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RESUMO

Introducdo e objetivo: Metarhizum anisopliae é uma das espécies de fungos
entomopatogénicos mais estudadas em controle bioldgico por estar naturalmente
associada a carrapatos e por apresentar alta viruléncia em condicGes laboratoriais. M.
anisopliae é capaz de, sob condic¢Ges in vitro, formar uma estrutura de resisténcia
denominada microesclerddio (ME). Os microesclerddios tém-se mostrado mais eficazes
do que produtos a base de conidios, quando aplicados diretamente ao solo para o controle
de algumas pragas. Assim, o objetivo do presente trabalho consistiu em desenvolver e
caracterizar formulacdo inorganica peletizada contendo microesclerdédios de M.
anisopliae 1P119, avaliar sua estabilidade sob armazenamento a 4°C e a 40°C, e
determinar sua tolerancia a radiagdo UV-B. Métodos: Foram desenvolvidas e avaliadas
seis formulacGes de pellets compostas por terra diatoméacea, vermiculita, silicato de
aluminio e magnésio ou didxido de silicio coloidal, de forma isolada ou em combinacéo.
Os pellets foram obtidos pela técnica de extrusao-esferonizacédo e a secagem foi realizada
em leito fluidizado com temperatura do ar de saida mantida a 40°C ou 50°C. Durante a
secagem, em intervalos pré-determinados de tempo, amostras foram coletadas para
avaliacdo da umidade residual, producao e viabilidade de conidios. Além disso, avaliou-
se a producdo e a viabilidade de conidios apos armazenamento dos pellets por 7 a 21 dias.
Para a avaliacdo da tolerancia de conidios e pellets contendo ME frente a radiagdo UV-
B, os materiais foram expostos por até 4 horas (irradiancia de 541,54 mW/m?) ou 12 horas
(irradiancia de 1239,23 mW/m?), respectivamente. Resultados e Discussao: Pellets com
constituintes totalmente inorganicos foram obtidos e a formulacgéo selecionada foi aquela
composta por vermiculita, terra diatomacea e didxido de silicio coloidal (78:20:2), que
apresentou caracteristicas de rendimento (48%), distribuicdo de tamanho (431,5 a 758,5
pum), tamanho médio (584,90 um + 122,40) e esfericidade (0,75 + 0,07) adequados.
Houve reducdo consideravel da umidade residual entre o tempo 0 (~29%) e 5 minutos de
secagem (~6%), e a umidade residual permaneceu estavel até o final da operacéo. Dessa
forma, a secagem dos pellets pelo periodo de 5 minutos a 40°C ou a 50°C se mostrou
satisfatoria. Além disso, os pellets selecionados e secos por leito fluidizado apresentaram
producéo de conidios sempre superior a 1,7x10° conidios/g de pellets, e a viabilidade dos
mesmos foi maior do que 93%, em todos os tempos analisados e para ambas as
temperaturas. Houve contaminacdo dos pellets sob armazenamento a 40°C apos o 7° dia
de ensaio, sem diferenca de producio (~1,3x10° conidios/g de pellets) e de viabilidade
(>94%) dos conidios. J& na temperatura de 4°C, a producdo e a viabilidade dos conidios
permaneceram estaveis até o 21° dia de armazenamento. No ensaio de tolerancia a
radiacdo UV-B, a DL50 estimada para os conidios de M. anisopliae foi de 5,545 + 0,059
(kJ/m?), ao passo que para os pellets contendo microesclerddios foi observada a
manutencdo da germinacgdo (>98%) e uma elevada producdo de conidios (>1,6x10°
conidios/g de pellets). Conclusdo: No presente trabalho, foi possivel obter, pela técnica
de extrusdo-esferonizacdo, pellets inorganicos contendo material fungico, com
manutencdo da viabilidade fangica ap6s secagem e alta tolerancia a radiacdo UV-B,
representando grande potencial para uso no controle bioldgico de artropodes-praga.

Palavras-chave: fungo entomopatogénico, pellets, armazenamento, UV-B



ABSTRACT

Introduction and objective: Metarhizium anisopliae is one of the most studied fungi for
biological control, since it is found naturally associated with ticks and has showed high
virulence in laboratory conditions. M. anisopliae can form in vitro an overwintering
structure called microesclerotia (MS). The microsclerotia have been shown to be more
effective than products based on conidia when applied directly to the soil for control of
some pests. Thus, the objective of this study was to develop and characterize inorganic
pelletized formulations containing microsclerotia of M. anisopliae IP119, assess its
stability under storage at 4°C and 40°C and determine its tolerance to UV-B radiation.
Methods: Six pellets formulations composed of diatomaceous earth, vermiculite,
aluminum magnesium silicate or colloidal silicon dioxide, alone or in combination, were
developed and evaluated. The pellets were obtained using the extrusion-spheronization
technique and were dried in a fluid-bed dryer with an outlet air temperature kept at 40°C
or 50°C. During drying, at pre-determined time intervals, samples were collected for
evaluation of the residual moisture content, conidia production and viability. The pellets
were also evaluated for their storage stability at 4°C and 40°C. Conidia production and
viability were evaluated after storage periods of 7 to 21 days. In addition, UV-B tolerance
of the conidia and pellets containing MS was evaluated by exposing them to the artificial
light for 4h (irradiance of 541,54 mW/m?) and 12h (irradiance of 1239,23 mW/m?),
respectively. Results and Discussion: Inorganic pellets were obtained and the selected
formulation was composed by vermiculite, diatomaceous earth and colloidal silicon
dioxide (78:20:2), since it showed the best yield (48%), size distribution (from 431.5 to
758.5 um), average size (584.90 um + 122.40) and sphericity (0.75 + 0.07). There was a
considerable reduction of the residual moisture between time 0 (~29%) and 5 minutes
(~6%), which remained stable until the end of drying operation. Thus, pellet drying for a
5 minutes period at 40°C or 50°C resulted in a proper moisture content. Fluid-bed dried
pellets presented conidia production always above 1.7x10° conidia/g pellets, with
viability > 93%, at all times and for both temperatures. In the pellet storage at 40°C, a
contamination was observed after the 7" storage day, without differences in conidia
production (~1.3x10° conidia/g of pellets) and viability (> 94%). At 4°C, the conidia
production and viability remained stable until the 21" storage day. Regarding the
tolerance to UV-B radiation test, the calculated LD50 of M. anisopliae conidia was 5.545
(kJ/m?) £+ 0.059. In the exposed pellets containing microsclerotia germination was >98%,
and it was observed high conidia production (>1,6x10° conidia/g of pellets). Conclusion:
It can be concluded that the inorganic formulation allow to obtain pellets containing
fungal material by extrusion-spheronisation technique with maintenance of fungal
viability after drying, resulting in a formulation with high UV-B tolerance. This solid
platform has a great potential for use in pest biological control.

Keywords: entomopathogenic fungi, pellets, storage, UV-B
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1 INTRODUCAO

Pesticidas quimicos tém sido utilizados ha mais de 60 anos como a principal
ferramenta para o controle de insetos e pragas (JACKSON, JARONSKI, 2009). Embora
a utilizagio desses produtos contribua significativamente no controle de pragas, fatores
como o alto custo, aumento na poluicdo ambiental, selecdo de individuos resistentes
(RIBEIRO et al., 2010) e a permanéncia de residuos desses produtos em alimentos tém
despertado a atencdo para o desenvolvimento e aprimoramento de métodos alternativos
de controle, incluindo o controle biolégico (CHANDLER et al., 2000; FERNANDES,
BITTENCOURT, ROBERTS, 2012; CAMARGO et al., 2014)

O controle bioldgico consiste na reducdo de uma populacédo de artropodes-praga
pela utilizacdo de predadores, parasitas ou patdgenos de ocorréncia natural (DALZOTO,
UHRY, 2009). Dentre os artropodes-praga, por exemplo, encontram-se: pulgdo lanigero
Eriosoma lanigerum (Hemiptera, Aphididae), broca-do-café Hypothenemus hampei
(Coleoptera, Scolytidae), mosca-do-mediterraneo  Ceratitis capitata (Diptera,
Tephritidae), mariposa oriental Grapholita molesta (Lepidoptera, Tortricidae),
cochonilha-dos-pastos Antonina graminis (Hemiptera, Pseudococcidae), broca da cana-
de-agUcar Diatraea saccharalis (Lepidoptera, Cambidae), moscas-das-frutas (Diptera,
Tephritidae), traca-do tomate — Tuta absoluta (Lepidoptera, Gelechiidae) (PARRA et al.,
2002; SILVA, BRITO; 2015), cigarrinhas da cana-de-aclicar Mahanarva fimbriolata
(DALZOTO, UHRY, 2009) e os carrapatos Dermacentor nitens, Amblyomma
variegatum, Rhipicephalus sanguineus e Rhipicephalus microplus (FERNANDES,
BITTENCOURT, ROBERTS 2012).

A infestagéo do rebanho bovino pelo carrapato do boi, R. microplus, tem causado
enormes prejuizos a agropecudria brasileira, resultando em perdas de cerca de 3 bilhdes
de dolares anuais relacionadas a reducdo da producdo de carne, leite e couro, e a
transmissdo de agentes patogénicos aos animais parasitados, além dos custos com o
tratamento dos animais (GRISI et al., 2014; KASSAB et al., 2011). O R. microplus possui
ciclo de vida monoxeno, que pode ser dividido em duas fases: fase ndo parasitaria e fase
parasitaria (ANGELO, BITTENCOURT, 2013). A fase ndo parasitaria ocorre no solo e
tem inicio quando a fémea ingurgitada se desprende do hospedeiro para o periodo de

postura dos ovos. A fase de vida parasitaria inicia-se com a fixacdo da larva infectante no
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hospedeiro, seguida por sua alimentacéo, troca de cuticula, fase de ninfa, ingurgitamento,
muda, fase adulta, acasalamento, ingurgitamento e queda das fémeas (FURLONG, 2005).

O controle biolégico desse artrépode usando espécies de fungos
entomopatogénicos tem se mostrado promissor (ATHAYDE, FERREIRA, LIMA, 2001;
JACKSON, JARONSKI, 2009; FERNANDES, BITTENCOURT, ROBERTS, 2012;
CAMARGO et al.,, 2014). Muitos fungos entomopatogénicos estdo naturalmente
associados a carrapatos e alguns deles tém demonstrado alta viruléncia em condig¢oes
laboratoriais, sendo Metarhizium anisopliae uma das espécies mais investigadas
(ANGELO, BITTENCOURT, 2013). As espécies do género Metarhizium séo
cosmopolitas, podendo ser encontradas no solo, em cadaveres de insetos e na rizosfera de
plantas (MEYLING, EILENBERG, 2007). Tais fungos geralmente infectam seus
hospedeiros através de conidios que se fixam para germinar e penetrar a cuticula, depois
se multiplicam na hemocele do hospedeiro causando a morte deste (FERNANDES,
BITTENCOURT, 2008). Sob condicGes favoraveis, o fungo esporula extensivamente
sobre o cadaver do artrpode para facilitar novas infec¢Ges na populacéo de hospedeiros
e assim continuar seu ciclo (CHANDLER et al., 2000).

O conidio é a forma infectiva mais utilizada e investigada na producdo de
micopesticidas (FARIA, WRAIGHT, 2007). No entanto, outros propagulos flngicos tém
sido investigados recentemente para producdo de biopesticidas, como, por exemplo, 0s
microesclerédios (ME), que sdo aglomerados quitinizados de hifas formando uma
estrutura de resisténcia do micro-organismo (JACKSON, JARONSKI, 2009). Para o
controle de determinados artropodes, os microesclerddios tém-se mostrado mais eficazes
do que produtos a base de conidios, quando aplicados diretamente ao solo (JARONSKI,
JACKSON, 2008; JACKSON, JARONSKI, 2009).

Suspensdes oleosas e/ou aquosas contendo propagulos fldngicos sdo as
formulacGes mais utilizadas para o controle biologico de pragas (ANGELO et al., 2010;
ANGEL-SAHAGUN et al., 2010), contudo, tais formulacées liquidas dificilmente s&o
distribuidas homogeneamente na matriz do solo. Uma vez que as fémeas ingurgitadas do
carrapato-do-boi procuram ambientes com microclima Uumido no solo para realizar a
postura dos ovos, o desenvolvimento de formulag6es granulares (multiparticuladas) com
base em microesclerodios pode ser vantajosa, pois esse material pode ser distribuido de
forma uniforme e, uma vez no solo, pode atuar como um foco de produgéo constante de
conidios infectantes, garantindo que os artrépodes que passem por aquele local se
contaminem com conidios (JACKSON, JARONSKI, 2009).
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Dentre os sistemas multiparticulados encontram-se os pellets, que consistem em
pequenas unidades esféricas formadas a partir da aglomeragcdo de pés finos, sendo
produzidos, principalmente, pelo método de extrusdo-esferonizacdo. Os pellets tém
despertado crescente interesse em diversos segmentos industriais devido as suas diversas
vantagens tecnologicas, tais como seu escoamento uniforme e elevado, estreita
distribuicdo de tamanho de particulas e incorporagdo de grande quantidade de ativo
(SANTOS et al., 2006).

Dentre os adjuvantes que podem ser empregados na obtencdo de pellets por
extrusao-esferonizacdo, a celulose microcristalina é considerada como sendo padrao-ouro
por conferir propriedades reoldgicas adequadas a massa Umida, resultando em unidades
com boa esfericidade, friabilidade reduzida e alta densidade (DUKIC-OTT et al., 2007;
DUKIC-OTT et al., 2009; CHAMSAI, SRIAMORNSAK, 2013). Contudo, a baixa taxa
de desintegracao da celulose microcristalina pode limitar seu uso, implicando na escolha
de outros adjuvantes, tais como outros biopolimeros, polimeros sintéticos e lipidios
(DUKIC-OTT et al., 2009).

Relatos sobre o preparo de pellets com o uso exclusivo de adjuvantes inorganicos
ndo estdo disponiveis na literatura, no entanto, alguns materiais inorganicos de baixo
custo de aquisicio sdo promissores para este fim. E o caso da terra diatomécea, da
vermiculita, do silicato de aluminio e magnésio e do didxido de silicio coloidal. A terra
diatoméacea se apresenta como material pulvéreo proveniente de fdsseis de algas
unicelulares, que apresenta conhecida atividade inseticida (KURONIC, 2013). A
vermiculita, por sua vez, é um argilomineral pertencente a familia das micas, que possui
propriedades de plasticidade e adsorcdo (CURBELO, 2002). O silicato de aluminio e
magnésio é composto por uma mistura de saponitas e montmorilonitas e pode ser utilizado
como agente aglutinante (ROWE, SHESKEY, QUINN, 2009). Ja o diéxido de silicio
coloidal é amplamente utilizado como agente deslizante e absorvente (ARAUJO
JUNIOR, 2011).

