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RESUMO

T. harzianum ¢é uma das espécies mais utilizadas no controle biolégico de fungos
fitopatogénicos. A desidratacdo dos conidios permite sua preservacdo por um longo periodo
de tempo, e um dos métodos utilizados para a secagem é a atomizacdo. Este trabalho teve
como objetivo avaliar o efeito da temperatura de entrada do ar de secagem e do teor de
maltodextrina adicionado a suspensdo de conidios de Trichoderma harzianum LCB47 no seu
nivel de sobrevivéncia e na umidade e atividade de dgua do material final em po. A
temperatura de entrada influenciou o nivel de sobrevivéncia dos conidios, umidade e
atividade de dgua do material em po obtido, enquanto o teor de encapsulante influenciou o
nivel de sobrevivéncia e atividade de dgua do produto em po, mas ndo influenciou sua
umidade. O maior nivel de sobrevivéncia (96%) foi alcancado utilizando-se temperatura de
entrada de 140°C e 8% de maltodextrina.
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INTRODUCAO

Trichoderma spp. t€tm ganhado profunda aceitacdo como efetivos agentes de controle
bioldgico contra varios fitopatdégenos comerciais. Estes fungos antagonistas sao os mais
comuns entre os agentes fungicos de biocontrole devido a suas multiplas caracteristicas de
agentes de biocontrole, chamadas antagonismo e estimulacdo do crescimento de plantas
(VERMA et al., 2007). T. harzianum vem sendo aceito como um dos agentes de biocontrole
mais potentes contra doencas de plantas (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
parar a germinacdo e reduzir o metabolismo ao maximo, o que € possivel através da
desidratacio (HORACZEK; VIERNSTEIN, 2004). O beneficio da secagem de conidios € a
reducdo da sua atividade metabdlica, o0 que minimiza a perda das reservas de armazenamento
e a producdo de metabdlitos toxicos (GUIJARRO et al, 2006).
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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). Nesta técnica, uma
suspensdo aquosa € atomizada para formar finas goticulas, posteriormente aspergidas em uma
corrente de ar quente em paralelo ou contracorrente em uma camara de secagem (FELLOWS,
2006) para instantaneamente se obter um p6 (GHARSALLAOUI et al., 2007).

A atomizacdo € a técnica mais comum e barata para a producdo de produtos
microencapsulados (GHARSALLAOUI et al., 2007), sendo a maltodextrina um dos
encapsulantes mais freqiientemente utilizados nesse processo (BARROS e STRINGHETA,
2001).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da temperatura de entrada do ar de secagem e
do teor de maltodextrina adicionado a suspensdo de conidios de Trichoderma harzianum
LCB47 no seu nivel de sobrevivéncia e na umidade e atividade de dgua do material em pd,
apods 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.

Produc¢do de inéculo: 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 extragcdo com 50 mL
de solucdo 0,3% (v/v) de Tween 80.

Produc¢do dos conidios em maior escala: Utilizou-se meio farelo de trigo, constituido de
farelo e dgua na propor¢ao de 1:2, que segundo Cavalcante et al. (2008) é adequado para a
producdo de conidios 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 ap6s resfriados, foram
inoculados 1,0 x 10° conidios/g de meio. Os meios inoculados foram incubados em estufa
bioldgica a 30°C por 120 a 168 horas.

Obtencdo e preparo da suspensdo de conidios: A partir do meio farelo de trigo foram
realizadas duas extracdes sucessivas com 50mL de dgua destilada estéril, para cada
Erlenmeyer, obtendo-se entio a suspensio de conidios. As suspensdes recuperadas,
adicionou-se maltodextrina dextrose equivalente 10 (DE 10), que foi utilizada como agente
encapsulante, e em seguida, a solu¢do foi homogeneizada em homogeneizador de tecidos
Acao 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).

Para analisar os efeitos da temperatura de entrada do ar de secagem e do teor de
encapsulante adicionado a suspensdo de conidios, foi montado um delineamento composto
central rotacional (Tabela 1).
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Tabela 1 - Valores dos pardmetros de cada experimento do planejamento

° Teor de Vazao de . Vazao de ar
Temperatura (°C) encapsulante alimentacdo da ASIZI‘;a)QaO comprimido
Entrada Saida (% m/v) suspensio (%) ¢ (L.h")
120 55 6,0 37 100 742
120 55 10,0 35 100 742
160 55 6,0 73 100 742
160 55 10,0 75 100 742
112 55 8,0 30 100 742
168 55 8,0 65 100 742
140 55 52 47 100 742
140 55 10,8 47 100 742
140 55 8,0 55 100 742
140 55 8,0 54 100 742

Foram fixados os parametros fluxo de ar comprimido, que foi de 742 L.h'l, e velocidade do
aspirador, que foi de 100%. A vazdo de alimentacdo da suspensdo foi ajustada em cada
experimento, de forma a estabelecer a temperatura de saida em 55°C para todos os testes
realizados.

Solidos soliveis totais: Determinados na suspensao recém-extraida do meio farelo de trigo
em refratometro digital Atago, modelo PR-101. O teor de solidos soluveis totais da suspensao,
antes da adi¢ao do encapsulante, foi fixado em 2,0°Brix (2,0%) para todos os experimentos.

Viabilidade: Determinada pela quantidade de conidios germinados e ndo germinados em
placas de Petri contendo meio agar dgua (WA) com suspensdao comercial concentrada de
tiobendazol (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 suspensao foram semeadas nas placas, e apds o tempo
de incubacdo, 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 conidios 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
ap6s (Np) o processo de secagem. Nivel de sobrevivéncia = (N;/ Np) x 100 (HORACZEK e
VIERNSTEIN, 2004).

