liquido mostrou-se uma técnica
promissora para elaboragdo de formulagGes com concentragdes especificas;

v As formulacGes desenvolvidas nesta pesquisa apresentaram alta
resisténcia ao processo de secagem por liofilizacdo, com destaque para a
formulacdo 4 a base de Vixil S, glicerol e leite em p6 desnatado.

4 O processo de secagem em estufa a 35°C ndo foi adequado para a
secagem das matrizes em forma de gel, causando 100% de inativacao celular;

4 O presente estudo mostrou que o processo de liofilizagdo e a
incorporacdo de materiais encapsulantes sdo de grande potencial para melhoria
da estabilidade de Cladosporium cladosporidides (Fres.) de Vries;

4 As formulacdes liofilizadas, mesmo tendo aumentando os teores de

umidade ao longo do tempo mostraram viabilidade satisfatoria a 150 dias de

armazenamento.
4 A mistura das formulaces com sais apresenta viabilidade até 90 dias;
4 O teor de umidade dos tratamentos aumentou de forma bastante

expressiva ao longo do tempo com ou sem a presenca de sais, indicando que as
condicdes de manipulagéo e armazenamento ndo foram adequadas;

4 Com excecdo do Controle e da Formulagdo 5, ambas a base de arroz,
todas as demais formulagGes apresentaram solubilidade adequada.

v A Microscopia Eletronica de Varredura deixou claro as diferengas entre
os tratamentos com e sem a adi¢do de componentes microencapsulantes, onde no

segundo caso o fungo fica exposto e visivel.
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4 O método utilizado na secagem das microcapsulas é tdo importante
guanto 0s materiais de imobilizacdo para promover protecdo ao agente

bioprotetor da qualidade do cafe.



70

6 CONSIDERACOES FINAIS

Sugestdes para estudos futuros:

4 Avaliar o potencial de biodegradacdo das matrizes de imobilizacdo
utilizadas;
4 Avaliar a vida de prateleira do fungo em embalagens contendo saches de

silica gel e outros agentes antiumectantes;
4 Avaliar a relacdo de gases durante a estocagem;
4 Avaliar o efeito da utilizacdo de atmosfera modificada sobre o

desenvolvimento do fungo;

4 Determinar a relacdo ideal entre a concentracdo celular e a matriz de
imobilizacao;
v Caracterizar a liberacdo e desenvolvimento do fungo em condicGes de

campo nas diferentes matrizes;
v Avaliar a solubilidade e a viabilidade ao longo do tempo de

armazenamento das formulagdes em diferentes pH’s.
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