E importante ressaltar que, conforme apresentado acima, a auséncia de estudos
na literatura sobre o desenvolvimento de formulacGes peletizadas totalmente inorgénicas
para controle bioldgico, além do fato de que o uso de microesclerédios para tal finalidade
tem sido pouco investigado, justificam o desenvolvimento de pellets inorganicos
contendo microesclerddios de M. anisopliae, como uma abordagem de caréater original e
com potencial parao controle bioldgico de artropodes-praga que possuam em seu ciclo
bioldgico uma fase de vida ndo parasitaria. Mais especificamente, é importante
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desenvolver pellets capazes de proteger as estruturas fangicas da acdo deletéria da
radiacdo solar apos a aplicacdo e que, adicionalmente, garantam a estabilidade dos fungos
durante o armazenamento. Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi desenvolver,

caracterizar e avaliar pellets inorganicos contendo microesclerodios de M. anisopliae.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Rhipicephalus (Boophilus) microplus
2.1.1. O CARRAPATO E SUA IMPORTANCIA ECONOMICA

Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Figura 1), foi inicialmente descrito por
Canestrini em 1888, sendo popularmente conhecido como carrapato-do-boi ou carrapato
dos bovinos. E um ectoparasita hematdfago pertencente ao filo Arthropoda, classe
Arachnida, ordem Ixodida, subordem Metastigmata e a familia Ixodidae (ANGELO,
BITTENCOURT, 2013; VERISSIMO, 2013). Em 2003, ap6s estudos filogenéticos, o
género Boophilus (Curtice, 1891) foi reclassificado como um subgénero do género
Rhipicephalus (Koch, 1844) e a espécie conhecida por Boophilus microplus passou a ser
denominada Rhipicephalus (Boophilus) microplus (MURREL, BARKER, 2003).

Figura 1. Rhipicephalus microplus: fémea ingurgitada (posicao ventral) e macho (posi¢do dorsal)

Fonte: MUNIZ, 2015

Acredita-se que R. microplus seja originario do continente asiatico, mais
precisamente da India e llha de Java, tendo surgido no periodo terciario, através da
evolucdo de parasitos primitivos de répteis do periodo paleolitico (HOOGSTRAAL,
WASSEF, 1985; FRANQUE, 2007). Sua introdugdo nos demais paises, com destaque
para aqueles tropicais, onde as condicdes ideais de temperatura e umidade garantem a
manutenc&o e sobrevivéncia da espécie (GARCIA, 2009), se deve a importacdo do gado
asiatico. Essa espécie encontra-se distribuida entre os paralelos 32° N e 32° S, e afeta 0s
rebanhos bovinos das Américas Central e do Sul, Africa e Asia (ESTRADA-PENA et al.,

2006), sendo responsavel por grandes perdas econdmicas na pecudria brasileira.
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No Brasil, a agropecuaria é um segmento de elevada importancia econémica,
contando com mais de 210 milhdes de cabegas de gado (BRASIL, 2012) e representando,
em 2013, 7% do PIB (Produto Interno Bruto) (BRASIL, 2014). No entanto, a
produtividade e rentabilidade desse ramo sdo altamente influenciados pelos efeitos
deletérios decorrentes do parasitismo do rebanho bovino por R. microplus. Estima-se que
0S prejuizos ocasionados por esse parasita podem resultar em perdas anuais de até 3,23
bilhdes de dolares a economia brasileira (GRISI et al., 2014).

Os prejuizos estdo relacionados aos efeitos diretos e indiretos provenientes do
parasitismo. Os danos decorrentes da acdo direta caracterizam-se pela espoliacdo
sanguinea e suas consequéncias, tais como anemia, supressdo do apetite e diminuicdo da
resposta imune, que resultam em reducao da producdo de leite e carne. Além de danos ao
couro que geram desvalorizacdo desse produto e podem propiciar a facil deposicédo de
larvas causadoras de miiases (FURLONG, 2005; SANTOS, 2013; RECK et al., 2014).

Os danos indiretos envolvem a transmissdo de agentes patogénicos, como 0s
protozoarios Babesia bovis e Babesia bigemina e a bactéria Anaplasma marginale,
responsaveis pelo quadro clinico conhecido por Tristeza Bovina Parasitaria (TPB).
Também envolvem o0s prejuizos resultantes da méao-de-obra necessaria para 0 seu
controle, assim como as demais despesas com medicamentos, compra de aspersores e
aquisicdo de carrapaticidas (FRANQUE, 2007; FERRETO, 2013; RECK et al., 2014).

2.1.2. CICLO BIOLOGICO DE Rhipicephalus (Boophilus) microplus

R. microplus apresenta um ciclo de vida monoxeno, o que significa que esse
ectoparasita depende de apenas um Unico hospedeiro para seu desenvolvimento, sendo
preferencialmente bovinos, podendo também infectar equideos, caprinos, ovinos,
bubalinos e cervideos (FERRETO, 2013). O ciclo bioldgico desse carrapato, representado
na Figura 2, se divide em uma fase parasitaria, que ocorre sobre o hospedeiro; e uma fase
ndo parasitaria, que acontece no solo (GARCIA, 2009; FERRETO, 2013).
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Figura 2. Ciclo de vida do Rhipicephalus (Boophilus) microplus. (1) Larva infectando o animal; (2) Fémea
iniciando o repasto sanguineo; (3) Fémea totalmente ingurgitada; (4) Fémea ingurgitada no solo, apés o
desprendimento do animal; (5) Ovos de carrapato; (6) Larvas de carrapato prontas para infectar o
hospedeiro

Fonte: PEREIRA, SOUZA, BAFFI, 2010

A fase ndo parasitaria tem inicio quando a teledgina, ou seja, a fémea adulta
repleta de sangue se desprende do hospedeiro, geralmente no periodo da manhg, e cai ao
solo em busca de um local sombreado e Umido para realizar a postura dos ovos. Tal
periodo, denominado periodo de pré-postura tem duracdo média de 2 a 3 dias
(FURLONG, 2005; SANTOS, 2013). Posteriormente, tem-se o periodo de ovipostura
com duracdo média de 17 dias, no qual cada fémea pode colocar de 2 a 3 mil ovos. As
larvas levam cerca de 2 a 3 semanas para eclodirem. Apds encerrar a postura a fémea
morre (FURLONG, 2005; GARCIA, 2009; FERRETO, 2013).

As larvas recém-eclodidas ndo sdo infectantes, necessitam de um periodo de
cerca de 7 dias para que haja o enrijecimento da cuticula, tornando-se, entdo, larvas
infectantes (GARCIA, 2009; FERRETO, 2013). Ap0s esse periodo, as larvas infectantes
migram, por geotropismo negativo e fototropismo positivo, e se aglomeram na
extremidade superior da vegetacdo a espera do hospedeiro, ocorrendo maior migracao
durante a primeira metade da manha. Ao atingirem o hospedeiro adequado, as larvas
movimentam-se por cerca de 1 hora até se fixarem em locais como regido perineal,
perianal, Ubere, tdbua do pescoc¢o e face interna de coxas, iniciando a fase parasitaria
(FRANQUE, 2007; SANTOS, 2013).

A fase ndo parasitaria € influenciada por condi¢cdes ambientais que interferem na
duracdo de cada periodo de desenvolvimento, principalmente temperatura e umidade.

Assim, no inverno e no verao, a temperatura é inversamente proporcional ao periodo de



18

pré-postura. Adicionalmente, temperaturas acima de 30°C e menores que 15°C elevam a
mortalidade de fémeas, ovos e larvas no ambiente. Em relagcdo a umidade do ambiente,
quando a umidade relativa for menor que 80% pode-se observar morte das fémeas e
inviabilidade dos ovos (SANTOS, 2013).

Na fase parasitaria, a larva apés se instalar no hospedeiro, passa por mudas,
resultando na formacé&o de ninfas, que posteriormente originam adultos machos ou fémeas
(SANTOS, 2013). Apds o 17° dia da infestacdo ocorre o acasalamento (FERRETO,
2013), e apds um periodo de trés dias, as fémeas passam a partendgena (parcialmente
ingurgitada) e em mais dois dias, a teledgina (ingurgitamento maximo) (JESUS, 2010).
O macho pode copular com mais de uma fémea, pois permanece no hospedeiro por mais
tempo, até 43 dias pés-infestacdo. A fase de vida parasitaria ndo sofre grandes alteracoes
com a variacdo de regido, sendo sua duracdo de aproximadamente 21 dias (SANTOS,
2013).

2.1.3. FORMAS DE CONTROLE

O controle de carrapatos se baseia, principalmente, no uso de produtos quimicos
acaricidas (LONC et al., 2014). O primeiro composto a ser utilizado para tal finalidade
foi o arsénico, no final do século XIX, e seu uso se estendeu por aproximadamente 40
anos, quando em 1948 apareceram 0s primeiros relatos de resisténcia aos compostos
arsenicais no Brasil (SANTOS, 2013; RECK et al., 2014). Em 1946, teve inicio a ampla
utilizacdo dos compostos organoclorados que, pouco tempo depois, em 1955, ja
apresentavam relatos de resisténcia (SANTOS, 2013).

Seguiu-se o0 uso de organofosforados, formamidinas (amitraz), piretroides
sintéticos, lactonas macrociclicas (ivermectina), fenilpirazois (fipronila) e
benzoilfeniluréias (fluazurona). Todos apresentaram relatos de resisténcia, sendo que o
fipronil, cuja comercializacdo iniciou-se em 1996, s6 apresentou caso de resisténcia
confirmada em 2007. A fluazurona, por sua vez, que comecou a ser comercializada em
1994 teve seu primeiro registro de resisténcia em 2014 (RECK et al., 2014).

Com isso, fatores como a selecdo de individuos resistentes, decorrentes do uso
incorreto e indiscriminado de tais produtos; o alto custo e a permanéncia de residuos
desses produtos em alimentos e no meio ambiente (ANGELO et al., 2010; FERNANDES,
BITTENCOURT, ROBERTS, 2012) tém despertado a atencdo para o desenvolvimento e
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aprimoramento de métodos alternativos de controle de artropodes pragas e vetores,
incluindo o controle biolégico (ANGELO et al. 2010).

O controle bioldgico consiste na reducao de uma populacéo de artropodes-pragas
pela utilizacdo de predadores, parasitas ou patdgenos de ocorréncia natural (DALZOTO,
UHRY, 2009). Dentre as vantagens desse tipo de controle, contendo entomopatdgenos,
encontram-se 0 menor risco a saide humana e ambiental, menor frequéncia de resisténcia
nos artropodes-praga e a possibilidade dos entomopatogenos se multiplicarem,
aumentando sua permanéncia no ambiente. O controle biologico apresenta como suas
principais limitacbes a ocorréncia mais lenta dos resultados esperados, quando
comparado aos pesticidas quimicos, e a maior susceptibilidade dos entomopatégenos as
condicdes ambientais (DALZOTO, UHRY, 2009; ANGELO, VILAS-BOAS, CASTRO-
GOMEZ, 2010).

As pesquisas conduzidas em busca de novas estratégias de controle de artropodes
se concentram em agentes bioldgicos, tais como fungos, ja conhecidos por seu potencial
no controle de mosquitos. Bactérias cristaliferas também tém sido investigadas (LONC
etal., 2014). O uso de nematoides entomopatogénicos também tem sido considerado para
o0 controle de parasitas de importancia médica e veterinaria (MONTEIRO et al., 2014).

As preparacdes inseticidas contendo bactérias sdo mundialmente populares, com
destaque para o Bacillus thuringiensis. Trata-se de um bastonete gram-positivo, ubiquo e
formador de esporos. A producdo de cristais proteicos durante a esporulacdo, que
apresentam atividade entomopatogénica, representa uma caracteristica tipica de B.
thuringiensis. (SCHNEPF et al., 1998; ANGELO, VILAS-BOAS, CASTRO-GOMEZ,
2010).

Os produtos a base dessa bactéria correspondem a cerca de 90% dos
bioinseticidas disponiveis no mercado mundial (ANGELO, VILAS-BOAS, CASTRO-
GOMEZ, 2010). Por muitas décadas, B. thuringiensis tem sido utilizado para o controle
de mosquitos e simulideos e pode, ainda, ser toxico ou patogénico para larvas de insetos
das ordens Lepidoptera, Diptera e Coleoptera. Algumas cepas sdo agentes bacterianos
promissores contra alguns protozoarios e insetos de outras ordens (LONC et al., 2014).

Formulag6es contendo esporos e proteinas cristalinas toxicas de B. thuringiensis
precisam ser ingeridas pelos artropodes-pragas para leva-los a morte. Em contraste com
as larvas de mosquito, que consomem 0s esporos bacterianos e cristais com a agua, a
ingestdo de B. thuringiensis pelos carrapatos é problematica, uma vez que eles sdo
parasitas hematdfagos (LONC et al., 2014).
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Outra alternativa que tem sido relatada para o controle de artropodes, incluindo
de R. microplus, é o uso de nematoides entomopatogénicos com destaque para 0S
pertencentes as familias Steinernematidae e Heterorhabditidae (POLAR et al., 2005b).
O ciclo de vida desses nematoides inclui uma fase de vida livre no solo, no qual as larvas
invasivas buscam ativamente um hospedeiro, artropodes-pragas ou vetores. Os juvenis
infectantes penetram no hospedeiro através de orificios naturais no tegumento e liberam
as bactérias simbidticas, Xenorhabdus spp. e Photorhabdus spp. que se multiplicam
rapidamente, suprimindo o sistema imune do hospedeiro e produzindo diversas
substancias, incluindo cristais de proteinas intracelulares e antibidticos, que resultam na
morte de hospedeiros suscetiveis apds 24 a 72 horas (MONTEIRO et al., 2010; LONC et
al., 2014).

No entanto, o uso dos nematoides pode ser limitado, uma vez que a sua
patogenicidade é reduzida pela baixa umidade ou temperatura, exposicdo a radiacao
ultravioleta (UV), concentracdes elevadas de esterco ou lodo no ambiente, e pelas
diferencas na sensibilidade entre as varias fases e espécies de carrapatos (SAMISH;
GINSBERG ; GLAZER, 2004; LONC et al., 2014).

Os fungos sdo os agentes mais eficazes em controle bioldgico de artropodes, uma
vez que ndo necessitam serem ingeridos, pois apresentam capacidade de penetrar a
cuticula, sendo em geral capazes de mata-los em seus diferentes estagios e podendo
apresentar algum tipo de especificidade por um grupo de pragas (SAMISH; GINSBERG;
GLAZER, 2004). Adicionalmente, os fungos entomopatogénicos sdo produzidos em
massa por técnicas simples e apresentam menor propensdo de ocorréncia de resisténcia
por parte dos invertebrados (POLAR et al., 2005b).

Foi constatada acdo entomopatogénica sobre artropodes vetores e pragas nas
seguintes espécies: Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, M. flavoviride, Isaria
fumosorosea, I. farinosa, Lecanicillium sp., Simplicillium lamellicola, Verticillium sp.,
Aspergillus parasiticus e A. flavus. Para o controle de carrapatos e, em especial de R.
microplus, destacam-se Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae (LONC et al.,
2014). Em condicGes naturais, 0s esporos entram em contato com a cuticula do carrapato,
germinam e inserem suas estruturas invasivas no corpo do hospedeiro. As hifas, em
seguida, comecam a se multiplicar, resultando na morte do hospedeiro. A morte
geralmente ocorre ap0s 0 esgotamento das reservas de nutrientes, mas alguns fungos sdo

capazes de produzir metabdlitos toxicos que aceleram esse processo (LONC et al., 2014).
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Dentre as limitacGes do uso de micopesticidas pode-se citar: lento mecanismo
de morte do hospedeiro, necessidade de alta umidade para germinar e esporular,
suscetibilidade a radiacdo ultravioleta (UV), custo de producdo em massa e curta meia-
vida de armazenamento. No entanto, muitas dessas limitacdes podem ser corrigidas com
formulacGes adequadas (SAMISH; GINSBERG; GLAZER, 2004).

