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RESUMO

Nos ultimos anos, tem-se notado uma crescente preocupacao, em todo o mundo,
com os problemas ambientais decorrentes das diversas atividades humanas, incluindo a
agricultura. Nesse contexto, o controle bioldgico constitui alternativa cada vez mais
importante aos defensivos agricolas quimicos. O controle biolégico consiste no emprego de
um organismo (predador, parasita ou patégeno) que ataca outro que esteja causando danos
econOmicos as lavouras. Espécies de Trichoderma sao reconhecidas como agentes de controle
biologico de doencas de plantas causadas por fungos fitopatogénicos, sendo a espécie T.
harzianum uma das mais utilizadas. Os conidios sdo os micropropagulos preferiveis para uso
no controle biolégico. Para a comercializacdo de produtos de biocontrole, o produto
formulado deve ser estdvel ao armazenamento e manter a viabilidade dos esporos durante este
periodo. A desidratacdo dos esporos permite a preservacido do inoculo por um longo periodo
de tempo, com alta viabilidade; e um dos métodos utilizados para a secagem € a atomizagdo
(“spray dryer”). Este trabalho teve como objetivo determinar as condi¢cdes mais adequadas de
secagem de esporos de Trichoderma harzianum LCB47 em “spray dryer”, de forma a
preservar sua capacidade germinativa no produto desidratado. Conduziram-se experimentos
para avaliar a necessidade do uso de encapsulante na secagem dos esporos. Estudaram-se,
preliminarmente, as varidveis temperatura de entrada e de saida do ar para avaliacdo dos seus
efeitos no nivel de sobrevivéncia dos esporos e na umidade do pé final. Testou-se a influéncia
de diferentes materiais usados como encapsulantes, por meio da avaliagdo da sua capacidade
calorifica (Cp) e através do nivel de sobrevivéncia resultante da secagem utilizando cada
material. Estudaram-se os parametros temperatura de entrada e de saida do ar, por meio de
planejamento experimental, para avaliacdo da sua influéncia no nivel de sobrevivéncia dos
esporos € na umidade e atividade de dgua do pé final. Realizou-se uma avaliacdo da
estocagem dos esporos com relacdo a retengdo da sua viabilidade. Verificou-se que é
necessario a adicdo de um encapsulante para a secagem dos esporos por atomizacdo. O
aumento da diferenca entre a temperatura de entrada e de saida do ar no processamento levou
a elevacdo da umidade do produto final, devido a necessidade do aumento da vazdo de
alimentacdo da suspensdo. Menores temperaturas de saida foram melhores quanto ao nivel de
sobrevivéncia dos esporos, sendo a de 55°C a que permitiu os melhores resultados. A goma
ardbica foi o encapsulante que apresentou maior capacidade calorifica, e foi o melhor com
relac@o a protecao dos esporos do calor do ar durante a secagem. O teor de encapsulante € o
principal fator que afeta o nivel de sobrevivéncia dos esporos, enquanto a umidade e a
atividade de dgua do produto em p6 sao fortemente influenciadas pela temperatura de entrada.
Os esporos mantiveram sua viabilidade durante um més quando armazenados sob
refrigeracdo. A melhor condicdo de secagem de esporos de 7. harzianum LCB47 foi
140/55°C de temperatura de entrada e de saida, respectivamente, utilizando maltodextrina
como encapsulante. Nesta condicao o nivel de sobrevivéncia médio foi de 96%.

Palavras-chave: “spray dryer”’, microencapsula¢do, maltodextrina, controle biol6gico.



ABSTRACT

In recent years, the world is having a growing concern regarding human activity towards the
environment, including the problems related to agriculture. Biological control is, nowadays, a
viable and important alternative to chemical defensives. Biological control consists of the
used of a living organism (predator, parasite or pathogen) that attacks other unwanted
organism without causing damages to the crops. Trichoderma species are known as biological
control agents to plant diseases caused by phytopathogenic fungi. 7. harzianum is the most
applied agent. Conidia are the preferred micropropagules for biological control. For
commercialization, biological control products should be stable during storage and should
maintain its viability during this period. Drying of the spores allows the preservation of the
inoculums for a long period of time maintaining high viability. One of the most used methods
for drying spores is spray drying. This work aims to determine the best operating conditions
to dry Trichoderma harzianum LCB47 spores, using spray drying, to keep the germinative
capacity of the dehydrated product. Experiments were carried out to evaluate the need for
encapsulates during drying of the spores. Initially, the inlet and outlet air temperatures in the
spray drier were evaluated concerning the survival of the spores and the final dried product
moisture content. Several raw materials were tested as encapsulates by means of evaluating
their heat capacity (C,) and by evaluating the level of survival after drying the spores. The
inlet and outlet air temperature were evaluated using a factorial design. An evaluation of the
viability of the spores during storages was also carried out. The results show the need of the
addition of encapsulates for drying spores using spray-drying. The increase between the inlet
and outlet air temperatures in the spray-drier resulted in an increase in the final moisture
content of the product because of the need to increase the feed flow rate in the spray-drier.
Lower outlet air temperatures resulted in higher levels of survival of the spores, and the
temperature of 55°C allowed the best results. Arabic gum was the encapsulate that presented
the highest heat capacity and that resulted in the highest protection of the spores during
drying. The amount of encapsulate was the most significant factor that influenced in the
survival of the spores, while the final moisture content and the water activity were most
significantly influenced by the inlet temperature of the air. The spores maintained their
viability for a month under refrigeration. The best operating condition to dry spores of T.
harzianum 1LLCB47 was obtained applying inlet and outlet air temperatures of respectively 140
and 55°C, and using maltodextrin as encapsulate. Under this condition, the mean level of
survival of the spores was 96%.

Keywords: spray-dryer, microencapsulation, maltodextrin, biological control.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, tem-se notado uma crescente preocupacao, em todo o mundo,
com os problemas ambientais decorrentes das diversas atividades humanas, incluindo a
agricultura. Essa preocupacdo vem resultando na busca por tecnologias de produgdo rentaveis,
socialmente justas e com um enfoque ecoldgico. Nesse contexto, o controle bioldgico
constitui alternativa cada vez mais importante (SILVA; MELLO, 2007).

O controle biolégico consiste no emprego de um organismo (predador, parasita ou
patégeno) que ataca outro que esteja causando danos econdmicos as lavouras. Trata-se de
uma estratégia utilizada em sistemas agroecoldgicos, assim como na agricultura convencional
que se vale do Manejo Integrado de Pragas (MIP). No Brasil, embora o uso do controle
bioldgico ndo seja uma pratica generalizada entre os agricultores, hd avangos significativos
em alguns cultivos, devido aos esforcos de orgaos estaduais de pesquisa e da Embrapa —
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (PLANETA, 2007). Na natureza hd interagdes
continuas entre 0os potenciais patdgenos € seus antagonistas, onde o controle bioldgico
funciona naturalmente (SILVA; MELLO, 2007). Espécies de Trichoderma sao reconhecidas
como agentes de controle biolégico de doengas de plantas (HARMAN et al., 2004), sendo as
espécies T. harzianum, T. virens, e T. viride as mais utilizadas (SILVA; MELLO, 2007).