Atividade de dgua (Aw): Determinado no produto em pé por leitura direta em aparelho
Aqualab modelo CX-2 — Decagon.

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

Em condi¢des de maior teor de encapsulante, menor foi o efeito da temperatura de entrada
do ar no nivel de sobrevivéncia dos conidios (Tabela 2). Quando o teor de maltodextrina
adicionado a suspensdo de conidios foi de 6%, o aumento da temperatura de entrada de 120°C
para 160°C resultou em reducdo de 13% no nivel de sobrevivéncia, enquanto com 10% de
maltodextrina, para a mesma variagdo de temperatura, o nivel de sobrevivéncia dos conidios
se manteve estdvel. Este fato indica a capacidade do encapsulante de proteger os conidios do
calor durante a secagem, reduzindo sua perda de viabilidade. Isso foi observado porque,
apesar de ndo significativo a 5% de significancia, o fator linear do teor de encapsulante foi o
mais importante na determinacdo da resposta em estudo, e porque este fator afeta
positivamente o nivel de sobrevivéncia dos conidios (Tabela 3).

Tabela 2 - Nivel de sobrevivéncia dos conidios, e umidade e atividade de dgua do p¢ resultante das condi¢des de
secagem do planejamento experimental.

Temperatura Teor de Viabilidade (%) Nivc?l fle _ Umidade

de entrada encapsulante : sobrevivéncia (%)* Aw*
°O) (% m/v) Antes* Depois* (%)
120 6 26,0 20,0 77 7,67 0,410
120 10 26,3 243 92 8,12 0,500
160 6 30,3 20,3 67 10,69 0,610
160 10 27,0 25,0 93 11,16 0,620
112 8 63,7 40,7 64 7,16 0,448
168 8 34,7 33,0 95 11,37 0,617
140 5,2 43,3 35,0 81 9,69 0,507
140 10,8 37,7 35,7 95 8,78 0,549
140 8 21,7 20,0 92 9,38 0,543
140 8 24,0 23,7 99 8,70 0,483

* Média dos experimentos conduzidos em triplicata

Com relacdo a temperatura de entrada do ar, apenas seu fator quadrdtico se mostrou
importante na determina¢do do nivel de sobrevivéncia, com nivel de confianca de 84%
(Tabela 3).
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Tabela 3 - Dados estatisticos com rela¢do ao nivel de sobrevivéncia dos conidios.

Efeito P
Fator
NS Umidade Aw NS Umidade Aw
Média/interacio 95,50 9,04 0,51 <0,001 <0,001 <0,001
()T entrada (°C)(L) 8,71 3,00 0,14 0,303 <0,001 0,002
T entrada (°C)(Q) -16,75 0,30 0,02 0,161 0,528 0,432
(2)Encapsulante (%)(L) 15,20 -0,09 0,04 0,108 0,797 0,103
Encapsulante (%)(Q) -8,25 0,28 0,02 0,445 0,567 0,526
1L x 2L 5,50 0,01 -0,04 0,626 0,984 0,210

(L) Fator linear, (Q) Fator quadratico, NS: Nivel de sobrevivéncia, Aw: atividade de 4dgua.

A um nivel de confianca de 95%, o efeito linear da temperatura de entrada do ar de secagem
foi o unico parametro significativo na umidade final do p6 obtido (Tabela 3). A temperatura
de saida do produto € controlada pelo ajuste de pardmetros como o fluxo de ar e a aspiragao,
que nesse caso foram constantes em todos os experimentos, € a vazdo de alimentacdo da
bomba, que foi o parametro varidvel. Dessa forma, foi necessdria uma maior vazdo de
suspensao de conidios (70%) para a temperatura de entrada do ar de 160°C do que para a de
120°C (35%), para a obtengcao de produto com temperatura final de 55°C em ambos os
experimentos (Tabela 1). Por isso, na condi¢cdo de maior temperatura de entrada do ar, a
remocgao de dgua da suspensdo na forma de goticulas foi menor, resultando em maior umidade
residual. Isso explica o efeito positivo entre a temperatura de entrada e a umidade do pé
(Tabela 3). O teor de encapsulante ndo foi um parametro significativo com relagdo a umidade
do produto final (Tabela 3).

Larena, De Cal e Melgarejo (2007) citam trabalhos onde o contetido de umidade elevado do
produto pode ter sido a causa de mudangas ocorridas na viabilidade durante a estocagem. Alta
umidade leva o microrganismo a quebrar a dorméncia antecipadamente e propicia o
crescimento de contaminantes.

Quanto a atividade de dgua, o fator linear temperatura de entrada do ar de secagem foi o
unico significativo, apresentando nivel de confianca de 99,8%, e correlagdo positiva com a
resposta analisada (Tabela 3). Apesar de ndo significativo, o fator linear do teor de
encapsulante foi importante na determina¢do da atividade de dgua do produto final, com nivel
de confian¢a de aproximadamente 90%.

CONCLUSOES

A temperatura de entrada foi importante na determinacdo do nivel de sobrevivéncia dos
conidios e foi um fator significativo na umidade e atividade de 4gua do material em pé obtido.
O teor de encapsulante também foi um parametro importante no nivel de sobrevivéncia e na
atividade de dgua do produto em pd, mas ndo apresentou influéncia na sua umidade. A
condicdo de temperatura de entrada de 140°C e adicao de 8% de maltodextrina a suspensao de
conidios foi a que resultou em maior nivel de sobrevivéncia dos conidios (96%).
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