2.2. O fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae
2.2.1. ASPECTOS GERAIS

Os fungos do género Metarhizium pertencem a classe Sordariomycetes e a ordem
Hypocreales (ZHANG et al., 2006). A primeira espécie descrita foi isolada na Ucrania
em 1879, por llga Metschnikoff, a partir de larvas infectadas de besouro Anisoplia
austriaca. Recebeu inicialmente a denominacéo de Entomophtora anisopliae, e em 1883,
foi classificado por Sorokin como Metarhizium anisopliae (SOUZA, 2007; VEGA et al.,
2009).

A (ltima atualizacdo taxonémica aconteceu em 2009, quando um estudo de
sequenciamento genético definiu Metarhizum anisopliae como um complexo, incluindo
as espécies M. anisopliae, M. guizhouense, M. pingshaense, M. acridum e M. lepidiotae.
O mesmo estudo ainda classificou M. taii como sinénimo de M. guizhouense, retornou
como denominacdo de espécie M. brunneum e, adicionalmente, identificou como novas
espécies M. globosum e M. robertsii (BISCHOFF, REHNER, HUMBER, 2009).

Metarhizium anisopliae se encontra entre os fungos mais estudados e bem
descritos a nivel de controle biolégico e caracteristicas moleculares e bioquimicas
(FARIA, WRAIGHT, 2007; LEGER, WANG, FANG, 2011; SCHRANK, VAINSTEIN,
2010). Apresenta ampla distribuicdo, sendo observado desde regides tropicais a
temperadas, podendo ser isolado no solo, na rizosfera de plantas, como saprofitas em
cadaveres de artropodes ou parasitando insetos e carrapatos (BISCHOFF, REHNER,
HUMBER, 2009).

Caracteriza-se por apresentar micélio hialino e septado, e conidioforos
caracteristicos dos quais surgem os conidios uninucleados e cilindricos, cuja distribuigédo
de tamanho se encontra entre 3 e 18 um de comprimento, como pode ser observado na
Figura 3 (SOUZA, 2007; SCHAMNE, 2010; MUNIZ, 2015). Naturalmente, os conidios
sdo o propagulo responsavel pela infeccdo dos artropodes-pragas (SCHRANK,
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VAINSTEIN, 2010). O micélio que recobre o cadaver dos artrépodes infectados
apresenta coloragdo que varia de verde claro a escuro, acinzentados ou ainda
esbranquicados com pontos verdes. Consequentemente, a doenga ocasionada por M.
anisopliae ao hospedeiro é conhecida como muscardine verde (ROBERTS, ST. LEGER,
2004; SCHAMNE, 2010).

Figura 3. Colonia de Metarhizium anisopliae em meio de cultura completo (MCc), ap6s 21 dias a 28°C (A).
As micrografias apresentam as estruturas do conidi6foro (B) e dos conidios cilindricos (C)

Fonte: STAATS, 2007

Acredita-se que M. anisopliae possa infectar mais de 300 espécies de insetos,
como gafanhotos (Locusta migratoria, Chortoicetes terminifera), mosquitos (Aedes
aegypti, Anopheles sp.) e cigarrinhas da cana-de-aclcar (Mahanarva posticata,
Mahanarva fimbriolata) (SCHOLTE et al., 2004; SOUZA, 2007; RAMANUJAM et al.,
2014), além de carrapatos como R. microplus, Rhipicephalus sanguineus, Amblyomma
variegatum e Dermacentor nitens (ARRUDA et al., 2005; FERNANDES,
BITTENCOURT, ROBERTS, 2012).

2.2.2. MECANISMO DE INFECCAO

A infeccdo por M. anisopliae, cujo mecanismo esta representado na Figura 4,
ocorre por penetracdo direta do fungo através da cuticula dos artropodes e 0 processo
envolve as etapas de adesdo, germinacdo, formagdo do apressorio, penetracao,
colonizacdo, reprodugdo e disseminagdo do fungo (SOUZA, 2007; SCHRANK,
VAINSTEIN, 2010; MUNIZ, 2015).
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Figura 4. Fases da infeccdo por Metarhizium anisopliae em carrapato: (1) Adesdo do conidio a cuticula. (2)
Germinacédo do conidio. (3) Diferenciacdo do tubo germinativo em apressorio. (4) Penetracdo da cuticula.
(5) Diferenciacdo das hifas em blastosporos. (6) Colonizacdo. (7) Emergéncia das hifas para a superficie
do hospedeiro. (8) Cadaver coberto por conidios e conidiéforos. CO: Conidio, GT: Tubo germinativo, AP:
Apressoério, H: Hifa, d: dias, h; horas.

Fonte: SCHRANK, VAINSTEIN, 2010

A infeccdo tem inicio com a deposicdo e adesdao do conidio a cuticula do
hospedeiro. Esse processo envolve interacdes hidrofébicas entre proteinas na superficie
do conidio, como as hidrofobinas, e a camada lipidica que recobre a epicuticula, por¢do
superficial da cuticula dos artropodes (SCHRANK, VAINSTEIN, 2010). Acredita-se
ainda que, a atividade de lipases, que também podem estar presentes na superficie de
conidios de M. anisopliae, aumenta as interacdes hidrofdébicas liberando acidos graxos
que favorecem a adesdo (SILVA et al., 2010).

A etapa seguinte caracteriza-se pela germinacéo do conidio, processo que requer
condig@es favoraveis de temperatura, umidade e luz (SCHRANK, VAINSTEIN, 2010).
O fungo germina sobre o hospedeiro formando o tubo germinativo no qual,
posteriormente, observa-se a dilatacdo das hifas da extremidade distal, caracterizando a
estrutura conhecida como apressorio, especializada em penetracdo. A partir do apressorio
desenvolve-se a estrutura denominada grampo de penetracdo, dando inicio a etapa de
penetracdo a cuticula do artrépode. A etapa de penetracdo envolve mecanismos fisicos e
guimicos (SOUZA, 2007).
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A transposicdo da epicuticula decorre, principalmente, do mecanismo quimico,
enquanto a transposi¢do da procuticula, camada mais profunda da cuticula, envolve
ambos os mecanismos (ARRUDA et al., 2005). O mecanismo fisico € referente a pressao
mecanica exercida pelo apressério e grampo de penetracdo sobre a cuticula (SOUZA,
2007), enquanto o mecanismo quimico envolve a secrecao de enzimas hidroliticas, isto é,
proteases, quitinases e lipases, responsaveis pela degradacdo dos principais constituintes
da cuticula (ARRUDA et al., 2005; SOUZA, 2007; SCHRANK, VAINSTEIN, 2010).

Segundo estudos conduzidos por Arruda et al. (2005), o conidio de M. anisopliae
pode se fixar e penetrar qualquer regido da epicuticula de R. microplus, no entanto,
observa-se que o ataque ocorre preferencialmente nas pernas do carrapato. Apds o
rompimento da cuticula, que representa a primeira barreira de defesa, para que a infeccdo
se instale, o fungo deve superar a resposta celular e humoral do sistema imune inato do
hospedeiro. Os fungos apresentam duas estratégias principais de defesa: a diferenciacao
em células que ndo sdo reconhecidas pelo sistema imune e a producdo de substancias
imunomoduladoras que suprimem o sistema de defesa do hospedeiro (SCHRANK,
VAINSTEIN, 2010).

Quando o fungo consegue atingir a hemolinfa, tem inicio a etapa de colonizacao.
As hifas penetrantes podem se diferenciar em blastosporos, que sdo estruturas
unicelulares e redondas que tém a funcéo de propagacéo do fungo pelo hospedeiro. Nesse
processo de colonizacdo, a liberacdo de toxinas e a deplecdo dos nutrientes utilizadas
como fonte de alimento para o fungo, resultam na morte do hospedeiro (SOUZA et al.,
2007; SCHRANK, VAINSTEIN, 2010).

Os fungos do género Metarhizium podem secretar a enzima trealose acida,
responsavel pela hidrélise da trealose, o principal aclcar presente na hemolinfa. Tal fato
permite que esses fungos possam utilizar a trealose como nutriente, reduzindo,
consequentemente, a disponibilidade desse agucar para o hospedeiro. Adicionalmente, 0s
fungos entomopatogénicos séo reconhecidos por produzirem as toxinas denominadas de
destruxinas, com destaque para as destruxinas A, B e E. Tais toxinas desempenham
importante papel contra o sistema de defesa do hospedeiro, além de ocasionarem danos
ao sistema muscular e aos tabulos de Malpighi, afetando os processos de excrecao,
alimentacdo e mobilidade (SCHRANK, VAINSTEIN, 2010).

ApoOs a morte do hospedeiro, 0s nutrientes se tornam escassos e as hifas
comegam a emergir para a superficie do hospedeiro. Cerca de 72 a 96 horas apds a
infecgdo, o artropode encontra-se totalmente colonizado e sobre o cadaver pode ser
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observado a presenca de micélio, conidioforos e conidios (ARRUDA et al., 2005;
SOUZA et al., 2007; SCHRANK, VAINSTEIN, 2010). Com a presenca de conidios na
superficie do cadaver inicia-se a etapa de disseminacdo dessa estrutura pelo ambiente,
para que outros artrépodes possam ser infectados (SOUZA et al., 2007).

Se tratando de controle biologico, os principais propagulos fangicos, que podem
ser utilizados para a infeccdo de artrépodes, relatados na literatura sdo: conidios, que
possuem funcédo de reproducéo e disseminacdo no ambiente; blastosporos, estruturas de
disseminacdo na hemolinfa; micélio, com a funcdo de migracdo para a superficie do
hospedeiro e conidiogénese; e esporos de resisténcia, como microesclerédios, que

permitem a sobrevivéncia do fungo no solo (SCHAMNE, 2010).

2.3. Microesclerédio

Esclerddios séo estruturas de resisténcia fungica compostos por agregados de
hifas, frequentemente melanizados, e resistentes a dessecacédo (JACKSON, JARONSKI,
2009; MASCARIN et al., 2014; KOBORI et al., 2015). Séo produzidos no solo ou em
plantas infectadas, que se encontram em processo de decomposi¢do, por fungos
fitopatogénicos ou por um limitado niumero de fungos entomopatogénicos (JACKSON,
JARONSKI, 2009).

Espécies de fungos fitopatogénicos, como Colletotrichum truncatum e
Mycoleptodiscus terrestris e algumas espécies de fungos entomopatogénicos, como M.
anisopliae, M. bruneum (JACKSON, JARONSKI, 2009), M. robertsii e M. acridum
(MASCARIN et al., 20140) se mostraram capazes de produzir em meio de cultura liquido
pobre em nutrientes, esclerédios com tamanho variando entre 50 e 600 um, denominados
microesclerédios (ME), cuja fotomicrografia esta apresentada na Figura 5 (JACKSON,
JARONSKI, 2009).
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Figura 5. Microesclerddio de Metarhizium anisopliae ap0s 4 dias de crescimento em meio de cultura liquido

Fonte: JACKSOM, JARONSKI, 2009

Os ME sdo os propagulos fungicos mais indicados para formulacGes que visam
a aplicacdo em solo, isso porque ao contrario de outros propagulos como conidios e
micélio, permanecem viaveis por longos periodos nesse ambiente (SONG et al., 2014;
KOBORI et al, 2015), se mostrando mais resistentes a fatores bioticos e abioticos, o que
sugere a necessidade de aplicacdo de doses menores por hectare (MASCARIN et al.,
2014). Acredita-se, ainda, que essas vantagens estejam, em parte, relacionadas a melanina
presente nos agregados de hifas, uma vez que tal substancia tem demonstrado atividade
antimicrobiana e resisténcia a fungicidas, aléem de aumentar a rigidez celular, o que resulta
na tolerancia a dessecacdo (JACKSON, DUNLAP, JARONSKI, 2010).

A formagéo, melanizagéo e quantidade produzida de ME, dentre outros fatores,
sdo influenciados pela linhagem e concentracdo do fungo, e pela composicdo, aeracéo,
temperatura e atividade de 4gua do meio de cultura liquido (MASCARIN et al., 2014).
Os meios de cultura liquidos mais utilizados para a obtencdo de ME sdo compostos por
sais basais, suplementados com tragos de metais e vitaminas, além de fontes de carbono
e nitrogénio (SHEARER, JACKSON, 2006; JACKSON, JARONSKI, 2009; BEHLE,
JACKSON, 2014; MASCARIN et al., 2014).

A glicose consiste na principal fonte de carbono utilizada e estudada, enquanto
as principais fontes de nitrogénio séo: farinha de semente de algodao, milhocina em po,
farinha de soja, extrato de levedura, glutamato ou caseina acida hidrolisada (SHEARER,
JACKSON, 2006; JACKSON, JARONSKI, 2009; BEHLE, JACKSON, 2014;
MASCARIN et al., 2014). De acordo com os resultados obtidos por Jackson e Schisler
(1995) e Mascarin et al. (2014), acredita-se que a deplecéo de nitrogénio do meio esteja

relacionada a formacao de ME, enquanto a deplecéo de glicose promove sua melanizacéo.
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Tais meios de cultura liquidos tém se mostrado como método com melhor custo-
beneficio para a obtencdo de propégulos fungicos (MASCARIN et al., 2014), uma vez
que permitem a producdo de tais estruturas em larga escala e com custo razoavel
(JACKSON, JARONSKI, 2012; BEHLE, JACKSON, 2014). Os ME obtidos podem,
entdo, ser desidratados e inseridos em formulacdes granulares. Quando reidratados,
germinam produzindo conidios infectivos para pragas que apresentem alguma fase do
ciclo biolégico no solo (BEHLE, JACKSON, 2014; MASCARIN et al., 2014).

2.4. FormulagGes

O desenvolvimento de formulagdes contendo micopesticidas teve inicio em
1888, na Russia, quando M. anisopliae foi produzido em massa e pulverizado em campo
para controle do besouro da beterraba, Cleonus punctiventris. A partir de entdo, teve-se
inicio a pesquisa e desenvolvimento de formulacgdes contendo fungos entomopatogénicos.
Em 1965, na ex-Unido Soviética, foi desenvolvido o Boverin, um micoinseticida
contendo Beauveria bassiana para o controle do besouro da batata do Colorado e da
lagarta Cydia pomonella. Em 1981, a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados
Unidos, concedeu o registro completo ao micoacaricida Mycar, contendo Hirsutella
thompsonii para o controle do acaro da ferrugem, Phyllocoptruta oleivora (FARIA,
WRAIGHT, 2007). No entanto, apenas cerca de 1 a 2% dos pesticidas vendidos
mundialmente sdo produtos contendo micro-organismos (LACEY et al., 2015).

Em 2007, Faria e Wraight publicaram uma lista dos micopesticidas, constando
um total de 171 produtos e a América do Sul se mostrou como o maior produtor, sendo
responsavel por 42,7% dos produtos. Dos 171 micopesticidas, ao menos 160 (93,6%)
apresentavam atividade inseticida, enquanto apenas 28 (16,4%) apresentavam atividade
acaricida. Apenas 3 destes produtos acaricidas, todos contendo conidios aéreos de M.
anisopliae, sdo comercialmente disponiveis com indicacdo para controlar carrapatos:
Tick-EX EC (Novozymes Biologicals Inc., EUA), Metazam (Escuela Agricola
Panamericana, Honduras) e Metarril® [Koppert Biological Systems (antiga Itaforte
Bioprodutos), Piracicaba, Sdo Paulo, Brazil] (FARIA, WRIGHT, 2007; FERNANDES,
BITTENCOURT, ROBERTS, 2012). No Brasil, M. anisopliae € utilizado para o controle
das cigarrinhas das pastagens e da cana-de-agUcar, sendo aplicado anualmente em mais

de 60 mil hectares, podendo ser encontrado em quatro formas: em arroz inteiro, arroz
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triturado, em conidios puros e em formulacdo oleosa (FARIA, WRAIGHT, 2007;
OTTATI-DE-LIMA, 2007).