Trichoderma é um agente de controle bioldgico por ser antagonista a varios
fungos fitopatogénicos, podendo exercer o controle, indiretamente, por meio de inducdo de
resisténcia e de tolerancia ao estresse as plantas ou, diretamente, competindo por espaco e
nutrientes, produzindo substincias antimicrobianas, inativando as enzimas do patégeno e
mediante 0 micoparasitismo, sendo a acdo das enzimas hidroliticas sobre os fitopatdgenos
considerado o principal mecanismo envolvendo o processo desse antagonista (SILVA;
MELLO, 2007).

Virios diferentes estdgios do ciclo de vida do fungo (conidio, fragmentos
miceliais ou blastosporos) sdo candidatos potenciais para biofungicidas. Como o conidio
aéreo ¢ a unidade infecciosa e de disseminacdo, e devido ao aumento na eficiéncia da sua
producdo, por meio de sistemas de cultura em estado sélido, os conidios aéreos sdo os
propdgulos de escolha para o desenvolvimento de um biofungicida (HORACZEK;
VIERNSTEIN, 2004).

A tecnologia atualmente disponivel para a produ¢do comercial de biofungicidas s6

permite a obten¢do de uma formulacdo em pdé-molhdvel (PM), contendo fragmentos de
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micélios e conidios, com baixa viabilidade, elevado teor de umidade e conidios aderidos uns
aos outros em grumos de diferentes tamanhos. Tal mistura contém, comumente, uma
quantidade desconhecida de fragmentos do substrato sélido, contaminantes e outras particulas

(GAVA, 20006).

(@'N

No Brasil, a producdo massal de fungos para controle bioldgico
tradicionalmente realizada com o emprego de arroz cozido como substrato. Apds a

colonizagdo do arroz pelo microrganismo, a mistura "arroz + fungo" ¢ triturada e

(€N

comercializada na forma de pdé-molhdvel. Alternativamente, a mistura "arroz + fungo"
vendida sem trituracdo, ficando a cargo dos produtores rurais a tarefa de lavar o substrato com
dgua para remocdo dos esporos (FARIA; MAGALHAES, 2007).

O maior obsticulo na comercializacdo de produtos de biocontrole € o
desenvolvimento de um produto formulado, estdvel ao armazenamento, que retenha efici€éncia
similar aquela das células frescas do agente. Alguns métodos de preservagdo de culturas sao
baseados principalmente na reducio da taxa metabodlica dos organismos pela remog¢do da dgua
disponivel. A desidratacao do produto permite a preservagao do inéculo por um longo periodo
de tempo com alta viabilidade (LARENA et al., 2003; LARENA; MELGAREJO; DE CAL,
2003). A desidratacdo pode ser realizada por varios meios, incluindo a liofiliza¢do, secagem
em silica gel, spray dryer e leito fluidizado (LARENA; MELGAREJO; DE CAL, 2003).

A técnica de secagem por atomizagdo (“‘spray-drying”) € répida, de unica etapa,
conveniente, possui flexibilidade de uso em grande escala, e pouco influenciada pelos
parametros de solubilidade da fase interna e do polimero usado como encapsulante
(BARROS; STRINGHETA, 2006), e pode ser usada para vdrios materiais termossensiveis
por causa das baixas temperaturas que o material ativo atinge (MADENE et al., 2006). Isso
ocorre porque a evaporagdao do liquido da gota € tdo rdpida, que o nicleo nao atinge
temperaturas superiores a 100°C (GHARSALLAOUI et al., 2007; LEITE, 2001).

Além disso, a atomizacdo € a técnica mais comum e barata para a producdo de
produtos microencapsulados, sendo os custos de producao menores que na maioria dos outros
métodos de microencapsulagdo. Em comparacdo com a liofilizacdo, o custo do método de
“spray-drying” é 30 a 50 vezes mais barato. (GHARSALLAOUI et al., 2007).

De um ponto de vista industrial, hd crescentes necessidades para prever e
controlar a estabilidade de fungos desidratados para biocontrole, porque seu uso estd
constantemente crescendo devido a sua compatibilidade ambiental, comparada aos fungicidas
tradicionais (HORACZEK; VIERNSTEIN, 2004). A preparacdo de uma formulagdo que

mantenha a viabilidade do agente biolégico, o desenvolvimento de um processo de produgdo
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econdmico e a otimizagdo do desempenho no campo sdo consideragdes importantes para
agentes de biocontrole (FROYD, 1997).

Neste sentido, este trabalho teve como objetivo geral determinar as condig¢des
mais adequadas de secagem de esporos de Trichoderma harzianum LCB47 em “spray dryer”,
de forma a preservar sua capacidade germinativa no produto desidratado. Os objetivos
especificos foram: estabelecer as condi¢des mais adequadas dos pardmetros para a secagem
dos esporos de Trichoderma harzianum LLCB47 em “spray dryer”; avaliar a capacidade
germinativa dos esporos antes e apds a secagem; avaliar o efeito do teor e tipo de alguns
encapsulantes comumente utilizados em processos de desidratacdo, durante a secagem dos

esporos; e avaliar a estabilidade dos esporos em diferentes condi¢des de estocagem.
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2. REVISAO DE LITERATURA
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Controle biologico

Apesar de os defensivos agricolas terem uma alta e rdpida eficiéncia, sdo
necessdrias aplicacoes repetidas desses produtos, representando grandes quantidades lancadas
no ambiente. Esses produtos quimicos propiciam uma alta produtividade, mas tém efeitos
negativos sobre o solo, o clima, a vegetacdo, as dguas, os animais e o homem. Provocam a
selecdo de mutantes resistentes e seu tempo de degradacdo no ambiente é da ordem de
décadas, o que provoca uma concentracao elevada dessas substiancias na cadeia alimentar
(FRANCESCHINI et al., 2001).

Nesse contexto, o controle biologico € uma alternativa vidvel para o combate de
pragas e patdgenos, € vantajosa em relacdo ao controle quimico, especialmente quanto ao
impacto ambiental, ao custo, a especificidade e ao desenvolvimento de resisténcia
(FRANCESCHINI et al., 2001). Utilizado de forma complementar na agricultura
convencional, contribui para a reducdo do uso de agrotéxicos, enquanto na agricultura
organica, insere-se em substituicdo a esses produtos (SILVA; MELLO, 2007). O controle
bioldgico, ou biocontrole, envolve a introducdo de determinados microrganismos, sejam
naturais ou geneticamente modificados, em um ecossistema agricola para reduzir os efeitos de
organismos indesejaveis ou favorecer a sobrevivéncia de organismos que sdo benéficos aos
humanos (TSENG et al., 2008).

