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RESUMO

O controle biologico consiste no emprego de um organismo que ataca outro que esteja
causando danos economicos as lavouras. A espécie Trichoderma harzianum é uma das mais
utilizadas no controle biologico de fungos fitopatogénicos. A desidratacdo dos esporos
permite sua preservagdo por um longo periodo de tempo, e um dos métodos utilizados para a
secagem é a atomizagdo. Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da temperatura de
entrada e de saida do ar no nivel de sobrevivéncia de conidios de T. harzianum LCB47, e na
umidade do material em po obtido da secagem em “spray dryer”. A temperatura de saida de
55°C foi a melhor para a obtencdo de alto nivel de sobrevivéncia dos esporos de
Trichoderma harzianum LCB47.
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INTRODUCAO

O controle bioldgico consiste no emprego de um organismo (predador, parasita ou
patégeno) que ataca outro que esteja causando danos econdmicos as lavouras (PLANETA,
2007). Fungos do género Trichoderma sao reconhecidos como agentes de controle bioldgico
por serem antagonistas a vdrios fungos fitopatogénicos, podendo exercer o controle
indiretamente, por meio de indugdo de resisténcia e de tolerancia ao estresse as plantas ou,
diretamente, competindo por espagco e nutrientes, produzindo substincias antimicrobianas,
inativando as enzimas do patégeno e mediante 0 micoparasitismo, sendo a a¢do das enzimas
hidroliticas sobre os fitopatégenos considerado o principal mecanismo envolvendo o processo
desse antagonista (SILVA; MELLO, 2007). T. harzianum vem sendo aceito como um dos
agentes de biocontrole mais potentes contra doengas de plantas, e vem sendo usado com um
antagonista contra varios fungos fitopatogénicos do solo nos udltimos anos (TSENG et al.,
2008).

Para o controle bioldgico, ¢ importante guardar a unidade ativa em um estdgio infeccioso,
contudo dormente, seguro e facil para aplicagdo. A chave para prolongar sua sobrevivéncia é



s <= XVII SIMPOSIO NACIONAL DE BIOPROCESSOS

. ®
BGiie °

Natal / RN 02 a 05 de agosto

2009

parar a germinacdo e reduzir o metabolismo ao méaximo, o que é possivel através da
desidratacio (HORACZEK; VIERNSTEIN, 2004). O beneficio da secagem de conidios € a
reducdo da sua atividade metabdlica, o que minimiza a perda das reservas de armazenamento
e a producdo de metabolitos toxicos (GUIJARRO et al, 2006).

A secagem por atomizagdo ou ‘“‘spray drying” tem sido reportada como eficiente para
secagem de conidios, uma vez que diminui a perda durante o processo de secagem e melhora
a estabilidade do fungo durante seu armazenamento (GAVA, 2006). A atomizacao € a técnica
mais comum e barata para a produgdo de produtos microencapsulados (GHARSALLAOQOUI et
al., 2007), sendo a maltodextrina um dos encapsulantes mais freqiientemente utilizados nesse
processo (COLLARES, 2001).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da temperatura de entrada e de saida do ar no
nivel de sobrevivéncia de conidios de Trichoderma harzianum LCB47, e na umidade do
material em po obtido da secagem em ““spray dryer”.

MATERIAL E METODOS

Microrganismo: Foi utilizada uma linhagem de Trichoderma harzianum LCB47, transferido
do Laboratério de Controle Biolégico da Embrapa Semi-Arido, Petrolina/PE.

Producdo de indéculo: Utilizou-se erlenmeyers de 125 mL contendo meio de cultura,
constituido de 4,6 g de farelo de trigo e 6 mL de solucdo de peptona 5,6%, previamente
autoclavado a 121°C/15min. O inoculo foi removido do meio através de extragao com 50 mL
de solu¢do 0,3% (v/v) de Tween 80.

Producgdo dos esporos em maior escala: Utilizou-se meio farelo de trigo, constituido de
farelo e 4gua na proporcao de 1:2, que segundo Cavalcante et al. (2008) é adequado para a
producdo de esporos de fungo do género Trichoderma. 40g do meio farelo de trigo foram
pesados em erlenmeyers de 500 mL, autoclavados a 121°C/15 min e apés resfriados, foram
inoculados. Os meios inoculados foram incubados em estufa bioldgica a 30°C por 120 a 168
horas.