Além disso, um total de 58 produtos (33,9%) continham B. bassiana como
ingrediente ativo e 0 mesmo nimero de produtos foi encontrado contendo M. anisopliae.
Os conidios foram os propagulos fungicos mais utilizados, estando presentes em 41,2%
dos produtos (FARIA, WRAIGHT, 2007). Contudo, apesar de serem os mais estudados
e utilizados por serem naturalmente infectivos, nem sempre os conidios sdo 0s mais
desejaveis para aplicacao. Blastosporos, por exemplo, podem apresentar germinacao mais
rapida (6 horas apds a reidratacdo), quando comparados aos conidios (24 horas ap6s a
reidratacdo) (JACKSON, DUNLAP, JARONSKI, 2010), enquanto microesclerddios
podem ser mais eficazes que os conidios para aplicacdio em solo (JARONSKI,
JACKSON, 2008; JACKSON, JARONSKI, 2009).

No entanto, o sucesso das formulaces ndo depende apenas da linhagem, espécie
e propagulo fungico selecionado, mas também das condigdes limitantes as quais 0s
fungos podem ser expostos, tais como radiacdo solar, temperatura e umidade (BEHLE,
JACKSON, FLOR-WEILER, 2013). Temperaturas O6timas, entre 25 e 30°C, sédo
necessarias para gque ocorra o crescimento do fungo e, consequentemente, um controle de
pragas bem sucedido. Umidade relativa do ar superior a 90% é requerida para que ocorra
a germinacéo e esporulacdo sobre o hospedeiro (RAMANUJAM et al., 2014).

Ja em relacdo a radiacdo ultravioleta, sua porcdo UV-B (280-320 nm) é
diretamente absorvida pelo DNA e por proteinas, resultando em danos e mutagénese do
DNA e desnaturacdo das proteinas. Isso porque a radiacdo UV-B induz a formacéo de
dimeros de pirimidina no DNA, sendo tais dimeros responsaveis por promoverem
distorcdo da hélice e provocarem mutacdo ou falhas na transcricdo. Por outro lado, a
radiacdo UV-A (320 a 400 nm) produz espécies de oxigénio reativo, as quais sdo potentes
oxidantes celulares que danificam proteinas, membrana celular e DNA (RANGEL,
ROGERS, 2007). Esses fatores que podem afetar a velocidade de germinacéo, viruléncia
e sobrevida do fungo, e as condi¢es de armazenamento podem levar a reducdo de sua
viabilidade, dessa forma, as formulagOes tem se tornado a chave para resolucdo destes
problemas, além de potencializarem o desempenho dos pesticidas bioldgicos (ALVES,
1998; MUNIZ, 2015).

Suspensdes aquosas de conidios, contendo apenas pequenas concentracdes de
tensoativos, como o polissorbato 80 (Tween 80%), para facilitar a dispersdo dos conidios
hidrofébicos, foram as primeiras formulagdes a despertar o interesse de pesquisadores.



29

Isso se deve ao fato da dgua ser um veiculo atoxico e de facil aplicacdo (POLAR et al.,
2005a). Bittencourt et al. (2003) observaram uma reducdo de 53,78% nas larvas de R.
microplus no pasto, apos aplicacdo de suspensdo aquosa de conidios de M. anisopliae.
Basso et al. (2005), por sua vez, observaram reducdo que variou de 88 a 94,08%.

Entretanto, o uso de dleos nas formulagdes, sejam de origem mineral ou vegetal,
vem apresentando melhores resultados de infectividade do propagulo quando comparado
as formulagdes aquosas (ALVES et al., 2002). Tais 6leos quando adicionados em meios
aquosos formam emulsbes que permitem sua facil aplicacdo utilizando equipamentos
usualmente empregados pelo produtor (ALVES et al., 2000). Camargo et al. (2012)
compararam a eficiéncia de suspensdes aquosas contendo conidios de M. anisopliae com
a eficiéncia das emuls6es do mesmo fungo contendo 10, 15 ou 20% de 6leo mineral estéril
em fémeas ingurgitadas de R. microplus. Os autores observaram uma porcentagem de
controle de 58,1, 93,7 e 87,5%, respectivamente, para as emulsdes, e apenas 18,7% para
a suspensdo aquosa. Acredita-se que tal fato se deve a maior adesdo do conidio a
superficie do artrépode, uma vez que o O6leo tem caracteristicas quitinofilicas,
aumentando a infectividade do fungo, além de diminuir a evaporacao da formulacéo e de
conferir maior termotolerancia e protecdo contra radiacdo ultravioleta (ALVES,
BATEMAN, 2000; CAMARGO et al., 2012).

Outra formulacdo estudada utiliza gel polimerizado de celulose como veiculo,
no qual se pode incorporar a suspensao aquosa do propagulo fungico (REIS et al., 2008;
SOUZA et al., 2009). Souza et al. (2009) ao tratarem in vitro fémeas de carrapato
Dermacentor nitens com conidios de B. bassiana incorporados em gel polimerizado de
celulose, observaram percentual de controle de até 80%, enquanto os grupos tratados
apenas com suspensao aquosa de conidios ou com o gel puro apresentaram percentual de
controle inferior a 10%.

Recentemente, a atencdo dos pesquisadores tem se voltado para o
desenvolvimento de formulacdes granulares contendo ME de fungos entomopatogénicos,
visando o controle de pragas que possuam alguma fase do ciclo biolégico no solo, como
o carrapato R. microplus (JARONSKI, JACKSON, 2008; JACKSON, JARONSKI, 2009;
MASCARIN et al., 2014). O solo é um ambiente favoravel para a sobrevivéncia de tais
entomopatogenos, uma vez que proporciona condi¢cdes amenas de temperatura e umidade
para a sua sobrevivéncia e persisténcia, além de proporcionar protecdo contra radiagdo

UV, devido ao fato de se encontrar recoberto por vegetagdo (MASCARIN et al., 2014).
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As formulacGes granulares apresentam vantagens quando comparadas as
formulacBes aquosas, visto que garantem maior homogeneidade na aplicacdo. Além
disso, 0 modo e os equipamentos de aplicagdo sdo os mesmos usados para a aplicagéo de
alguns pesticidas quimicos ou fertilizantes. Vale ainda ressaltar que as formas solidas
promovem a criacdo de numerosos focos repletos de conidios infectivos, garantindo que
0s artropodes-pragas que entrem em contato com um ou poucos granulos, se contaminem
com uma dose letal de conidios (JARONSKI, JACKSON, 2008; JACKSON,
JARONSKI, 2009). Granulos compostos por terra diatomacea contendo ME de M.
anisopliae foram obtidos por Jackson e Jaronski (2009) e tiveram sua eficicia testada em
larvas de Tetanops myopaeformis, resultando em percentual de controle variando entre

90 e 100 %, ap0s 14 dias de exposi¢éo.

2.5. Pellets e sua obtencéo pela técnica de extruséo-esferonizacdo
2.5.1. PELLETS: CARACTERISTICAS GERAIS

Pellets podem ser definidos como pequenas unidades esféricas, com tamanho
médio na faixa entre 500 e 2000 um, formadas a partir da aglomeracéo de pos finos em
equipamentos adequados (SANTOS et al., 2004; DUKIC-OTT et al., 2009; RATUL,
BAQUEE, 2013; SUSHMA, BATTU, RAO, 2014). O diametro dos pellets varia de
acordo com a aplicacdo a que se destinam, sendo produzidos por inddstrias alimenticias,
para obtencdo de cereais, massas e de racdes animais; por industrias agricolas, na
producdo de fertilizantes; na producdo de polimeros; e pela inddstria farmacéutica, na
producdo de sistemas multiparticulados para administracdo oral de farmacos
(VERVAET, BAERT, REMON, 1995; TRIVEDI et al., 2007; RATUL, BAQUEE,
2013).

Na industria farmacéutica, tais unidades despertam bastante interesse por
apresentarem vantagens tecnoldgicas, em relacdo a outros sistemas solidos, tais como
boas propriedades de fluxo, estreita distribuicdo de tamanho, forma esférica, superficie
lisa e capacidade de incorporacdo de grande quantidade de ativo (SANTOS et al., 2004,
DUKIC-OTT et al., 2007; TRIVEDI et al., 2007). Os pellets podem ser obtidos por
diversas técnicas, por exemplo, revestimento de substratos com liquidos ou pos,

aglomeracdo em granuladores de alto cisalhamento ou por granuladores do tipo leito
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fluidizado, e pela técnica mais conhecida e utilizada, a extrusdo-esferonizacao
(VERVAET, BAERT, REMON, 1995; DUKIC-OTT et al., 2009).

2.5.2. OBTENCAO DE PELLETS PELA TECNICA DE EXTRUSAO-
ESFERONIZACAO

A producdo de pellets utilizando a técnica de extrusdo-esferonizagéo, visando a
aplicacdo farmacéutica teve inicio no Japdo em meados da década de 1960, com a criacdo
do esferonizador, sendo Nakahara o responsavel pelo desenvolvimento da técnica de
esferonizacdo (TRIVEDI et al., 2007). No entanto, a descri¢éo da técnica s6 ocorreu em
1970, nas publicacdes de Reynolds e de Conine e Hadley (SANTOS et al., 2004). A
extrusdo-esferonizagdo caracteriza-se por ser um processo multiestagio (DUKIC-OTT et
al., 2009; ZHANG et al., 2016), abrangendo basicamente 4 etapas: (1) malaxagem, (2)
extrusao, (3) esferonizacéo e (4) secagem (SANTOS et al., 2004; TRIVEDI et al., 2007).

A malaxagem consiste no preparo da massa Umida que sera submetida ao
processo de extrusdo. Inicialmente, é realizada a mistura dos pos secos (substancias ativas
e adjuvantes) e, em seguida, adiciona-se um liquido de aglomeracdo (geralmente adgua)
em quantidade apropriada para a obtencdo da massa Umida (SANTOS et al., 2004;
TRIVEDI et al., 2007). A massa deve apresentar propriedades adequadas de lubrificagdo
e plasticidade, garantindo que os produtos resultantes da extrusdo ndo se aglomerem e
que sua forma seja mantida no final do processo (DUKIC-OTT et al., 2009). E importante
ressaltar que quando a umidade da massa se encontra abaixo de um limite minimo havera
a formacdo de grande quantidade de poés, além da esferonizacdo incompleta dos
extrusados, em decorréncia da plasticidade insuficiente dos mesmos. Por outro lado,
quando a massa se apresenta excessivamente Umida, ocorrerd a migragao excessiva do
liquido para a superficie da particula, resultando na aglomeracdo dos pellets uns aos
outros e na parede do equipamento (SANTOS et al., 2004).

A segunda etapa da peletizagdo tem inicio quando a massa Umida é inserida na
camara de alimentacdo do extrusor. A extrusdo se da quando pressdo € exercida sobre a
massa Umida, forcando-a a passar por uma malha com abertura de tamanho definido,
sendo entdo moldada na forma de cilindros de didmetro uniforme, conhecidos por
extrusados (SANTOS et al., 2004; TRIVEDI et al., 2007; RATUL, BAQUEE, 2013).

Os extrusados sdo moldados em formas esféricas, na terceira etapa do processo
de peletizacédo, conhecida como esferonizagéo (Figura 6) (RATUL, BAQUEE, 2013). Tal
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processo ocorre no equipamento denominado esferonizador, que consiste em um cilindro
no interior do qual had uma placa de fricgdo giratoria, contendo ranhuras radiais ou
perpendiculares (SANTOS et al., 2004; TRIVEDI et al., 2007).

Figura 6. Representacdo grafica da formacdo dos pellets dentro do esferonizador durante a operagdo. (A)
movimento em corda do produto; (B) atrito com a parede lisa

Fonte: ARAUJO JUNIOR, 2011

Existem dois possiveis mecanismos descritos na literatura, representados na
Figura 7, que podem explicar a formacdo das unidades esféricas a partir dos extrusados
cilindricos (VERVAET, BAERT, REMON, 1995). O primeiro mecanismo foi proposto
por Rowe, em 1985, e descreve a forma esférica dos pellets em decorréncia da
deformacédo plastica ocasionada pela forca de atrito, resultante da colisdo entre particulas
e da abrasdo com o equipamento (VERVAET, BAERT, REMON, 1995; TRIVEDI et al.,
2007; KOESTER, THOMES, 2010; SANTOS et al., 2004). Dessa forma, inicialmente o
extrusado é fragmentado em produtos menores que apresentam comprimento e didmetro
de mesma dimensdo e, suas extremidades sdo, entdo, arredondadas. Posteriormente, ha a
formacédo de uma estrutura em forma de haltere, que em seguida adquire forma eliptica e,
por fim, é moldada em forma esférica (VERVAET, BAERT, REMON, 1995; SANTOS
et al., 2004).

No segundo modelo, proposto por Baert e Remon, em 1993, o cilindro de
extremidades arredondadas sofre torgéo central, sendo posteriormente rompido em duas
semi-esferas com cavidades, que também por deformacdo plastica proveniente da forca
de atrito, sdo moldadas em unidades esféricas (VERVAET, BAERT, REMON, 1995;
SANTOS et al., 2004; KOESTER, THOMES, 2010).
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Figura 7. Mecanismos de formacéo de pellets na etapa de esferonizacdo. A - Mecanismo proposto por
Rowe, em 1985: (1) cilindro, (I1) cilindro de extremidades arredondadas, (111) haltere, (1V) elipse, (V) esfera.
B - Mecanismo proposto por Baert, Remon, em 1993: (1) cilindro, (I1) corda, (111) haltere com tor¢éo central,
(IV) esfera com cavidade, (V) esfera
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Fonte: VERVAET, BAERT, REMON, 1995

As unidades esféricas obtidas sdo submetidas a Gltima etapa do processo de
peletizacdo, a secagem, a qual pode ser realizada sob condi¢des de temperatura ambiente
ou sob temperaturas mais elevadas. A secagem utilizando temperaturas mais altas pode
ser realizada em leitos estéticos, como estufas com circulagdo forcada de ar ou em leitos
dindmicos (fluidizados) (VERVAET, BAERT, REMON, 1995; SANTOS et al., 2004).
A secagem realizada em estufa proporciona uma migracdo mais lenta da agua para a
superficie do pellet, ao passo que quando se utiliza o leito fluidizado a introducéao de ar
seco e aquecido dentro da camara de secagem, proporciona a secagem e 0 movimento
constante dos pellets (SANTOS et al., 2004), garantindo uma secagem mais rapida e

uniforme.