Um produto de biocontrole para aplica¢do na agricultura deve ser facil de preparar
e de aplicar, produzir propagulos vidveis com longa vida-de-prateleira, mantendo sua
eficiéncia, e ter preco compativel. A vida-de-prateleira de um produto de biocontrole é o
periodo de tempo em que os propagulos do microrganismo permanecem vidveis e eficientes.
Este periodo pode variar de varias semanas a anos. A maior parte do tempo de duracdo do
produto € perdida na estocagem (tempo entre a manufatura e seu uso no campo). O produto
bioldgico deve ter uma vida-de-prateleira de pelo menos 12 a 18 meses sem refrigeragdo para
ser comercialmente aceitavel (LARENA; DE CAL; MELGAREJO, 2007).

Entre os microrganismos patogénicos com aplicacdo potencial em controle
biologico destacam-se os fungos filamentosos. Quando comparados a outros sistemas

utilizados em controle bioldgico, como bactérias produtoras de toxinas, protozodrios e virus,
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os fungos apresentam como vantagem um mecanismo especializado de infec¢do, que ocorre
pela sua penetracdo ativa nos hospedeiros, ndo dependendo, assim, da sua ingestdo para que
se inicie o processo de infeccao (FRANCESCHINI et al., 2001).

Os conidios sdo os propagulos preferidos para agentes de biocontrole fingico de
muitas doengcas em plantas, decorrentes de ataques microbianos (YE er al., 2006).
Micropropagulos de Trichoderma spp. na forma de conidios sdo preferiveis aos
clamidiésporos e a biomassa micelial por causa da viabilidade e estabilidade na aplicacdo no

campo (CAVALCANTE et al., 2008).

2.1.1. Fungos como agentes de controle biolégico

Os fungos apresentam grande importincia agricola e ecoldgica, pois sdo
responsaveis por manterem ecossistemas em equilibrio, decompondo restos vegetais,
degradando substancias tdéxicas, auxiliando as plantas a crescerem e se protegerem contra
inimigos patogénicos, insetos-pragas da agricultura ou herbivoros (AZEVEDO, 1997).

Assim como os fungos podem eventualmente causar doengcas em plantas e
mamiferos, os insetos podem ser atacados por certos fungos. Se usados convenientemente,
eles podem ser empregados no controle de insetos-pragas de plantas cultivadas ou mesmo de
insetos vetores de doengas. O Brasil, possuindo um clima tropical em grande parte de seu
territério e com vastas dreas cultivadas, tem dificuldades na utilizacao do controle quimico de
insetos, tornando-se invidvel e antiecondmico em certas condicdes, além de causar
desequilibrios bioldgicos e problemas de intoxicacdo. A solugdo € entdo o uso e aplicacdo de
técnicas na producdo de “inseticidas microbianos” que possam, se ndo substituir, pelo menos
diminuir o uso de agroquimicos, com vantagens econdmicas e de preservacdo do ambiente
(AZEVEDO, 1997).

Entre os fungos entomopatogénicos, os mais empregados no controle de pragas
sa0 Beauveria bassiana e Metarhiziun anisoplie (ATHAYDE; FERREIRA; LIMA, 2001). A

Tabela 1 mostra exemplos de fungos entomopatogénicos e seus respectivos hospedeiros.
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Tabela 1 - Fungos entomopatogénicos e seus hospedeiros.

Microrganismo Inseto controlado
Aspergillus flavus Larvas de Culex sp
Beauveria bassiana Larvas de mosquitos e moscas
Beauveria brongniartii Baratas

Cigarrinha da cana-de-acucar: Mahanarva
posticata
o _ . Cigarrinha das pastagens: Deois zulia
Metarhizium anisopliae . .
Broca da cana: Diatraea saccharalis
Percevejos da soja: Nezara sp e Piezodorus sp

Reduvideos: insetos da familia Reduviidae
Nomuraea rileyi Ordens Coleoptera, Lepidoptera e Orthoptera

Paecelomyces fumoroseus Larvas de mosquitos e moscas

Fonte: Moretti (2008).

Como no caso do controle biolégico de insetos por fungos, existem também
exemplos de fungos que atuam como controladores de doengas de plantas causadas por ataque
de microrganismos fitopatogénicos. O emprego racional dos mesmos pode, além de prevenir
doencas, colaborar na redu¢do da aplicagdo abusiva de fungicidas quimicos (AZEVEDO,
1997).

Dentre os vdrios microrganismos antagonistas utilizados contra fungos
fitopatogénicos, podem ser citados: Dicyma pulvinata no controle do mal-da-seringueira,
Gliocadium no controle de Phytophthora, e Trichoderma harzianum no controle de vassoura-
de-bruxa do cacaueiro (SILVA; MELLO, 2007).

Em 90% dos antagonistas utilizados, hd participacdo de diferentes espécies do
género Trichoderma (SILVA; MELLO, 2007). Este género destaca-se entre os fungos agentes
de controle de fitopatégenos, sendo o que mais tem despertado o interesse dos agricultores

(MELO; COSTA; 2005).
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2.1.2. Fungos do género Trichoderma

Dentre os fungos filamentosos, os do género Trichoderma sdo reconhecidamente
os hiperparasitas dos fitopatdgenos mais importantes e mais estudados, pois exibem
variabilidade entre as linhagens com relacdo a atividade de biocontrole, espectro de acao
contra hospedeiros, propriedades fisiologicas e bioquimicas, como também, adaptabilidade
ecoldgica e ambiental (SILVA; MELLO, 2007). Atacam hifas e estruturas de esporulagao dos
patégenos das plantas no campo, reduzindo a infeccio e o in6culo patogénico (BLAKEMAN;
FOKKEMA, 1982).

Trichoderma ¢ um grupo complexo de fungos com importantes aplicacdes na
agricultura e medicina. As espécies deste género sao caracterizadas pelo rapido crescimento
de coldnias chegando ao diametro entre 2 a 9 cm depois de 4 dias de crescimento a 20°C
(RIBEIRO, 2000).

O género é amplamente distribuido por todo o mundo e ocorre em quase todos 0s
solos e outros habitats naturais, especialmente nos ambientes contendo material organico. E
também encontrado nas superficies de raizes de véarias plantas, em cascas em decomposi¢ao
especialmente quando danificada ou contaminada por outros fungos. Como Trichoderma é
um fungo cosmopolita, é capaz de crescer em uma faixa ampla de diferentes condigdes
ambientais e substratos. Esta caracteristica confere a este género a possibilidade de ser
utilizado em muitas situagdes de interesse biotecnoldgico. T. harzianum € o organismo mais
comum encontrado em regides de clima temperado (RIBEIRO, 2000).