Obtengdo e preparo da suspensdo de esporos: A partir do meio farelo de trigo foram
realizadas duas extracdes sucessivas com S50mL de dgua destilada estéril, para cada
erlenmeyer, obtendo-se entdio a suspensio de esporos. As suspensdes recuperadas, adicionou-
se maltodextrina dextrose equivalente 10 (DE 10) em quantidade correspondente a 4 vezes o
teor de solidos soldveis totais da suspensao, que foi utilizada como agente encapsulante, e em
seguida, a solucdo foi homogeneizada em homogeneizador de tecidos Acdo Cientifica,
modelo AC 620/2, até completa dissolu¢do da maltodextrina.

Condicdes de secagem no spray dryer: A secagem da suspensdo foi conduzida em Mini
Spray Dryer Biichi B-290, com fluxo de secagem concorrente, capacidade maxima de
secagem de 1,0 L de dgua por hora e bico atomizador de duplo fluido de 0,7 mm de diametro
(BUCHLI, 2005). A temperatura de entrada foi fixada manualmente, enquanto a temperatura de
saida do produto foi ajustada através da vazdo de alimentacdo da suspensdo e da velocidade
de aspiragao.

Solidos soldveis totais: Determinados na suspensdo recém-extraida do meio farelo de trigo
em refratometro digital Atago, modelo PR-101.
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Viabilidade: Determinada pela quantidade de esporos germinados e ndo germinados em
placas de Petri contendo meio dgar dgua (WA) com suspensdo comercial concentrada de
thiabendazole (485 g.L'l) fornecido por Novartis Biociéncias S.A (Tecto SC), apds 24 horas
de incubacdo a 21°C no escuro. 0,1 mL da suspensdo foram semeadas nas placas, e apds o
tempo de incubagdo, aproximadamente 1mL de solucdo lacto-glicérica de azul de anilina
foram adicionadas e espalhadas delicadamente por toda a superficie das placas. Foram
considerados germinados, os esporos com hifas iguais ou maiores que seu tamanho
(HORACZEK e VIERNSTEIN, 2004).

Nivel de sobrevivéncia: Expresso como o quociente dos conidios germinados antes (Np) e
apos (N;) o processo de secagem. Nivel de sobrevivéncia = (N;/ Np) x 100 (HORACZEK e
VIERNSTEIN, 2004).

Umidade: Determinado no p6 obtido da secagem, segundo metodologia 012/IV (IAL,
2004).

Fixou-se a temperatura de entrada e variou-se a de saida para avalia¢do do efeito isolado da
temperatura de saida, tanto na viabilidade dos esporos quanto no teor de umidade no pé
obtido (Tabela 1).

Tabela 1 - Condicoes de secagem dos experimentos para avaliagdo do efeito da temperatura de saida do ar no
nivel de sobrevivéncia dos esporos e na umidade do pd.

Temperatura (°C) Vazio de alimentacio Aspiracio (%) Vazao de ar
Entrada Saida da suspensao (%) pirag ¢ comprimido (L.h™")
120 55 40 100 742
120 60 25 100 742
120 65 20 100 742

Para avaliacdo do efeito isolado da temperatura de entrada na viabilidade dos esporos e no
teor de umidade do material seco resultante, fixou-se a temperatura de saida do ar e variou-se
a temperatura de entrada (Tabela 2).

Tabela 2 - Condi¢des de secagem dos experimentos para avaliagdo do efeito da temperatura de entrada do ar no
nivel de sobrevivéncia dos esporos e na umidade do pé.