2.5.3. ADJUVANTES UTILIZADOS NA OBTENCAO DE PELLETS

Adjuvantes sdo substancias adicionadas a uma formulagdo com a finalidade de
facilitar a producéo ou de conferir determinadas propriedades a uma forma farmacéutica
(SANTOS et al., 2004). Para a obtencdo de pellets via extrusao-esferonizagéo, a celulose
microcristalina (CMC) é conhecida como excipiente padrao-ouro, sendo o mais utilizado
devido as propriedades reoldgicas que confere a massa Umida, o que resulta em pellets
com boa esfericidade, friabilidade reduzida e alta densidade (DUKIC-OTT et al., 2007;
DUKIC-OTT et al., 2009; CHAMSAI, SRIAMORNSAK, 2013).
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Tais propriedades se devem a estrutura da CMC, que se caracteriza por ser um
material filamentoso, com elevada area superficial, alta porosidade interna e propriedade
de retencdo de umidade. Acredita-se que, segundo modelo proposto por Fielden et al., em
1988, as particulas de CMC atuem como uma esponja no processo de extrusdo-
esferonizacdo. Assim, durante o preparo da massa Umida ocorre a retencdo de dgua em
sua estrutura interna porém, durante a extrusdo, com a compressdo da massa Umida, a
4gua retida é forcada a sair e atua como lubrificante (TRIVEDI et al., 2007; DUKIC-OTT
et al., 2009).

ApOs a extrusdo, a “esponja” tem seu volume expandido, o que deixa 0s
extrusados quebradicos e com aparéncia seca, caracteristica favoravel para a primeira fase
da esferonizacéo, em que ocorre a fragmentacdo dos mesmos. Durante a esferonizacao as
particulas de CMC tém sua estrutura densificada em consequéncia da colisdo entre
particulas e entre particulas e equipamento, e adicionalmente, a 4gua liberada facilita a
esferonizagéo dos pellets (DUKIC-OTT et al., 2009). A CMC é usualmente utilizada nas
formulacdes de pellets nas concentracdes de 40 a 60% da massa total dos pds secos
(SANTOS et al., 2004).

Entretanto, embora a CMC apresente diversas vantagens na obtencédo de pellets
algumas limitages podem ser observadas, exigindo a escolha de outros adjuvantes. A sua
principal desvantagem esta relacionada a falta de desintegracdo da forma farmacéutica
final (DUKIC-OTT et al., 2007, DUKIC-OTT et al, 2009; CHAMSAI,
SRIAMORNSAK, 2013).Uma das formas de solucionar esse problema é a substituicdo
da CMC por outros adjuvantes, tais como biopolimeros (celulose pulverizada, amido e
seus derivados, quitosana, k-carragenana, dentre outros), polimeros semissintéticos
(hidroxipropilmetilcelulose, hidroxietilcelulose, e crospovidona), e lipideos
(monoestearato de glicerila). Porém, em nenhum dos casos revisados por DUKIC-OTT
et al., (2009) pbde-se observar a mesma processabilidade da formulagdo como aquela
oferecida pela presenca da celulose microcristalina. Dessa forma, destaca-se a relevancia
de pesquisas que busquem a obtencdo de pellets contendo materiais de diferentes
composicdes que possam substituir, total ou parcialmente, o uso da celulose

microcristalina.
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2.5.4. ADJUVANTES INORGANICOS NO DESENVOLVIMENTO DE
PELLETS POR EXTRUSAO-ESFERONIZACAO

A comunidade cientifica, de modo geral, destaca o0 uso da CMC como adjuvante
de escolha para o desenvolvimento de formulagdes peletizadas (SANTOS et al., 2004;
LIEW et al., 2005; TRIVEDI et al., 2007; DUKIC et al., 2007; DUKIC-OTT et al., 2009).
No entanto, o uso da CMC como adjuvante para a obtencao de pellets contendo material
fangico pode apresentar certas desvantagens. A primeira esta relacionada ao fato de que
a CMC apresenta dificil desintegragio (DUKIC et al., 2007; DUKIC-OTT et al., 2009),
0 que limitaria ou até mesmo impediria a esporulacdo a partir dos ME presentes nas
regides mais internas dos pellets. A segunda desvantagem estd na possibilidade da
celulose ser utilizada como fonte de carbono para outros micro-organismos, 0s quais
podem limitar o crescimento do fungo entomopatogénico. De fato, ensaios conduzidos
no Laboratorio de Patologia de Invertebrados do Instituto de Patologia Tropical e Saude
Pubica da Universidade Federal de Goids mostraram que pellets de celulose
microcristalina e terra diatoméacea (60:40) contendo ME de M. anisopliae 1P119, quando
aplicados em solo ndo-estéril, ndo foram capazes de esporular, ou esporularam
minimamente (dados ndo publicados). Segundo apresentado na revisdo de Lacey et al.
(2015), a presenca destes competidores no solo resulta em producdo de metabdlitos que
podem afetar adversamente a germinacdo e o crescimento fangico, ou podem ser
diretamente toxicos, o que resultaria na reducdo da multiplicacdo, sobrevivéncia e
infectividade de M. anisopliae.

No presente trabalho, como alternativa ao uso da CMC, alguns compostos
inorganicos, nunca antes utilizados para obtencdo de pellets, foram selecionados para
serem testados isoladamente ou em combinacdo. Relatos de uso de materiais inorganicos
para a obtencéo de pellets via extrusdo-esferonizacdo ndo estao disponiveis na literatura,
por isso os criterios de selecdo utilizados foram o baixo de custo de aquisicdo e as
propriedades ja conhecidas dos compostos.

A terra diatomacea (TD), originaria de fdsseis de algas diatoméaceas unicelulares,
€ um po inerte de coloracdo variando do branco ao cinza escuro, insolivel em agua,
composta majoritariamente (60 a 93%) por didxido de silicio amorfo, em menores
quantidades por calcio, sodio, ferro, aluminio, magnesio, dentre outros (SOUZA et al.,
2003; KURONIC, 2013). Esse material é de baixo custo de aquisicio. Dentre suas

aplicacdes, destaca-se como auxiliar de filtracdo, isolante térmico e acustico, material
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absorvente, dentre outros (SOUZA et al., 2003). Adicionalmente, a TD apresenta uma
propriedade bastante interessante que pode justificar sua utilizagdo em pellets contendo
propagulos fungicos: sua atividade inseticida. As particulas desse material apresentam
pequenos poros internos (Figura 8), que tém capacidade de absorver lipidios presentes na
epicuticula de artropodes, desestruturando-a. Além disso, a TD pode causar abrasao no
local de adesdo a cuticula, o que resulta em perda de agua e consequente morte do
artrépode (OLIVEIRA, ALVES, 2010; KURONIC, 2013).

Figura 8. Micrografia obtida por microscopia eletrénica de varredura mostrando a estruturacdo da terra

diatoméacea. Presenca de uma estrutura morfoldégica bem definida, com a presenca de poros que
proporcionam uma elevada capacidade de absorcéo ou filtracdo

/- Spol Magn
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Fonte: Goulart et al., 2011

Outro fator de importante relevancia para a selecdo da TD foi a obtengdo por
Jackson e Jaronski (2009) de granulos compostos por esse material, contendo ME de M.
anisopliae, que se mostraram efetivos como veiculos do propagulo fangico, contra larvas
de Tetanops myopaeformis, e provavelmente, contra outras pragas que apresentem
alguma fase do ciclo biolégico no solo, como o carrapato bovino R. microplus.

Outro composto selecionado foi a vermiculita, um argilomineral originario de
rochas igneas, como o granito e sienito, de estrutura cristalina laminar (Figura 9)
(CURBELDO, 2002). O termo argilomineral designa especificamente uma classe de
compostos minerais, os filossilicatos, que sdo hidrofilicos e responsaveis pela propriedade
de plasticidade caracteristica das argilas (TEIXERA-NETO, TEIXERA-NETO, 2009).
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Figura 9. Estrutura cristalina da vermiculita. Formada por duas folhas tetraédricas, intercaladas por uma
folha octaédrica. No espaco interlamelar encontram-se os ions trocaveis.

O Oxigénio @ Aluminio, Forro, Magnésio

& Hidroxila o Silicio, ocasionalmente

Aluminio

Fonte: PERALTA, 2009

A vermiculita pertence a familia das micas e & encontrada em grandes
quantidades no Brasil, destacadamente nos estados de Piaui, Goias, Paraiba e Bahia.
Apresenta coloragdo que varia de castanho, amarelo-ouro, verde e amarelo-bronze, sendo
um silicato composto principalmente de ferro, aluminio e célcio. Esse material possui
grande capacidade de troca idnica e baixo custo (CURBELO, 2002).

Quando submetida a temperatura superior a 150°C libera 4gua e expande seu
volume em até 20 vezes, melhorando uma de suas propriedades fisicas, a area superficial,
formando uma estrutura altamente porosa e, assim, agua e outras substancias organicas
ou inorgénicas podem ser adsorvidas no espaco interlamelar de sua estrutura (CURBELO,
2002; HUSHEM, AMIM, EL-GAMAL, 2015).

Dentre suas diversas aplica¢des, encontram-se: na agricultura pode ser utilizada
como fertilizante e pesticida; na construgdo civil, como isolante térmico e acustico; na
horticultura, como germinador de semente; e na inddstria em geral, como material
filtrante, adsorvente e isolante de temperaturas altas e baixas. (CURBELO, 2002). Devido
a todas as propriedades e caracteristicas citadas, a vermiculita se mostra uma matéria-
prima interessante para o desenvolvimento de pellets.

Um terceiro composto de interesse foi o silicato de aluminio e magnésio

(Veegum), que consiste numa argila natural, composta por uma mistura de
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montmorilonitas e saponitas. Apresenta coloracdo que varia de branco palido a creme, e
é insoluvel, porém dispersivel em agua (ROWE, SHESKEY, QUINN, 2009). Possui
superficie carregada negativamente, o que resulta em boa propriedade de adsor¢do com
substancias carregadas positivamente (RHONGTHONG et al., 2015). Sua principal
aplicacdo € como adjuvante farmacéutico, podendo desempenhar funcdes de agente
suspensor, estabilizante e espessante, desintegrante, aglutinante e adsorvente (ROWE,
SHESKEY, QUINN, 2009). A sele¢édo do Veegum para a composi¢do dos pellets se deu
devido a sua acdo como agente aglutinante.

O ultimo excipiente selecionado nesse trabalho, o dioxido de silicio coloidal
(Aerosil®), caracteriza-se por ser um p6 amorfo e branco, insolivel em agua, alcool e
outros solventes organicos. O pequeno tamanho de particula e ampla superficie de contato
tornam o didxido de silicio coloidal bastante empregado no ramo farmacéutico no preparo
de formas farmacéuticas solidas, uma vez que melhora o fluxo de pés, resultando em seu
uso como agente deslizante (ROWE, SHESKEY, QUINN, 2009; ARAUJO JUNIOR,
2011). Uma aplicacéo adicional do dioxido de silicio é seu uso como agente absorvente,
estabilizando substancias higroscopicas, uma vez que € capaz de absorver dgua sem se
liquefazer (ARAUJO JUNIOR, 2011).
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3 OBJETIVOS

3.1. Obijetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo o desenvolvimento e a caracterizagao de

pellets contendo material inorganico e microesclerddios do fungo M. anisopliae.

3.2. Objetivos especificos

e Desenvolver e caracterizar pellets sem biomassa fungica, contendo diferentes
proporcdes de vermiculita, terra diatomécea, silicato de aluminio e magnésio e
dioxido de silicio coloidal;

e Desenvolver e caracterizar pellets contendo microesclerddios de M. anisopliae, a
partir de formulagdo pré-selecionada;

o Avaliar diferentes condi¢bes de secagem dos pellets contendo M. anisopliae em
leito fluidizado (40°C e 50°C), caracterizando-0s quanto ao seu contetdo de
umidade residual e quanto a viabilidade fangica;

e Avaliar a estabilidade dos pellets contendo microesclerodios de M. anisopliae,
armazenados por periodos de 0, 7, 14 e 21 dias, nas temperaturas de 4°C (em
refrigerador), e 40°C e 75% de umidade relativa (UR) (cdmara climatica);

e Caracterizar a tolerancia de conidios e da formulacdo de pellets contendo

microesclerédios de M. anisopliae expostos a radiacdo UV-B.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais

4.1.1. SUBSTANCIAS E MATERIAS-PRIMAS

Agar-agar Tipo | (HiMedia Laboratories, Mumbai, india)

Benomyl (Hi-Yield Chemical Company, Bonham, EUA)

CacCl; - Cloreto de calcio (VETEC, Missouri, EUA)

SiO> - Didxido de silicio coloidal (Evonik Degussa GmbH, Hanau, Alemanha)
Extrato de levedura (Difco Laboratories, Le Point de Claix, Franca)

KH2PO; - Fosfato de potassio monobasico anidro (Qhemis, Sdo Paulo, Brasil)
CeH1206 — D-glicose anidra (Synth, S&o Paulo, Brasil)

Meio batata dextrose agar (Difco Laboratories, Le Point de Claix, Franca)
FeSO, - Sulfato de ferro (VETEC, Missouri, EUA)

MgSOs - Sulfato de magnésio (VETEC, St. Louis, Missouri, EUA)

MnSO;, - Sulfato de manganés (VETEC, Missouri, EUA)

ZnS0Os - Sulfato de zinco (VETEC, Missouri, EUA)

Terra diatomacea (Keepdry®, S&o Paulo, Brasil)

Tween 80 (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA)

Vermiculita (AgroFloc - Brasil Minérios, Goias, Brasil)

Silicato de aluminio e magnésio (Veegum)

4.1.2. EQUIPAMENTOS

Agitador orbital (TE-422, Tecnal, Brasil)

Analisador de particulas por difracdo a laser (LS 13320 Beckman Coulter, EUA)
Analisador de umidade por infravermelho (Gehaka 12000, Séo Paulo, Brasil)
Esferonizador (Caleva Multi Bowl Spheronizer 120, Dorset, Inglaterra)
Extrusor (Caleva Extruder 20, Dorset, Inglaterra)

Leito fluidizado (Mycrolab Huttlin, Steinen, Alemanha)



41

4.2. Métodos
4.2.1. ISOLADO FUNGICO, CULTIVO DE CONIDIOS E PREPARO DO
INOCULO

O isolado fungico estudado foi o M. anisopliae s.s. IP 119, depositado na
Colecdo de Culturas do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica (IP) da
Universidade Federal de Goias, proveniente do solo da regido norte do estado de Goiés
(ROCHA et al., 2011). O cultivo para obtencao de conidios do isolado foi realizado em
meio de cultura batata, dextrose e agar, suplementado com extrato de levedura (1g/L)
(BDAL) em placas de Petri (100 x 15 mm) por 15 dias a 27 £+ 1°C, em auséncia de luz.

Os conidios produzidos foram coletados da superficie do meio de cultura, com
auxilio de espatula, e suspensos em 10 mL de solucdo aquosa de Tween 80 a 0,05% (V/v).
A suspensao foi agitada em vortex por cerca de 1 minuto e a concentracdo de conidios foi
determinada com auxilio de camara de Neubauer. A suspensdo teve sua concentracao
final ajustada para 5 x 107 conidios/mL, para posterior inoculagdo em meio de cultura

liquido para obtencdo de microesclerddios.