Trichoderma produz grandes quantidades de celulases e outras enzimas
hidroliticas. Entre as enzimas mais importantes que 7Trichoderma produz estdo aquelas
envolvidas em micoparasitismo, as quais degradam quitina. Espécies de Trichoderma t€ém
sido usadas em preparacdes comerciais de produtos para controle biolégico de plantas
infectadas por fungos, reduzindo assim a necessidade de utilizacdo de compostos quimicos
poluentes. T. harzianum € o agente ativo do produto comercial Trichodex, o qual € usado nas
raizes da macieira para protegé-la de fungos nocivos, e ¢ combinado com 7. polysporum no
produto Binab-T, o qual € usado para controlar rachaduras que causam a decomposi¢ao da
madeira (RIBEIRO, 2000).

O mecanismo pelo qual espécies de Trichoderma reconhecem e atacam fungos

fitopatogénicos € desconhecido, apesar de alguns determinantes desses mecanismos ja terem
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sido identificados. Segundo Silva e Mello (2007), esses mecanismos podem ser representados

pelos efeitos diretos e indiretos causados pelo agente de biocontrole no fitopatégeno.

e Efeitos diretos:

Antibiose: Muitas espécies de Trichoderma siao conhecidas produtoras de
metabolitos secundérios, voléteis e ndo-volateis, com amplo espectro de atividade microbiana,
e podem secretar diversas substancias antifiingicas, como pironas, isocianatos, tricotecenos,
dentre outros.

Competicdo pelos nutrientes e espaco fisico: As espécies de Trichoderma sio

geralmente consideradas competidoras agressivas, apresentando rdapido crescimento e
colonizagdo, o que resulta em deslocamento dos patégenos por impedir a germinacdo de
propagulos ou a sua infeccao.

Micoparasitismo: Esse mecanismo consiste na utilizagdo do fitopatégeno como

alimento para seu antagonista. Trichoderma spp. cresce em dire¢do ao outro fungo, se enrola
nas hifas do fungo alvo em uma reacdo mediada por lecitinas e degrada sua parede celular
pela secrecdo de enzimas liticas, limitando o crescimento e atividade do fitopatdgeno. As
enzimas hidroliticas extracelulares produzidas por Trichoderma sao consideradas de
importancia determinante na capacidade antagonista desse fungo. Sdo elas: quitinases,

celulases, glucanases e proteases, que degradam as estruturas dos fungos parasitados.

Inativacdo das enzimas do fitopatégeno: As enzimas de alguns fitopatdgenos sao
responsaveis pela hidrélise dos componentes pécticos da parede celular das plantas. Quando
presente, o 1. harzianum, por exemplo, secreta proteases sobre a superficie da planta que

inibem a ac@o das enzimas hidroliticas desses fitopatégenos.

e [Efeitos indiretos:

Inducdo de resisténcia: Linhagens de fungos do género Trichoderma colonizam e

penetram os tecidos da raiz da planta, iniciando uma série de alteragdes morfoldgicas e
bioquimicas na planta, consideradas como parte de defesa da planta e que, no final, leva a
mesma a induzir uma resisténcia sistémica adquirida (do inglés: Systemic Acquired
Resistance - SAR). A SAR ¢é uma resposta imune, que as plantas sdo capazes de produzir,
ap6s uma primeira infec¢ao por patdgenos.

Tolerancia ao estresse: Trichoderma spp. € um colonizador benéfico de raizes de

plantas que possui a capacidade de melhorar seu crescimento e sua produtividade (HARMAN

et al., 2004), bem como a solubilizac¢do e absor¢ao de nutriente inorganicos pela planta.
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T. harzianum vem sendo aceito como um dos agentes de biocontrole mais
potentes contra doengas de plantas, e vem sendo usado com um antagonista contra varios
fungos fitopatogénicos do solo nos ultimos anos (TSENG et al., 2008).

Perell6 et al. (2008) mostraram que 7. harzianum pode ser usado como tratamento
ndo-quimico alternativo contra mancha bronzeada do trigo causado por Pyrenophora tritici-
repentis. T. harzianum também ¢é eficiente no combate ao Botrytis cinérea, responsavel pela
podridao cinzenta em pepino (ELAD et al., 1993; ELAD; KAPAT, 1999), e como agente de
biocontrole contra Bipolaris oryzae, causador da mancha parda em arroz (ABDEL-FATTAH
et al., 2007).

2.2. Producao do agente fiingico por fermentaciao semi-solida

O material utilizado em fermentagao no estado sélido é geralmente fragmentado e
de natureza granular ou fibrosa que permite a retencdo de 4gua por higroscopia ou
capilaridade. A quantidade de &4gua presente varia consideravelmente de acordo com o
material utilizado. Os substratos amildceos (arroz, trigo, centeio, cevada, milho, mandioca)
sao geralmente fermentados entre 25 e 60% de umidade inicial enquanto os substratos
celulésicos (palhas, cascas, bagaco, farelos e outros) permitem trabalhar com teores de
umidade mais elevados, 60 a 80% sem o aparecimento de dgua livre (SPIER, 2005).

A selecdo adequada do substrato é de fundamental importancia para o sucesso de
qualquer tipo de fermentacdo. Para o caso do processo de fermentacdo em estado sélido
(FES), os substratos sélidos sao constituidos basicamente de macromoléculas organicas, que
se caracterizam pela insolubilidade em dgua e pela capacidade de promover o crescimento
microbiano, mesmo sem a adi¢cdo de nutrientes suplementares. Os residuos de origem
agroindustrial sdo os substratos mais utilizados neste processo, tais como: polpa de café,
farelo de cereais, palhas, bagaco de cana, cascas de frutas processadas, batata, farinha de
cereais, mandioca, entre outros (SPIER, 2005).

Os residuos agroindustriais sdo geralmente considerados os melhores substratos
para os processos em meio sélido. O uso destes materiais agroindustriais deve-se ao fato de
apresentarem as seguintes caracteristicas: sao recursos renovaveis, sua producao depende de
outra atividade produtiva, muitas vezes sdo subprodutos ou produtos secunddrios, sao

produzidos em grande quantidade e normalmente constituem um problema localizado, quando
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considerados rejeitos ou descartes industriais, que necessitam de algum tratamento ou alguma
aplicacdo (SPIER, 2005).

Dentre os vérios grupos de microrganismos, os fungos filamentosos sao os mais
explorados por causa da sua capacidade de crescer em substratos sélidos complexos e de
produzir conidiésporos (BHANU PRAKASH; PADMAIJA; SIVA KIRAN, 2008). A
fermentagdo semi-solida permite a produgdo de conidios aéreos, similares aqueles produzidos
naturalmente na superficie de caddveres de insetos (no caso de fungos entomopatogénicos) e
superiores aos micélios e blastoporos produzidos por fermentacdo submersa. Micélios e
blastéporos submersos possuem parede celular muito fina para tolerar estresses ambientais,
como dessecacdo apds a fermentacdo e radiacdo solar apds aplicacao no campo (YE et al.,
2006).