Temperatura (°C) Vazio de alimentacdo da .~ Vazao de ar
- Aspiracao (%) . . 1
Entrada Saida suspensao (%) comprimido (L.h™)
100 55 20 100 742
110 55 27 100 742
120 55 40 100 742
140 55 55 100 742

160 55 60 95 742
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Farias et al., (2008), observaram que experimentos utilizando-se diferentes temperaturas de
entrada e mesma temperatura de saida (140/70°C e 170/70°C) originaram p6s com umidade
semelhante e mesmo nivel de sobrevivéncia dos esporos, sugerindo uma relacdo entre a
temperatura de saida do produto com o nivel de sobrevivéncia dos esporos. Desta forma,
foram conduzidos experimentos com a temperatura de entrada do ar fixa em 120°C, variando-
se as temperaturas de saida (Tabela 3), a fim de avaliar o efeito da temperatura de saida na
umidade do produto final e no nivel de sobrevivéncia dos esporos.

Tabela 3 - Nivel de sobrevivéncia dos esporos e umidade do pé resultante dos experimentos para avaliagdo do
efeito da temperatura de saida do ar.

Temperatura (°C) Viabilidade (%) Umidade Nivel de
Entrada Saida Antes* Depois* (%)* sobrevivéncia(%)
120 55 28,2 26,2 7,70 93
120 60 33,0 19,7 6,82 60
120 65 42,6 18,1 6,62 42

* Média dos experimentos conduzidos em triplicata

Tanto a umidade dos produtos da secagem quanto a viabilidade dos esporos apresentaram
uma relacdo inversa com a temperatura de saida. Este fato estd de acordo com Horaczek e
Viernstein (2004), que em seu trabalho também relataram que a temperatura de saida foi
fundamental para a obtencdo de esporos vidveis de Beauveria brongniartii € Metarhizium
anisopliae.

O melhor resultado com relagdo ao nivel de sobrevivéncia foi o do teste conduzido com
temperatura de saida do ar de 55°C, a qual foi escolhida para os experimentos seguintes.

Para a avaliacdo do efeito da temperatura de entrada na umidade do pd obtido apds a
secagem e no nivel de sobrevivéncia dos esporos, realizaram-se experimentos variando-se a
temperatura de entrada do ar de secagem e mantendo a temperatura de saida do ar fixa em
55°C, para todos os testes (Tabela 4).

Tabela 4 - Nivel de sobrevivéncia dos esporos e umidade do pé resultante dos experimentos para avaliagdo do
efeito da temperatura de entrada do ar.

Temperatura (°C) Viabilidade (%) Umidade Nivel de
Entrada Saida Antes* Depois* (%)* sobrevivéncia(%)
100 55 29.4 23,2 7,18 79
110 55 59,7 48,0 7,42 80
120 55 28,2 26,2 7,70 93
140 55 22,8 21,8 9,04 96
160 55 52,0 33,1 11,31 64

* Média dos experimentos conduzidos em triplicata



Q:‘\Np&‘“w XVII SIMPOSIO NACIONAL DE BIOPROCESSOS

Natal / RN 02 a 05 de agosto

2009

Com a elevagao da temperatura de entrada do ar de 100 a 160°C, observou-se aumento do
teor de umidade dos pés resultantes. A vazdo de alimentacdo da suspensdo foi um parametro
determinante na umidade do pd. Isso ocorreu devido a necessidade de se aumentar a vazao,
com a elevacdo da temperatura de entrada, para a manutencdo da temperatura de saida em
55°C. Biichi (2007) explica que quanto maior a alimentagdo de solugdo, maior € a energia
necessdria para evaporar a 4gua das gotas transformando-as em particulas..

Do experimento com temperatura de entrada de 100 até o de 140°C, observou-se relacdo
direta entre a umidade do material final da secagem e o nivel de sobrevivéncia dos esporos,
enquanto no de 160°C, apesar da umidade elevada do p6, o nivel de sobrevivéncia foi menor.
Provavelmente, para essa temperatura de entrada, a quantidade de encapsulante adicionada
ndo foi suficiente para proteger os esporos do ar quente durante a secagem.

CONCLUSOES

O aumento da diferenca entre a temperatura de entrada e a de saida implicou aumento da
umidade do material em p6 obtido apds a secagem. A temperatura de saida de 55°C foi a
melhor para a obten¢ao de alto nivel de sobrevivéncia dos esporos de Trichoderma harzianum
LCB47. A condic¢do de secagem que resultou em maior nivel de sobrevivéncia dos esporos foi
a 140/55°C de temperatura de entrada e de saida, respectivamente.
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