4.2.2. PRODUCAO DE MICROESCLERODIOS

Para a producdo de microesclerddios, utilizou-se o meio de cultura liquido
descrito por Jackson e Jaronski (2009), que apresenta relacdo carbono/nitrogénio de 30:1
e € composto por (1L): glicose 73,0 g; extrato de levedura 15,0 g; KH2PO4 4,0 g;
CaCl2.2H,0 0,8 g; MgS04.7H20 0,6 g; FeS04.7H.O 0,1 g; MnSO4.H.O 0,016 g;
ZnS04.7H20 0,014 g. Em frascos erlenmeyers de 250 mL foram adicionados 1,59 de
extrato de levedura e 53,5 mL da solugdo dos sais citados, que posteriormente foram
submetidos ao processo de autoclavagem. Solucdo estéril de glicose a 20% (p/v), na
quantidade de 36,5 mL foi adicionada, imediatamente antes da adi¢do do indculo (10 mL
da suspenséo flingica contendo 5 x 107 conidios/mL). Os erlenmeyers foram inseridos em
agitador orbital e mantidos sob agitagédo a 220 rpm por 4 dias, sendo submetidos a
agitacdo manual diariamente para evitar a formacao de micélio na parede do frasco.

A biomassa fungica foi determinada adicionando-se 1,5 mL do meio liquido em
analisador de umidade por infravermelho, programado para determinar o contetdo de
solidos totais (%) por gravimetria, aquecendo a amostra a 105°C até a obtencdo de peso
constante. A concentracdo de ME foi determinada através da coleta de 1 mL da cultura
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liquida total e sua diluicdo em 9 mL de solucdo de Tween 80 (0,05%, v/v). Em seguida,
uma aliquota de 100 pL desta suspensdo de ME foi adicionada sobre lamina para
microscopia e coberta com laminula de vidro. Os agregados de hifas maiores que 50 pm
de didmetro, compactos e com coloracdo escura foram contabilizados com auxilio de
microscopio de contraste de fase (DM2500, Leica Mycrosystems LTD, Suica) em

aumento de 400x.

4.2.3. DESENVOLVIMENTO DOS PELLETS SEM MICROESCLERODIOS

Os pellets foram preparados pela técnica de extrusdo-esferonizagdo. Para tanto,
utilizou-se extrusor de rolos Caleva equipado com malha de 0,5 mm e velocidade de
rotacdo dos rolos de 30 rpm. O esferonizador utilizado foi do tipo radial com disco de 85
mm de diametro e ranhuras de 3 mm, com velocidade de rotacdo do disco de 1500 rpm
durante 3 minutos.

Os componentes da formulacdo vermiculita, previamente triturada em
liquidificador, terra diatomacea, e Veegum, na presenca ou nao de didxido de silicio
coloidal (Tabela 1) foram misturados manualmente em recipiente de aco inox, sendo
posteriormente submetidos a técnica de tamboramento manual, com auxilio de saco de
polietileno, por 3 minutos. Posteriormente, dgua purificada ou solucdo de Veegum 5%
(p/v) foi adicionada a mistura de p6s, como liquido de aglomeracdo, em quantidade
suficiente para se obter uma massa com caracteristicas adequadas de plasticidade e

lubrificacéo.

Tabela 1. Desenvolvimento de pellets contendo adjuvantes inorganicos sem material fingico

Formulacéo Componentes Composicéo Liquido aglomerante Relagdo liquido:
(%) solido

F1 Vv 100 Agua 1:3,85
F2 TD 100 Agua 1:1,67
F3 TD, VE* 80:20 Agua 1:2,27
F4 V, TD* 80:20 Agua 1:2,08
F5 V, TD* 80:20 Sol.VE 5% (p/v) 1:1,11
F6 V, TD, SiOy* 78:20:2 Agua 1:1,02

V: vermiculita; VE: silicato de aluminio e magnésio (Veegum); TD: terra diatomacea, SiO2: diéxido de
silicio coloidal; *: adi¢do de 5% SiO- (p/p) durante a esferonizagdo. Fonte: Préprio autor

A massa Umida foi submetida a etapa de extrusdo e os extrusados resultantes
passaram pelo processo de esferonizacdo. Durante a esferonizacdo, 5% (p/p) de dioxido

de silicio coloidal foi adicionado gradativamente na formulagdo (ver formulactes F3 a
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F6, Tabela 1). Os pellets tmidos foram secos por 24 horas sob temperatura ambiente. O
rendimento das formulacgdes foi obtido através da equagdo 1, com os dados de um Unico

ensaio.

Rendimento = nT:l—]icx100 (Equacéo 1)

Em que:
mf = massa (g) dos pellets apos operagdo de secagem
mi = massa (g) de adjuvantes incorporados na formulacao

A formulacdo que apresentou melhores caracteristicas morfologicas
(distribuicdo de tamanho, tamanho médio e esfericidade) e de rendimento foi escolhida

como base para a obtencédo dos pellets contendo ME.

4.2.4. DESENVOLVIMENTO DE PELLETS CONTENDO
MICROESCLERODIOS

Os pellets foram preparados utilizando-se a técnica de extrusdo-esferonizacao.
As condic¢des operacionais utilizadas foram idénticas aquelas descritas na se¢do 4.2.3.

Para a obtencdo de 100g de pellets: (1) pesou-se vermiculita previamente
triturada, terra diatomacea e dioxido de silicio coloidal (78:20:2, formulagdo F6, Tabela
1); (2) Os componentes foram misturados manualmente e posteriormente submetidos ao
tamboramento em saco de polietileno; (3) A 300 ml do meio de cultura liquido contendo
ME adicionou-se 15g da mistura dos adjuvantes (5g para cada 100 mL do meio liquido),
e a homogeneizacdo foi realizada com auxilio de bastdo de vidro; (4) A disperséo
resultante foi entdo submetida a filtracdo sob vacuo, com auxilio de Kitassato, funil de
Buchner e papel filtro qualitativo (Unifil, 12,5 cm, 80g/m?). O liquido filtrado foi
descartado; (5) A massa Umida retida no papel filtro foi adicionada gradativamente ao
restante da mistura das matérias-primas (85g), com auxilio de gral e pistilo; (6) A massa
umida obtida, quando necessario, adicionou-se agua purificada até a obtencéo de material
com plasticidade e lubrificacdo adequadas; (7) Posteriormente, a massa foi extrusada, e
o0s extrusados submetidos & esferonizacéo.

Os pellets obtidos foram secos em leito fluidizado conforme descrito na secao
4.2.5.
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4.25. SECAGEM DOS PELLETS CONTENDO MICROESCLERODIOS

Cerca de 40g de pellets umidos foram secos em leito fluidizado com temperatura
do ar de saida de 40°C ou 50°C e vazdo do ar de 8 m*/h. Amostras foram recolhidas nos
tempos 0, 5, 10 e 20 minutos para avaliagdo do conteddo de umidade residual, da
producdo de conidios e de sua viabilidade. Os ensaios para avaliagdo do contetdo de agua
(ver secdo 4.2.6) foram realizados em triplicata em dias diferentes, e os ensaios de
avaliacdo da producdo e viabilidade dos conidios (ver 4.2.9) foram realizados em
duplicata, com repeticOes realizadas em dias diferentes. Para os lotes de pellets destinados
ao ensaio de estabilidade de armazenamento, a secagem foi realizada a 50°C por 20

minutos.

4.2.6. DETERMINACAO DO CONTEUDO DE UMIDADE RESIDUAL NOS
PELLETS

Com auxilio de gral e pistilo, 1,59 de pellets foram triturados até a obtencéo de
p6 homogéneo, que foi entdo adicionado ao analisador de umidade por infravermelho. A
determinacdo da umidade residual foi realizada por gravimetria, aquecendo o material a

105 °C até a obtencédo de peso constante.
4.2.7. MORFOLOGIA E ESFERICIDADE DOS PELLETS

O aspecto visual dos pellets obtidos foi analisado utilizando-se
estereomicroscopio acoplado a cadmera fotografica, e as imagens foram registradas e
armazenadas utilizando-se o software Leica MZ. As imagens obtidas foram tratadas e a
esfericidade de cerca de 300 pellets calculada com auxilio do software Image J (NIH,
EUA), utilizando formula de projecdo da esfericidade (PS), conforme demostrado na

equacéo 2:

ps=4 (Equacéo 2)

nDE
Sendo:
A: area projetada do perfil bidimensional da particula

D.: maior distancia observada na analise da particula (maior didmetro de Feret)
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4.2.8. DISTRIBUICAO DE TAMANHO DOS PELLETS

A distribuicdo de tamanho dos pellets foi determinada em analisador de
particulas por difracdo a laser. Amostras de 10g dos pellets foram analisadas utilizando-
se 0 modulo para amostras sélidas do equipamento. Para tanto, utilizou-se nivel de

obscurecimento de 5% e modelo de Franhoufer para amostras opacas e maiores.

4.29. AVALIACAO DA PRODUCAO E VIABILIDADE DE CONIDIOS
PRODUZIDOS A PARTIR DE PELLETS CONTENDO MICROESCLERODIOS

Apds processo de secagem, armazenamento ou exposicdo a radiacdo UV-B,
0,03g de pellets foram adicionados em placas de Petri (100 x 15 mm) contendo meio &gar-
agua 2% (p/v) e incubados em estufa para crescimento microbiolégico a 27 + 1°C por 10
dias. Apds esse periodo, os pellets e conidios foram raspados, com auxilio de espatula, e
transferidos para 5 mL de solucdo Tween 80 a 0,05% (v/v). A concentracdo de conidios
na suspensdo foi determinada com auxilio de cdmara de Neubauer. A producdo de

conidios por grama de pellets (PC) foi calculada pelo uso da equagéo 3:

PC=— (Equacéo 3)

Sendo:
nC: nimero de conidios na placa

m: massa de pellets

A viabilidade dos conidios foi determinada de acordo com o método descrito por
Braga et al. (2001). Para tanto, em cada repeti¢cdo, uma placa de Petri (60 x 15 mm)
contendo meio BDAL, acrescido de 0,002% (p/v) de Benomyl e 0,05% (p/v) de
cloranfenicol, recebeu 20pL de suspensdo contendo 108 conidios/mL. As placas foram
incubadas por 48 horas a 27 = 1°C e UR > 98%, em auséncia de luz. Posteriormente, duas
gotas de lactofenol de Amann acrescido de azul de algoddo foram adicionados, com
auxilio de pipeta de Pauster sobre a zona de crescimento fungico, para avaliacdo da

germinacdo. Um total de 300 conidios foram avaliados.
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4.2.10. ESTABILIDADE DE ARMAZENAMENTO

Cerca de 10g de pellets contendo ME foram armazenados em tubos Falcon de
50 mL fechados e mantidos sobre duas condi¢fes: (1) camara climética a 40 £ 1°C e 75%
UR, e (2) refrigerador a 4°C. Em intervalos de tempo pré-determinados, aliquotas de 100
mg foram coletadas e submetidas ao ensaio de viabilidade, conforme j& descrito. Os
intervalos de coleta estabelecidos foram: 0, 7, 14 e 21 dias. O ensaio foi conduzido em
triplicata, com lotes de pellets produzidos em dias diferentes e submetidos ao

armazenamento imediatamente ap6s o preparo.

4.2.11. TOLERANCIA DE CONIDIOS DE M. anisopliae A RADIACAO UV-B

Os conidios cultivados conforme descrito no item 4.2.1, foram suspensos em 5
mL de solucdo aquosa de Tween 80 a 0,05% (p/v) e a suspensdo teve sua concentracao
ajustada para 10° conidios/mL. Ao centro de placas de Petri (60 x 15 mm) contendo meio
BDAL acrescido de Benomyl e cloranfenicol, adicionou-se 20 pL da suspensao
padronizada e esperou-se cerca de 30 minutos até que a gota secasse.

As placas foram expostas a 541,54 mW/m? de radiacdo ultravioleta segundo o
espectro de acdo calculado por Quaite et al. (1992), a uma distancia de 48 cm da fonte de
energia, em camara contendo 4 ladmpadas ultravioletas (UVB-313 EL, Q-Lab
Corporation, Cleveland, EUA), com producdo majoritaria de radiacdo UV-B,
comprimento de onda maximo em 311 nm e producdo minima de radiagdo UV-A. As
placas apresentavam-se cobertas com filme de diacetato de celulose com espessura de
0,13 mm, o qual bloqueia a passagem de comprimentos de onda menores que 290 nm. O
espectro de irradiacdo estd representado na Figura 10 e foi medido com auxilio de
espectroradidmetro (Ocean Optics, USB2000+RAD, Dunedin, EUA).
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Figura 10. Espectro de irradiacdo ap6s passagem da luz por filme de diacetato de celulose na cAmara de
tratamentos com UV-B. A radiacdo ultravioleta produzida pelas lampadas fluorescentes corresponde a
irradiancia de 541,54 mW/m? segundo espectro de acdo estabelecido por Quaite et al. (1992)
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Fonte: Proprio autor

No ensaio, placas foram coletadas nos intervalos de 20, 40, 60, 80,100, 120, 140,
160, 180, 200, 220, 240 min, representando doses totais, respectivamente, de 0,65; 1,30;
1,95; 2,60; 3,25; 3,90; 4,55; 5,20; 5,85; 6,50; 7,15; e 7,80 kJ/m?. As placas do grupo
controle ndo foram expostas a radiacao.

Ao fim do periodo de exposicao, as placas foram incubadas por 48 horas, a 27 +
1°C em auséncia total de luz. Avaliou-se entdo a viabilidade dos conidios nas placas
expostas e no grupo controle, conforme método ja descrito, e a porcentagem de
germinacao relativa (GR) dos conidios foi calculada pela equacédo 4:

GR(%) = % x 100 Equacéo (4)

Sendo:
nCP: média do nimero de conidios germinados na placa exposta por um determinado
periodo de tempo

nCC: média do nimero de conidios germinados do grupo controle

O ensaio foi realizado em trés repeticGes, sendo tais repeticdes conduzidas em

dias diferentes e com conidios produzidos para cada experimento.
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4.2.12. TOLERANCIA DE PELLETS CONTENDO MICROESCLERODIOS DE
M. anisopliae A RADIACAO UV-B

A placas de Petri (100x15 mm) contendo meio &gar-agua 2% (p/v) foram
adicionados 0,03 g de pellets contendo ME de M. anisopliae. Apos a adi¢do, as placas
foram expostas a 1239,23 mW/m? de radiacio ultravioleta segundo o espectro de ac&o
calculado por Quaite et al. (1992), utilizando-se a mesma camara, disposicéo das placas
e fonte de energia descritos na se¢do 4.2.11. As placas apresentavam-se cobertas com
filme de diacetato de celulose com espessura de 0,13 mm. O espectro de irradiacdo esta
representado na Figura 11 e foi medido com auxilio de espectroradiémetro (Ocean Optics,
USB2000+RAD, Dunedin, EUA).

Figura 11. Espectro de irradiacdo ap6s passagem por filme de diacetato de celulose na cdmara de

tratamentos com UV-B. A radiacdo ultravioleta produzida pelas lampadas fluorescentes corresponde a
irradiancia de 1239,23 mW/m? segundo espectro de agdo estabelecido por Quaite et al. (1992)
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Fonte: Proprio autor

Os intervalos de coleta determinados foram de 120, 240, 360, 480, 600 e 720
min, representando doses totais, respectivamente, de 8,92, 17,84, 35,69, 44,61, 53,53
kJ/m?. As placas do grupo controle ndo foram expostas a radiacao.