Os meios sélidos se assemelham aos ambientes naturais de desenvolvimento dos
fungos filamentosos e suas formas de desenvolvimento vegetativo sdo constituidas por hifas
aéreas ramificadas. Elas sdo propicias a coloniza¢do de matrizes s6lidas porosas. A matriz
porosa pode ser constituida de um substrato imido ou de um suporte inerte capaz de absorver
os nutrientes presentes em uma solucdo. A umidade relativa depende da capacidade de
retencdo de 4gua de um material utilizado como substrato ou suporte, suportando também
pressdes osmoticas elevadas (SPIER, 2005).

A producdo de esporos fungicos para biocontrole é bem relatada (GUIJARRO et
al., 2006; JONES et al., 2004; LARENA et al., 2003; LARENA; MELGAREJO; DE CAL,
2003), entretanto a maioria utiliza meio liquido para a produc¢do de fungos do género
Trichoderma sp (GALLETTI et al., 2008; VERMA et al., 2006; VERMA et al., 2007).

Cavalcante et al. (2008) testaram o efeito da umidade do meio de cultura na
producdo de conidios de diferentes espécies de Trichoderma por fermentacao semi-sélida. As
espécies em estudo foram 7. harzianum sp, T. viride sp, T. koningii sp e T. polysporum sp., €
os meios semi-solidos testados foram arroz e farelos de trigo e de milho. O farelo de trigo foi
o substrato mais adequado para a producdo de esporos das quatro espécies, sendo 0 aumento

da producao extremamente maior para o 7. harzianum e T. viride.
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2.3. O processo de secagem

A secagem tem a finalidade de eliminar um liquido volatil contido num corpo nao
volatil, através da evaporagdo, levando a diminui¢do da atividade de dgua do produto. O tipo
de secagem a ser utilizado depende, dentre outros fatores, do produto a ser desidratado, da sua
constituicdo quimica e das caracteristicas fisicas do produto final desejado (ALONSO, 2001).

Os produtos em geral sdo muito diferentes entre si devido a sua forma, estrutura e
suas dimensdes, além de as condi¢des de secagem serem muito diversas de acordo com as
propriedades do ar de secagem e com a forma com que se faz o contato ar-produto. Uma vez
que o produto é colocado em contato com ar quente, ocorre uma transferéncia do calor do ar
para o produto sob o efeito da diferenca de temperatura existente entre eles. Simultaneamente,
a diferencga de pressao parcial de vapor de dgua existente entre o ar e a superficie do produto
determina transferéncia de vapor para o ar. Uma parte do calor que chega ao produto é
utilizada para vaporizar a 4gua e a outra, para elevar a temperatura da mistura (ALONSO,
2001).

Quando um material € colocado em um secador, existe um curto periodo de
estabilizacdo, em que a superficie € aquecida até a temperatura de bulbo umido. Inicia-se,
entdo, a secagem, e enquanto a d4gua se movimentar do interior do material na mesma taxa em
que é evaporada da superficie, esta permanece Umida. Este periodo é conhecido como o
“periodo de taxa constante”, que continua até que um teor de umidade critico € alcancado. De
forma geral, a taxa de secagem diminui gradualmente ao final do periodo da taxa constante.
Quando o teor de umidade do material cai além do teor critico, a taxa de secagem decresce
lentamente até se aproximar de zero no teor de umidade de equilibrio (o material fica em
equilibrio com o ar de secagem). Esse periodo é conhecido com periodo de taxa decrescente
de secagem. Nesse periodo, a taxa de movimento de dgua do interior para a superficie do
produto torna-se menor do que a taxa na qual a 4gua evapora para o ar circundante; portanto,
a superficie seca (assumindo que a temperatura, a umidade e a velocidade do ar permanecem
constantes). Se a mesma quantidade de calor é fornecida pelo ar, a temperatura da superficie

aumenta até alcancar a temperatura de bulbo seco do ar de secagem (FELLOWS, 2006).
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2.3.1. Secagem por “spray drying”

“Spray drying”, ou atomizacdo, € uma operagdo unitdria pela qual um produto
liquido € microdisperso na forma de goticulas (dai o termo ‘““atomiza¢do”) em dire¢do a uma
corrente de gds aquecido para instantaneamente se obter um pé. O gés geralmente usado € ar,
ou mais raramente, um gas inerte como nitrogénio. O liquido inicial alimentando o
atomizador pode ser uma solu¢do, uma emulsd@o ou uma suspensdo. A Figura 1 esquematiza
um “spray dryer”. O objetivo da atomizac¢do é criar a maxima transferéncia de calor, na
superficie da goticula, entre o ar seco e o liquido, para otimizar a transferéncia de calor e de
massa. O contato das goticulas com o ar ocorre durante a atomizagdo, iniciando-se o estigio
da secagem (GHARSALLAOUI et al., 2007).

De acordo com o posicionamento do bico atomizador, comparado com o fluxo de
ar quente, o processo de secagem é concorrente ou contracorrente. No processo concorrente, o
liquido € pulverizado na mesma direcao do fluxo de ar quente. Ao contato das gotas com o ar
quente, os balancos de temperatura e pressao parcial de vapor sdo estabelecidos entre as fases
liquida e gasosa. Desta forma, a transferéncia de calor € conduzida do ar em dire¢do ao
produto, como resultado da diferenca de temperatura, enquanto a transferéncia de 4gua ocorre
na direcdo oposta, devido a diferenca de pressdao de vapor. A separacdo do produto seco do ar

umido é realizada através de um ciclone (GHARSALLAOUI et al., 2007).

@ ®

@' vy
©
\ 2 /

J'&& 1-entradade ar

2 - aquecedor elétrico

3 - cAmara de secagem

4 - ciclone, onde o produto é separado do fluxo de ar
5 - aspirador

6 - sensor de temperatura de entrada

7 - sensor de temperatura de saida

8 - frasco de coleta do produto final

L 9 -filtro de ar de saida

Figura 1 - Desenho esquemdtico do “spray dryer” com fluxo de secagem concorrente.
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A desidratagdo por atomizacdo € vidvel para a maioria dos produtos em suspensao
ou solugdo, com concentracdo minima de s6lidos de 20%. Sua utilizacdo € uma questdo de
custo e disponibilidade (DAI(JTO; CEREDA, 2003).

As vantagens desta técnica incluem: o fato de o processo ser continuo e de facil
operacdo, sendo possivel adaptacdo ao controle totalmente automético; e a disponibilidade de
ampla faixa de modelos de secadores adaptiveis a uma variedade de aplicacoes,
especialmente para a desidratacdo de materiais temoldbeis (VEGA; ROOS, 2006).

As temperaturas de entrada e de saida no atomizador sdo, usualmente, as
principais varidveis que controlam a umidade no produto desidratado (DAIUTO; CEREDA,
2003).

A operacao de produzir pé em “spray dryer” a partir da alimentacdo de um liquido
¢ frequentemente limitada pelos fluxos de deposicdo de parede, o que resulta na deposicao de
po nas paredes internas do equipamento (LANGRISH; CHAN; KOTA, 2007). Isso se deve a
rapida remocdo de dgua que ocorre no atomizador, levando a produg@o de materiais amorfos.
Nesse contexto, a pegajosidade da superficie da gota durante a secagem pode ser prevista por
meio de vdrios enfoques, como a temperatura de transi¢ao vitrea (GHARSALLAOQOUI et al.,
2007).

A pegajosidade do p6é pode ser descrita em termos de coesdo (pegajosidade
particula-particula) e adesdo (pegajosidade particula-parede da superficie). A coesdao é uma
propriedade interna do p6 e é uma medida das forcas que mantém as particulas unidas,
enquanto a adesdao € uma propriedade interfacial e € uma medida das for¢as que mantém as
particulas na superficie de outro material (BOONYAI; BHANDARI; HOWES, 2004)

Pesquisadores tém adicionado adjuvantes de secagem, ou carreadores, para
reduzir a pegajosidade do material e reduzir os problemas de deposicdo. Muitos destes

possuem alto peso molecular (LANGRISH; CHAN; KOTA, 2007).

2.3.2. Adjuvantes de secagem

Alguns dos adjuvantes usados para introduzir alteragdes fisicas no produto
permitem reduzir a deposicdo nas paredes e facilitam a manipula¢do dos produtos. Entre os
adjuvantes estdo incluidos o ar, gases comprimidos, espumas, alginatos, proteina de soja,

mono-esterato de glicerol, gomas naturais, sacarose, xaropes de amido e dextrinas. Destes, 0s
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mais importantes sdo os suportes, que podem ser usados em até 80% do volume total de

material a ser desidratado, de forma que as caracteristicas e qualidade do produto sdo

fortemente influenciadas pelo tipo de material usado. Entre os suportes, os mais importantes

sao os amidos e derivados, em funcdo de seus precos, desempenho e disponibilidade

(DAIUTO; CEREDA, 2003).

Um suporte tem por objetivo facilitar o processo de secagem, melhorar a

qualidade do produto final e reduzir os custos do processo. A selecao do melhor suporte deve

levar em consideracao uma série de fatores, que envolvem a qualidade do produto, o preco do

suporte e o desempenho no processo (DAIUTO; CEREDA, 2003).

Tabela 2 - Temperatura de transi¢do vitrea (T,) e peso molecular de diferentes materiais.

Materiais Peso molecular (g/mol) T, (°C)
Frutose 180 5
Glicose 180 31

Galactose 180 32
Sacarose 342 62
Maltose 342 87
Lactose 342 101

Maltodextrinas
DE 36 500 100
DE 25 720 121
DE 20 900 141
DE 10 1800 160
DE 5 3600 188
Amido - 243

Fonte: Bhandari ¢ Howes (1999)

Quando diferentes agucares tais como frutose, glicose, sacarose, lactose, maltose,

xaropes de glicose e maltodextrinas, sdo comparados em seus desempenhos como suporte

para atomizagdo, os melhores sdo os produtos com maiores temperaturas de transicao vitrea

(T,) e de fusdo (Tm). Esses pardmetros sdo relacionados com o comprimento das cadeias dos
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carboidratos (DAIIjTO; CEREDA, 2003). Substiancias com baixo peso molecular (por
exemplo, dissacarideos, como sacarose) e dissacarideos (como frutose e glicose) na sua forma
pura tém baixa temperatura de transi¢do vitrea, enquanto moléculas com longas cadeias tém
maior temperatura de transicao vitrea (BHANDARI; HOWES, 1999) (Tabela 2).

Um vidro é definido como um sdlido amorfo, ndo cristalino, que pode ser
formado pelo super resfriamento rdpido do liquido, conhecido como vitrificacdo, até uma
viscosidade de 10'°-10'*Pa.s ou pela rdpida remocdo do solvente liquido, por exemplo,
evaporacdo da dgua durante o processo de desidratacdo. A transi¢do vitrea representa uma
mudanca de calor especifico, especifica para cada material, de um estado gomoso para um
estado sélido vitreo, ou de um estado vitreo para um estado liquido viscoso gomoso, que €
capaz de escoar. A temperatura de transi¢do vitrea (T,), uma propriedade especifica de um
material amorfo, é definida como uma temperatura na qual a transi¢do vitrea ocorre

(BOONYAI; BHANDARI; HOWES, 2004).

2.4. Microencapsulacao

Uma das aplicacdes muito valorizadas no uso de suporte é a microencapsulacao.
No entanto a capacidade de encapsular ndo € caracteristica de todo tipo de suporte, alguns
servindo apenas de auxiliares no processo de secagem sem funcdo de encapsular principios
ativos (DAIUTO; CEREDA, 2003). A microencapsulacio é definida como um processo no
qual particulas finas ou gotas sdo rodeadas por uma cobertura, ou embebidas em uma matriz,
para dar origem a pequenas cdpsulas com vérias propriedades uteis (GHARSALLAOUI et al.,
2007).

E uma técnica relativamente recente que vem se desenvolvendo em ritmo
acelerado. O conceito bésico é de um agente ativo aprisionado em invdlucro protetor,
semelhante a uma cobertura, para ser liberado em determinado momento programado. A
liberacdo vai depender do material empregado na confec¢do do envelope, ou da parede
protetora e das condicdes fisicas vigentes (DAIUTO; CEREDA, 2003).

A encapsulacdo por atomizagdo envolve trés etapas basicas. A primeira é a
preparacao da dispersdo ou emulsdo a ser processada, a segunda € a homogeneizacdo da
dispersdo; e, finalmente, a atomiza¢do da massa no interior da camara de secagem (BARROS;

STRINGHETA, 2006; GHARSALLAOUI et al., 2007). A principal vantagem da
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encapsulacdo por atomizacdo € a possibilidade de trabalhar com materiais termoldbeis
(AZEREDO, 2005). Daitto e Cereda (2003) citam ainda como vantagens o fato de o processo
ser econdmico e flexivel, o uso de equipamentos ja disponiveis e a produ¢ao de microcapsulas
de boa qualidade.

O calor, umidade e oxidacdo podem afetar adversamente alguns compostos
durante o processamento ou na estocagem. As formulacdes microencapsuladas podem ter sua
liberacdo controlada, suspensa ou postergada, e ter seus agentes ativos sensiveis ao oxigénio
protegidos no processo e na fase de estocagem (DAIUTO; CEREDA, 2003). A
microencapsulacdo pode ainda proporcionar uma barreira fisica entre o composto ativo e os
outros componentes do produto (GHARSALLAOUI et al., 2007).