Ao fim da exposigdo as placas foram incubadas em estufa para crescimento
microbiologico a 27 + 1°C por 10 dias e a produgéo e viabilidade dos conidios foram
determinadas, conforme descrito no item 4.2.9. Foram realizadas duas repeticdes em dias

diferentes.
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4.2.13. ANALISE ESTATISTICA

Os dados referentes a esfericidade das formulag6es desenvolvidas sem biomassa
fangica foram comparados utilizando-se o teste de Tukey com 5% de significancia. Para
a avaliacdo dos dados de umidade residual dos pellets, os resultados obtidos foram
submetidos a andlise de variancia com dois fatores fixos, sendo estes representados por
temperatura e tempo de secagem em leito fluidizado. A interacdo de temperatura com
tempo de secagem também foi avaliada no modelo. Quando a interacdo foi significativa,
fez-se o desdobramento dos niveis de fatores e as respectivas comparacdes de médias pelo
método de contraste de Tukey (P < 0,05) entre niveis de um fator dentro do outro fator.
Quando a interacdo ndo foi significativa, as médias de tratamentos dentro de cada fator
foram comparadas entre si de forma independente.

Em relacdo aos dados de estabilidade de armazenamento dos pellets submetidos
a duas condices diferentes de temperatura, a producdo de conidios por grama de pellets
e a germinacdao relativa (%) dos conidios produzidos por estes pellets foram comparados,
primeiramente, entre as temperaturas de armazenamento de 4 e 40°C pelo teste de t
Student a 5% de significancia, apenas para o 7° dia de armazenamento.

Em outra anélise, os dados de producdo de conidios por grama de pellets e da
germinacao relativa foram submetidos a analise de variancia apés ajustados a um modelo
linear simples, em gue o efeito fixo foi somente o tempo de armazenamento. Desta forma,
quis-se determinar o efeito do tempo de armazenamento somente a 4 °C. Antes de
submeter os dados as analises, estes foram verificados quanto a normalidade e
homogeneidade de residuos dos erros pelos testes de Bartlett e Shapiro-Wilk, e ndo houve
necessidade de transformacao para atender aos pressupostos da normalidade dos modelos
lineares com distribui¢do gaussiana.

Os resultados obtidos a partir do ensaio de fotoestabilidade de conidios expostos
a radiacdo UV-B referentes a resposta “germinacgao relativa (%)” foram ajustados a uma
regressdo de Weibull com trés parametros, usando o pacote “drc” (RITZ, STREIBIG,
2015), obtendo-se uma equacdo da curva (Equacéo 5) a partir da qual foi possivel estimar

a dose letal mediana (DL50) de radiagcdo UV-B sobre os conidios.

y = d*exp( — exp(b(log(x) — log(e)))) (Equacéo 5)
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onde:
b = coeficiente angular da curva (slope)
d = limite superior da curva (intercepto)

e = ponto de inflexdo da curva

A analise dos dados de producdo de conidios a partir de pellets contendo ME
expostos a radiacdo UV-B, inicialmente foi realizada através de analise de variancia dos
dados transformados por logio(x) para normalizagdo dos residuos. Seguindo-se por
comparacéo entre as doses de exposic¢éo, utilizando-se o teste de Tukey (P <0,05).

Todas as analises estatisticas foram realizadas no software R (R CORE TEAM,
2015).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Desenvolvimento dos pellets sem microesclerddios

No presente trabalho foram desenvolvidas e avaliadas um total de 6 formulagdes
inorganicas de pellets preparados sem a incorporacéo do material fungico, a fim de definir
a composicdo que resultaria em pellets com melhor rendimento, distribuicdo de tamanho
e maior esfericidade. Os pellets foram obtidos através da técnica de extrusdo-
esferonizacdo e os resultados de sua caracterizacéo estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Distribuicdo de tamanho, tamanho médio, esfericidade e rendimento dos pellets referentes as
formulacBes desenvolvidas sem material fungico

Formulagio Esfericidade = Tamanho médio D90 D50 D10 Rendimento
+D.P (um) £D.P (um) (um) (um) (%)
F1 - - - - - 7,16
F2 - - - - - -
F3 0,60 £ 0,30 639,60 + 160,60 858,80 607,80 465,70 31,40
F4 0,68 +£0,18 591,50 + 131,10 780,40 569,50 455,00 29,70
F5 0,70+0,19 638,50 + 136,80 844,30 613,70 484,00 36,00
F6 0,75+ 0,07 584,90 + 122,40 758,50 574,10 431,50 48,00

Fonte: Proprio autor

As primeiras formulagdes testadas foram compostas de um Unico adjuvante, a
formulacdo F1 contendo apenas vermiculita e a formulacdo F2 contendo apenas terra
diatomacea. A F1 apresentou comportamento indesejavel, pois apesar da massa Umida ter
sido capaz de formar extrusados, houve grande formacdo de p6s durante a operagdo de
esferonizacdo e, consequentemente, observou-se baixo rendimento (apenas 7,16%). A
elevada fragilidade da estrutura sugere que a vermiculita por si sé ndo apresenta
propriedade de coesividade adequada para a obtencdo de pellets, quando os pos sdo
aglomerados com agua. E importante ressaltar que utilizou-se elevada quantidade de agua
durante a formagédo da massa umida (Tabela 1). A F2 também ndo foi satisfatoria, uma
vez que a massa Umida nédo se apresentou extrusavel, impedindo a obtencédo de pellets, o
que sugere que a TD também ndo apresenta propriedades de plasticidade, lubrificacdo e
coesividade adequadas para o processo de extrusao-esferonizacéo.

Como tentativa de se aperfei¢oar a formulacéo, adicionou-se 20% de Veegum a
massa Umida contendo terra diatomacea, devido & sua agdo aglutinante, constituindo a

formulacdo F3. Essa formulagdo se mostrou capaz de formar pellets, no entanto, os
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produtos obtidos se apresentaram em forma de bastdo, resultando em reduzida
esfericidade (0,60, Tabela 2). Isso sugere que a massa resultante da mistura de terra
diatomacea e Veegum, apesar de extrusavel, ndo apresentou plasticidade suficiente para
sofrer esferonizacdo satisfatoria. Alternativamente, preparou-se uma mistura entre
vermiculita e terra diatomacea (80:20), sem adicao de Veegum (F4). Essa composicao se
mostrou extrusavel (devido a elevada quantidade de vermiculita) e se observou ganho na
esfericidade em relacdo a F3. No entanto, o rendimento, apesar de superior ao calculado
para os pellets F1, ainda se mostrou baixo (29,7%). Para tentar aumentar o rendimento
adicionou-se solucdo de Veegum a 5% (p/v), ao invés de &gua, sobre a mistura de
vermiculita/terra diatomécea (F5). A formulacdo F5 apresentou leve aumento no
rendimento (36%).

Em seguida, optou-se por adicionar 2% de didxido de silicio coloidal a
formulacdo F5, resultando na formulacdo F6 (Tabela 1) (V/TD/SiO,, 78/20/2). Houve
nova melhora no rendimento (48%) acompanhada de um aumento significativo na
esfericidade (Tabela 2 e Figura 12). Apesar do melhor rendimento obtido na F6, quando
comparada as demais formulacBes desenvolvidas, quantidade superior a 50% da
formulacéo ainda é perdida no processo de preparo dos pellets. Com isso, novos estudos
deverdo ser conduzidos a fim de se otimizar o rendimento da formulagdo e,
consequentemente, proporcionar maior chance de sucesso em um futuro escalonamento

da formulacéo para producéo industrial.

Figura 12. Esfericidade de pellets de diferentes formulagBes inorgénicas. Valores de esfericidade variam
entre O e 1. Letras iguais indicam que ndo ha diferenga estatistica entre as médias (Teste de Tukey (P<0,05)).
Pontos referem-se as leituras da esfericidade, enquanto que as médias seguidas dos desvios-padroes estdo
representadas pelo ponto e segmento em vermelho, respectivamente.
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Fonte: Proprio autor
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A esfericidade projetada pode variar de 0 a 1, sendo que, quanto mais proximo
de 1 for o valor encontrado, mais esférica é a formulagdo. Pode-se observar na Figura 12
que houve influéncia significativa da formulacdo sobre a esfericidade dos pellets (F=
27,19, gl = 3,1164, P<0,0001). Mais especificamente, os pellets F3 (TD+VE) foram
significativamente menos esféricos que os demais, enquanto diferenca significativa ndo
foi observada entre as formulacdes F4 (V+TD) e F5 (V+TD+sol.VE). Por outro lado, a
F6 (V+TD+SiO2) se apresentou como a formulagdo com melhor esfericidade média
(0,75). A melhora na esfericidade também pode ser observada pela analise das

fotomicrografias na Figura 13.

Figura 13. Fotomicrografias dos pellets obtidos referentes as formulacfes desenvolvidas F3, F4, F5 e F6.
Aumento de 0,63x

Fonte: Proprio autor

A esfericidade dos pellets desempenha papel fundamental na propriedade de
escoamento do produto (SANTOS et al., 2006), representando um importante parametro
a ser considerado no desenvolvimento de uma formulagio peletizada. No trabalho
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conduzido por SERPA (2015), formulacdes de pellets compostas por celulose
microcristalina e diferentes extratos concentrados de Ecobidens®, na presenca ou
auséncia de revestimento polimérico, apresentaram valores de esfericidade entre 0,70 e
0,79, valores proximos ao que foi obtido na formulacdo F6 deste trabalho.

Comparando-se as 4 formulaces apresentadas na Figura 13, pode-se notar que
todas apresentaram estreita distribuicdo de tamanho e tamanho médio préximos ao
pretendido (500 um) (Tabela 2). Tais resultados encontram-se de acordo com a literatura,
como pode ser observado, por exemplo, no trabalho de Nasser (2014), em que a
formulacéo peletizada (composta por celulose microcristalina, pectina e etilcelulose) que
apresentou distribuicdo de tamanho estreita (d10=268,4 um, d50=545,4 um, d90 = 785,0
pm) e tamanho medio de 537,2 um. Uma distribuicdo de tamanho uniforme é de extrema
importancia a fim de se prevenir a ocorréncia de segregacdo dos pellets, e
consequentemente uma variacdo da dose do ingrediente ativo aplicado (SANTOS et al.,
2004).

E importante ressaltar que durante a obtencdo das formulacdes F3, F4, F5 e F6
adicionou-se 5% (p/p) de dioxido de silicio durante o processo de esferonizacdo. O
diéxido de silicio coloidal foi adicionado visando impedir a formacdo de grandes
aglomerados como produto final, fato observado na auséncia da adicdo do mesmo. Uma
provavel explicacdo para tal fato estd na acdo absorvente do didxido de silicio, capaz de
controlar a quantidade de liquido na superficie dos extrusados durante a esferonizacao.

Em consequéncia de sua maior esfericidade e rendimento, a formulacdo 6
(V+TD+Si02 (78:20:2)) foi selecionada para incorporagdo do fungo e realizacdo dos

demais ensaios.

5.2. Desenvolvimento de pellets contendo microesclerédios

Para a producéo dos 3 lotes de pellets contendo material fungico foram utilizados
meios de cultura liquido produzidos especificamente para cada lote. Os meios de cultura
liquidos contendo ME foram caracterizados e os resultados encontram-se expressos na
Tabela 3.
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Tabela 3. Caracterizacdo de meios de cultura liquidos (MASCARIN et al., 2014) contendo microesclerddios
de M. anisopliae IP 119

Caracteristicas Lote 01 Lote 02 Lote 03 Média + DP
Biomassa do meio 61,00 63,00 70,60 64,9 + 5,10
liquido (mg/mL)
pH do meio liquido 5,02 4,53 4,42 4,66 £ 0,32
Concentragdo de ME 12600 10200 12800  11866,67 + 1446,34

(n® ME/mL)

Fonte: Proprio autor

Analisando-se o pH do meio de cultura contendo ME, pode-se observar que o
mesmo se manteve baixo em todos os lotes produzidos. Tal fato sugere que a producao
de ME em condicdes laboratoriais ocorre em pH acido.

J& a biomassa presente no meio de cultura liquido (contendo concentracéo de
carbono de 16 g/L e relacdo C:N de 30:1), variou de 61,0 a 70,6 mg/mL. O acimulo de
biomassa encontrado se apresentou maior do que os valores (9,0-14,0 mg/mL) obtidos
por Mascarin et al. (2014). Isso porque, além da analise de cepas diferentes de M.
anisopliae (CG47, CG168, CG1127), os autores utilizaram meio de cultura liquido
contendo relagdo C:N de 50:1. Enquanto no trabalho conduzido por Paixdo (2016), a
producdo de biomassa de M. anisopliae IP119 obtida, utilizando-se meio de cultura
liquido de composicdo idéntica a deste trabalho, se manteve em torno de 45,0 a 65,0
mg/mL, corroborando com os dados apresentados.

A concentragdo de ME no meio de cultura se apresentou alta, variando de 10.200
a 12.800 ME/mL. Jackson e Jaronski (2009) e Jackson e Jaronski (2012), mostraram que
meios de cultura liquidos com maiores concentracdes de carbono e baixa ou intermediaria
concentracédo de nitrogénio (relacdo C:N de 30:1 ou 50:1) séo capazes de produzir altas
concentracdes de ME melanizados em menor intervalo de tempo. Segundo estudo de
Jackson e Schisler (1995), no qual analisou-se a producdo de ME de Colletotrichum
truncatum, a formacdo e a melanizagcdo de ME estdo relacionadas com a deplecdo de
nitrogénio e carbono, respectivamente.

Os lotes dos pellets contendo ME foram caracterizados quanto ao tamanho
médio, esfericidade, umidade residual e rendimento, e os resultados podem ser

observados na Tabela 4.
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Tabela 4. Caracterizagdo dos pellets contendo microesclerddios de M. anisopliae IP 119

Caracteristicas Lote 01 Lote 02 Lote 03 Média + DP
Tamanho médio (um) 517,2 532,5 526,9 525,53 + 7,74
Esfericidade 0,72 0,72 0,71 0,72+0,01
Umidade residual (%) 6,50 6,80 4,10 580+ 1,48
Rendimento (%) 36,00 42,30 45,33 41,21 +4,76

Fonte: Proprio autor

Pode-se notar que, os resultados referentes ao tamanho médio, esfericidade e
rendimento dos trés lotes produzidos, se mantiveram semelhantes aos valores encontrados
na formulacéo F6 (ver Tabela 2). Tal fato confirma as boas condicdes dos pellets contendo

ME. A umidade residual dos pellets sera analisada e discutida na secdo 5.3 deste trabalho.

5.3. Avaliacao do processo de secagem em leito fluidizado a 40°C e 50°C

Os pellets recém-preparados contendo material fungico foram imediatamente
submetidos ao processo de secagem em leito fluidizado. A influéncia de duas
temperaturas de secagem, 40°C e 50°C, sobre os pellets foi analisada de acordo com 3
parametros: umidade residual, producdo de conidios e sua viabilidade. O primeiro
parametro analisado foi a umidade residual média dos pellets, cujos resultados se
encontram apresentados na Figura 14.

Figura 14. Contedo de umidade residual de pellets F6 contendo microesclerddios de M. anisopliae IP 119
submetidos & operagdo de secagem em leito fluidizado a 40°C e a 50°C. Teste de Tukey (P<0,05)
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A interacdo entre tempo e temperatura de secagem (F= 0,94, gl= 3,16, P=0,44),
e a temperatura de secagem isoladamente (F= 3,21, gl= 1,16, P=0,09), ndo se mostraram
significativas, e a umidade residual dos pellets foi influenciada somente pelo tempo de
secagem (F= 488,7, gl= 3,16, P<0,0001). Tal fato pode ser notado na ocorréncia de um
decréscimo acentuado e significativo da umidade residual média dos pellets nos primeiros
5 minutos do processo de secagem para ambas as temperaturas, passando de uma umidade
residual média de 27,98% para 6,27% e 6,45%, nas temperaturas de 50° e 40°C,
respectivamente. Ja para os tempos maiores de analise ndo houve alteracao significativa
da umidade residual dos pellets, em ambas as temperaturas.