Daitto e Cereda (2003) citam as classes as quais pertencem os diversos tipos de
materiais usados como agentes encapsulantes:

Gomas: goma ardbica, agar, carragena, alginato de sodio;

Carboidratos: amido, maltodextrina, amidos modificados, ciclodextrina, xaropes
de amido;

Celulose: carboximetilcelulose, etilcelulose, metilcelulose, acetilcelulose,
nitrocelulose;

Lipideos: cera parafina, triestearina, &cido estedrico, O6leos, gorduras,
monoglicerideos, diglicerideos e 6leos hidrogenados;

Proteinas: gliten, caseina, gelatina, albumina, hemoglobina, peptideos.

A escolha do encapsulante para a microencapsulacao por “spray-drying” é muito
importante para a eficiéncia da encapsulacdo e para a estabilidade da microcdpsula. A
eficiéncia da microencapsulacio pode ser melhorada aumentando a concentragdo de
encapsulante, o pode estar relacionado ao efeito da concentracdo dos sélidos do encapsulante
na formagdo da superficie no nucleo antes da formacdo da crosta em volta das gotas secas
(GHARSALLAOUI et al., 2007).

O encapsulante ideal deve apresentar propriedades emulsificantes, ser capaz de
formar filmes, ter baixa viscosidade e altos niveis de sélidos, exibir baixa higroscopicidade e
ser de baixo custo. Goma ardbica, amidos modificados e hidrolisados sdo os agentes
encapsulantes mais freqiientemente usados para uso no processo de “spray drying”

(COLLARES, 2001).
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2.4.1. Maltodextrina

As maltodextrinas sdo, por defini¢do, hidrolisados de amido que consistem de
unidade de a-D-glicose ligadas principalmente por ligacdes glicosidicas (1 — 4) com uma
formula geral igual a [(C¢H;005),H,O]. Maltodextrina, portanto, € 0 nome comum para
oligossacarideos de glicose, formados durante a decomposi¢do parcial do amido
(COLLARES, 2001).

Teoricamente, as maltodextrinas podem ser produzidas pela hidrdlise enzimética
(o-amilase) ou 4cida (4cido cloridrico). Na prética, entretanto, a hidrélise 4cida produz
excesso de glicose livre junto com as maltodextrinas, resultando em um produto que tem uma
grande tendéncia a retrogradacdo, resultando na formagdo de solugdes turvas. A nivel
comercial, as maltodextrinas sdo invariavelmente preparadas pela hidrélise enzimatica
controlada do amido (COLLARES, 2001).

Assim, as dextrinas, ou maltodextrinas, sdo produzidas pelo aquecimento do
amido (gelatiniza¢do) seguido de uma leve hidrélise enzimatica, obtendo-se oligdmeros de
glicose com comprimento médio da cadeia de 5 a 10 unidades de glicose por molécula
(COLLARES, 2001; DAIUTO; CEREDA, 2003). O grau de decomposi¢ao quimica fica entre
aquele do amido e do xarope de amido, com um DE (dextrose equivalente) entre 2 e 20
(COLLARES, 2001). O termo dextrose equivalente é definido como o poder redutor
percentual de um composto, quando comparado ao da glicose (dextrose), na mesma base de
peso seco (AZEREDO, 2005), e € usado para descrever o grau de hidrélise do amido e o peso
molecular médio da molécula (LANGRISH; CHAN; KOTA, 2007).

Usualmente esses compostos sdo produzidos na forma de pd, e seu conteido de
umidade varia de 3,0 a 5,0%. Na forma seca sdo brancos, t€tm boa escoabilidade (free-
flowing), com sabor muito suave, € com pouca ou nenhuma dogura. Por serem pouco
higroscépicos, tém aplicagdo em produtos onde ganhos significantes de umidade sdo
indesejaveis (COLLARES, 2001).

A variacdo das propriedades das maltodextrinas estd ligada ao valor de dextrose
equivalente (DE) (COLLARES, 2001). Existe alta correlacdo entre o DE de um amido
hidrolisado e a estabilidade oxidativa conferida ao nicleo. Com o aumento do DE, aumenta a
barreira ao oxigénio e, portanto, a estabilidade oxidativa. Por outro lado, quanto maior o DE,
menor a temperatura de transi¢do vitrea (Tabela 2), aumentando a probabilidade de

aglomeracdo (caking) do p6 obtido (AZEREDO, 2005). Além disso, as maltodextrinas de
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menores valores de DE t€m menor tendéncia para absorver umidade do ar (COLLARES,

2001). A solubilidade destes compostos também varia com o valor de DE (Tabela 3).

Tabela 3 - Valores de solubilidade para maltodextrina em fungdo da DE

Faixa de DE Solubilidade aproximada em dgua a temperatura ambiente (%)
9-12 40
13-17 60
17-20 70

Fonte: Collares (2001)

Segundo Gharsallaoui et al. (2007), as maltodextrinas com dextrose equivalente
entre 10 e 20 sdo adequadas para uso como encapsulante.
O uso de maltodextrina com adjuvante de secagem tem dado bons resultados em

termos de minimiza¢do da deposi¢do nas paredes do equipamento na secagem em

dryer” (LANGRISH; CHAN; KOTA, 2007).

‘spray

2.5. Secagem de agentes fingicos por ‘“‘spray-drying”

A falta de formulagdes adequadas de fungos para controle de fitopatégenos tem
sido um sério entrave na comercializacdo de agentes de controle biolégico (MELO; COSTA,
2005).

Para controle bioldgico, € importante guardar a unidade ativa em um estigio
infeccioso, contudo dormente, seguro e facil para aplicagdo. A chave para prolongar sua
sobrevivéncia é parar a germinagdo e reduzir o metabolismo o maximo possivel. Uma
possibilidade para a estabilizacao é a desidratacio (HORACZEK; VIERNSTEIN, 2004).

A secagem em “spray dryer” tem sido reportada como eficiente para secagem de
conidios, uma vez que diminui a perda durante o processo de secagem e melhora a
estabilidade do fungo durante seu armazenamento (GAVA, 2006). A rapidez obtida na
desidratacdo por “spray drying” € resultante do fato de que nesta técnica uma suspensio
aquosa ou solucdo € reduzida a uma névoa na qual as particulas t€m uma 4rea superficial
excessivamente grande (MAZUR; WESTON, 1956).