Assim, a secagem dos pellets em leito fluidizado por 5 minutos a 40°C ou a 50°C
é suficiente para a obtencao de uma umidade residual final adequada. Segundo Mascarin
e Quintela (2013), o contetdo de umidade residual ideal deve permanecer proximo ou
inferior a 5%. No Brasil, um pais tropical, os produtos podem ser expostos a condi¢oes
extremas durante armazenamento e transporte e, dessa forma, a umidade residual de uma
formulacdo contendo material bioldgico € um pardmetro critico para sua qualidade. De
forma geral, um alto contetdo de umidade do produto final resulta numa baixa
estabilidade de armazenamento do mesmo a temperatura ambiente (MASCARIN et al.,
2014).

A secagem em leito fluidizado ainda proporciona vantagens, quando comparada
a secagem por leito estatico e por liofilizacdo, que estdo relacionadas a alta transferéncia
de calor e massa, e a reducdo uniforme da umidade residual do material (SIVAKUMAR
et al., 2016). Em suma, esse tipo de operacdo resulta em uma secagem mais uniforme em
um menor periodo.

A producdo de conidios a partir dos pellets secos (Figura 15) foi similar para
ambas as temperaturas analisadas, permanecendo na faixa de 1,85 a 1,97x10° conidios/
grama de pellets. Adicionalmente, dentro da mesma temperatura, os valores de produgéo
de conidios foram semelhantes em todo o ensaio. Ndo houve perda consideravel de
viabilidade dos conidios, a qual permaneceu superior a 93% em todos os tempos e para

ambas as temperaturas estudadas.
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Figura 15. Avaliacdo do processo de secagem em leito fluidizado a 40°C e a 50°C de pellets da formulagéo
F6 contendo microesclerddios — Avaliagdo da producdo de conidios por grama de pellets.
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Fonte: Préprio autor

Os dados obtidos na avaliacdo da operacdo de secagem indicaram que 0 processo
de secagem em leito fluidizado ndo afetou a viabilidade dos microesclerddios em funcéao
da elevada producdo e viabilidade dos conidios de M. anisopliae IP119, observadas nas
diferentes temperaturas e tempos de processamento dos pellets. Tal fato corrobora com
os resultados publicados por Jackson e Jaronski (2009), em que granulos compostos por
TD contendo ME de diferentes isolados de M. anisopliae foram capazes de produzir cerca
de 0,9 a 1,4 x10° conidios/grama de formulagio apds secagem & temperatura ambiente.

Por outro lado, Horaczek e Viernstein (2004) analisaram a influéncia da secagem
em leito fluidizado de suspensdes de conidios de M. anisopliae e relataram que apds cerca
de 6 minutos de secagem, com temperatura do ar de saida proxima a 42°C, observou-se
uma queda acentuada da viabilidade conidial, com taxa de germinagéo de 4,8%. Vale
ressaltar que as diferencas observadas entre o trabalho de Horaczek e Viernstein (2004)
e o presente trabalho podem ser explicadas pela natureza distinta do propagulo

(microesclerdrios x conidios) e do material a ser seco (sélido x suspenséo).

5.4. Estabilidade de armazenamento

Os pellets contendo ME, acondicionados em tubos Falcon fechados, foram

armazenados em camara climatica a 40°C e 75% UR, e em 4°C em refrigerador. A
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influéncia da condicdo de armazenamento sobre a producdo e viabilidade dos conidios

esta apresentada na Figura 16.

Figura 16. Estabilidade de armazenamento de pellets contendo microesclerddios de M. anisopliae 1P119
armazenados a 4°C e a 40°C. (A) Producéo de conidios; (B) Viabilidade de conidios. Letras iguais indicam
gue ndo ha diferenca estatistica entre as médias. ANOVA e Teste de Tukey (P<0,05)
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Quando os pellets foram submetidos a condigdes extremas de temperatura e
umidade (40°C, 75% UR), so foi possivel obter resultados até o 7° dia de armazenamento,
devido a ocorréncia de contaminacdo da formulac&o nos intervalos de tempo superiores.
Nesse periodo de 7 dias, a producdo e a viabilidade de conidios (cerca de 1,36x10°
conidios por grama de pellets e 96,8%, respectivamente) ndo apresentaram diferencas

significativas em relacio aos pellets recém-preparados (1,35x10° conidios/g de pellets e
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94,1% de germinacdo). Comparando-se a producao (t = 1,399, gl = 4, P= 0,235) e a
viabilidade (t= 0,66, gl= 4, P= 0,546) de conidios nos pellets recém-preparados e apos 7
dias de armazenamento, entre as temperaturas de 4°C e 40°C, os resultados obtidos
também se apresentaram similares.

A contaminacdo ocorre, provavelmente, devido ao processo de obtencéo e
armazenamento dos pellets ndo ser um processo estéril. Acredita-se que o fungo
contaminante seja mais adaptado as condi¢des do armazenamento (temperatura e
umidade elevadas), consequentemente se proliferando em maior quantidade e mais
rapido, resultando na inibicdo do crescimento de M. anisopliae. Um meio de se evitar tal
situacdo é o armazenamento das formulages em embalagens a vacuo.

No armazenamento a temperatura de 4°C foi possivel obter dados relativos a
todos os intervalos de tempo analisados, indicando que nessa temperatura ndo ha
contaminacdo por outros fungos. Durante os 21 dias analisados ndo houve diferenca
significativa entre os resultados obtidos para a produc¢do de conidios (F= 1,14, gl = 3,8,
P = 0,389) que variou de 1,35 a 1,73x10° conidios produzidos/grama de pellets, e a
viabilidade de conidios, que permaneceu na faixa de 93 a 95%, mostrando que, quando
armazenada sob tais condi¢fes de tempo e temperatura, a formulacdo se mantém estavel.

Em um trabalho conduzido por Mascarin et al. (2014), a estabilidade de
armazenamento a 26°C e -20°C de granulos compostos por TD contendo ME de
Metarhizium spp. revelou que a formulacéo se manteve estavel, em relacédo a producéo e

a viabilidade de conidios, em ambas as temperaturas por um periodo de 3,5 meses.

5.5. Tolerancia de conidios de M. anisopliae a radia¢do UV-B

Os conidios de M. anisopliae foram expostos a radiagdo UV-B, sendo
posteriormente avaliados quanto a porcentagem de germinacéo relativa (viabilidade). Os
dados obtidos estdo expressos na Tabela 5.
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Tabela 5. Tempo de exposicdo, dose e germinacdo relativa referentes ao ensaio de tolerancia de conidios
de M. anisopliae IP119 expostos a UV-B [irradiancia de 541,54 mW/m? segundo Quaite et al. (1992)]

Tempo de exposicao Dose Germinacao Relativa (%)
(minutos) (kJ/m?) +DP

20 0,65 99,78 + 1,36
40 1,30 98,32+ 1,74
60 1,95 97,53 £ 3,57
80 2,60 96,52 + 3,16
100 3,25 94,70 £1,33
120 3,90 90,41 +£1,84
140 4,55 73,11 £ 8,72
160 5,20 67,44 + 7,83
180 5,85 37,78+ 7,72
200 6,50 16,85 + 9,67
220 7,15 4,74 £ 2,56
240 7,80 0

Fonte: Proprio autor

E possivel observar que o aumento no tempo e, consequentemente, da dose
aplicada resultou na reducdo da viabilidade dos conidios, até que ao fim de 240 min de
exposicdo ndo foi mais possivel observar germinacdo conidial. Braga et al. (2001),
analisaram o efeito da radiacdo UV-B (1200 mW/m?) sobre diferentes isolados de
Metarhizium, dentre eles ARSEF 324 (M. acridum), ARSEF 2575 e ARSEF 23 (ambos
M. robertsii) e observaram redugdo da viabilidade dos conidios, conforme a dose foi
aumentada. Esses autores relataram ainda que isso ocorreu independentemente do nivel
de toler&ncia de cada isolado.

Com excecdo do ARSEF 324 que, apds 6 horas de exposicéo, ainda apresentava
55% de germinacdo relativa (apds 48 horas de incubacdo), os demais isolados ja
apresentavam auséncia completa de germinacdo nesse periodo. Isso mostra, que 0s
isolados ARSEF 2575 e ARSEF 23, assim como o isolado IP 119 utilizado neste trabalho,
apresentam-se sensiveis a radiagdo UV-B, com decréscimo importante na germinacao,
mesmo apos poucas horas de exposicdo, indicando uma provavel reducao da eficacia de
tais propagulos apds aplicacéo.

Outro fato observado por Braga et al. (2001), foi o atraso de germinacéo
provocado pela exposicdo a radiacdo. O ARSEF 324 apresentou, apés 1 hora de
irradiagdo, germinacéo relativa de 4, 97 e 100% ap6s 12, 24 e 48 horas de incubacéo,

respectivamente. Os autores acreditam que tal atraso se deve aos danos ocasionados pela
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radiacdo UV-B ao material genético do fungo, que resultam em interrupcdo do ciclo
celular, cujo processo de reparo s6 tem inicio com a etapa de germinagdo. No presente
trabalho, o tempo de incubagdo ap6s a exposicdo (48 horas) foi prolongado e
possivelmente deve ter influéncia minima sobre os efeitos observados.

A dose letal mediana (DL50), ou seja, a dose de radiacdo necessaria para
inviabilizar 50% dos conidios submetidos ao ensaio, foi calculada a partir da construgao
da curva de Dose (kJ/m?) x Germinagdo Relativa (%), ajustada pelo modelo de Weibull

com trés parametros (Figura 17).

Figura 17. Curva de tolerancia a radiacdo UV-B de conidios de M. anisopliae IP119 expostos a doses
crescentes de radiacdo UV-B em condicGes laboratoriais. A curva foi ajustada pelo modelo de Weibull com
trés parametros, o qual pode ser descrito como: y = 97,92*exp( — exp(5,72(log(x) — log(5,91))))
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Fonte: Proprio autor

A DL50 estimada de UV-B para conidios de M. anisopliae IP 119 foi de 5,545
+ 0,059 kJ/m? (intervalo de confianca 95%: 5,42 — 5,67). Estudo conduzido por Galvéo e
Bettiol (2014), analisando a sensibilidade de isolados de Lecanicillium spp. expostos a
radicdo UV-B, com valor de radiagio proximo ao utilizado neste trabalho (542 mW/m?),
mostrou que a cepa mais resistente, a CCMA- 1143, apresentou DL50 estimada em 1,63
kJ/m?, mostrando maior sensibilidade & radiagdo UV-B quando comparada ao M.
anisopliae IP 119.
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5.6. Tolerancia de pellets contendo ME de M. anisopliae a radiacdo UV-B

Os pellets contendo ME de M. anisopliae IP 119 foram expostos a doses
crescentes de radiacdo UV-B e os resultados referentes a producao e germinacao relativa
de conidios obtidos a partir dos pellets estdo expressos na Figura 18 e Tabela 6,

respectivamente.

Tabela 6. Tempo de exposicdo, dose e germinacdo relativa de conidios referentes ao ensaio de tolerancia
de pellets contendo microesclerddios de M. anisopliae 1IP119 expostos a UV-B [irradiancia de 1239,23
mW/m? segundo Quiaite et al. (1992)]

Tempo de exposicao Dose Germinacao Relativa (%0)
(minutos) (kJ/m?) +DP

120 8,92 100+ 0,24

240 17,84 100 + 0,24

480 35,69 99,50 + 0,24

600 44,61 98,82 £ 0,24

720 53,53 98,15+ 0,23

Fonte: Proprio autor

De acordo com a Tabela 6, pode-se notar que mesmo ap6s 12 horas de exposicédo
a radiacio UV-B, equivalente a uma dose de 53,53 kJ/m? a germinagdo de conidios
obtidos a partir de pellets contendo ME de M. anisopliae permaneceu alta (~98%). Fato
contrario ao que se observa quando apenas conidios do mesmo fungo (ver se¢do 4.4) sdo
expostos a uma dose bastante inferior (7,8 kJ/m?). Estudo publicado por Song et al.
(2016), comparou a tolerdncia de conidios e microesclerédios de Purpureocillium
lilacinum a radiagdo UV-B (doses variando de 0-19,44 kJ/m?) e mostrou que os conidios
apresentam maior sensibilidade a radiacdo do que os ME, uma vez que apresentaram
menor porcentagem de germinagéo para todas as doses analisadas. Dessa forma, sugere-
se que a maior tolerancia do conidios obtidos a partir dos pellets pode estar relacionada a
presenca dos ME e a sua inser¢é@o na estrutura granular.

Por outro lado, foi possivel observar uma reducdo significativa na producao de
conidios obtidos a partir dos pellets contendo ME (Figura 18) expostos a radiacdo UV-B
por periodo igual ou superior a 8 horas, equivalente as doses de 35,69, 44,61 e 53,53
kJ/m? (P = 0,0157, 0, 0362, 0,0320, respectivamente), quando comparado ao controle
n&o-irradiado (3,9x10° conidios produzidos/g pellets). No entanto, mesmo com a reducio
observada, a producao de conidios a partir dos pellets ainda pode ser considerada alta

(1,67- 2,5 x 10° conidios produzidos/g pellets).
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Figura 18. Producdo de conidios a partir de pellets contendo microesclerédios de M. anisopliae expostos a
radia¢do UV-B [1239,23 mW/m2 segundo Quaite et al. (1992)]
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Os resultados obtidos indicam que a radiagcdo UV-B afeta principalmente aqueles
ME presentes na superficie dos pellets, sugerindo a necessidade de extenso periodo de
exposicao para que ocorra a penetracdo da radiacdo na estrutura dos pellets. Com isso, 0s
pellets podem se apresentar como forma adicional de prote¢do aos propagulos fungicos,
podendo ser considerados veiculos eficazes para fungos entomopatogénicos usados no
controle bioldgico de pragas no solo, como o R. microplus.

Por fim, vale ressaltar que no presente trabalho nao foi realizado ensaio para
avaliar a eficcia da formulacédo de pellets contendo ME sobre fémeas ingurgitadas de R.
microplus, pois tal ensaio foi conduzido por Paixao (2016), e mostrou que, em solo estéril,
a formulacéo foi capaz de reduzir a eclosdo de larvas em cerca de 80%, quando comparada
ao controle, e causou 100% de mortalidade das fémeas ingurgitadas, comprovada pelo

inicio da conidiogénese sobre as mesmas.
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6 CONCLUSOES

1)

2)

3)

4)

5)

A mistura de vermiculita, terra diatomacea e didxido de silicio coloidal (78:20:2)
resultou em pellets com tamanho médio, distribuicdo de tamanho e esfericidade
adequados.

O fungo M. anisopliae IP119 permaneceu viavel ap6s a operacao de secagem dos
pellets contendo ME em leito fluidizado.

A producéo e viabilidade de conidios se manteve por 21 dias, quando os pellets
foram armazenados a 4°C.

Pellets contendo ME de M.anisopliae IP119 foram capazes de manter alta
producéo e viabilidade de conidios mesmo apds a 12 horas de radiacdo UV-B.
Os conidios de M. anisopliae IP119 se mostraram mais sensiveis a radiacdo UV-

B, com auséncia de germinacéo apds 4 horas de exposicao.
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