O beneficio da secagem de conidios € a reducdo da sua atividade metabdlica, que

minimiza a perda das reservas de armazenamento e a producdo de metabdlitos toxicos
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(GUIJARRO et al, 2006). A secagem do produto permite a preservacdo do inoculo por um
longo periodo de tempo, mantendo alta viabilidade, e tem a vantagem de ndo requerer baixa
temperatura durante os processos de armazenamento e distribuicao, além de tornar o produto
mais econdmico. Além disso, a utilizacdo de um produto desidratado poderia ser um passo em
direcdo a formulagdo de agentes microbianos que poderiam ser utilizados em canais normais
de distribuicdao e estocagem (LARENA er al., 2003; LARENA; MELGAREJO; DE CAL,
2003). Segundo Larena, De Cal e Melgarejo (2007), uma func¢ao importante das formulacdes
de agentes de biocontrole € a regulacdo da disponibilidade de d4gua dos microrganismos.

Dessecacdao limitada e tolerdncia de temperatura sdo as restricoes mais
importantes para o processamento de fungo de biocontrole por métodos de secagem
comumente utilizados (HORACZEK; VIERNSTEIN, 2004). Para a protecao de
microrganismos e componentes termolabeis € desejavel a secagem com ar a baixa temperatura
(LARENA et al., 2003; LARENA; MELGAREJO; DE CAL, 2003).

Seguem exemplos de trabalhos envolvendo a secagem em “spray dryer” de
conidios de fungos utilizados no controle biolédgico.

Jones et al. (2004) realizaram a secagem de conidios de Coniothyrium minitans,
em “spray dryer”, utilizando temperatura de entrada do ar de secagem de 70°C, e de saida, de
aproximadamente 50°C. Os esporos desidratados foram estocados a 5°C por 6 meses. Nesse
estudo, os conidios de C. minitans produzidos por fermentacdo semi-sélida mostraram-se
capazes de resistir as condi¢des de secagem por “spray drying” e de reter sua habilidade de
parasitar seu hospedeiro apds o periodo de estocagem, apesar de terem necessitado de maior
tempo para germinar.

Na secagem de conidios de Penicillium frequentans, Guijarro et al. (2006)
utilizaram temperatura de entrada de 150°C, e de saida, maior que 84°C. Foram adicionadas
as suspensdes de esporos, leite em pd desnatado reconstituido e MgSO4, ambos na
concentracdo de 10% (p/v), que foram utilizados como protetores. A viabilidade inicial dos
esporos foi de 95% e decresceu para menos de 27%, na secagem sem Os protetores; € para
menos de 1% quando os mesmos foram adicionados.

Larena et al. (2003), utilizando condi¢des semelhantes a de Guijarro et al. (2006)
para a desidratacdo de esporos de Epicoccum nigrum, obtiveram como resultado viabilidade
dos esporos menor que 10% apds a secagem.

Conidios de Penicillium oxalicum foram desidratados sob condi¢des de
temperatura de entrada de 150°C, e de saida, maior que 80°C. Foram adicionados a

suspensdo, para uso como protetores, leite em pé desnatado reconstituido, MgSOy,
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combinacdo de ambos, e K,SO4, na concentracio de 10% (p/v) para todos os casos. A
viabilidade dos esporos apds a secagem foi menor que 20% (LARENA; MELGAREJO; DE
CAL, 2003).

Guijarro et al. (2006), Larena et al. (2003), Larena, Melgarejo e De Cal (2003)
atribufram as baixas viabilidades dos esporos apds a desidratacdo, as altas temperaturas do ar

empregadas na secagem.
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3. MATERIAL E METODOS
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Microrganismo e manutenciao

O microrganismo utilizado neste estudo foi uma linhagem de fungo Trichoderma
harzianum LCB47, gentilmente cedido pelo Laboratério de Controle Biol6gico da Embrapa
Semi—Arido, Petrolina/PE.

A cultura estoque, na forma de esporos, foi mantida em tubos contendo solo
estéril a —18°C.

Para ativacdo da linhagem foi utilizado o 4gar batata dextrose (Anexo A), ou
BDA, marca HiMedia. O meio de cultura foi preparado diluindo 39 g do dgar em 1 L de dgua
destilada. 10 mL de meio de cultura foram adicionados a tubos de 20 ml, e em seguida foram
autoclavados a 121°C por 15 min. Apds a esterilizacdo, o dgar foi solidificado na posicao
inclinada. Os meios inoculados foram incubados a 30°C por 7 dias, e conservados a 4°C por

até 3 meses.

3.2. Preparo do in6culo

Os esporos foram desprendidos da superficie do dgar através da adi¢ao de
aproximadamente 6 ml de solucdo estéril de Tween 80 (Vetec) (0,3%, v/v) ao tubo e com
auxilio de al¢a de platina. 1 mL da suspensdo recuperada foi inoculada em Erlenmeyers de
125 mL, contendo 4,6 g de meio de producdo de inéculo (Anexo A), previamente
autoclavados a 121°C por 15 min. Os meios foram incubados em estufa biol6gica, marca
Tecnal, a 30°C por 5 a 7 dias, e conservados a 4°C por até 3 meses.

Ao frasco contendo o indculo, adicionou-se 50 mL de solucdo estéril de Tween 80
(Vetec) (0,3%v/v) e agitou-se mecanicamente para o desprendimento dos esporos do material
solido. A suspensdo obtida foi transferida assepticamente para recipiente coletor, usando gaze
estéril como meio para reter particulas sélidas.

A concentragdo de esporos na suspensdo foi determinada pela contagem em
Camara de Neubauer usando microscépio 6tico Olympus CBA com magnificagdo de 400x

(BIER; SPLITTSTOESSER; TORTORELLO, 2001).
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3.3. Producio e recuperaciao dos esporos

Para producdo de esporos de Trichoderma harzianum em maior escala utilizou-se
meio de farelo de trigo (Anexo A), conforme descrito por Cavalcante et al. (2008).

O meio de cultura foi preparado adicionando-se 80 mL de dgua destilada em 40 g
de farelo de trigo. Foram pesados 40 g do meio de cultura em Erlenmeyers de boca larga
(aproximadamente Scm de diametro) com capacidade de 500 mL, e em seguida os meios de
cultura foram autoclavados a 121°C por 15 min. Apds resfriados, foram inoculados com
1x10° conidios/g de meio. Os meios de cultura foram incubados em estufa biolégica a 30°C
por 5 a 8 dias, sendo mantidos na incubadora até o momento de serem utilizados para o
processamento em atomizador.

Os esporos foram removidos dos meios fermentados através de duas extragcdes
consecutivas com 50 mL de dgua destilada estéril e filtracdo em gaze. As suspensdes obtidas
foram coletadas em recipiente estéril e homogeneizadas suavemente. Amostras foram
retiradas para determinacdo de sélidos soltveis totais, contagem total de esporos e viabilidade

celular.

3.4. Secagem em “‘spray dryer”

3.4.1. Equipamento

A secagem por atomizacdo foi conduzida em Mini Spray Dryer Biichi B-290
(Figura 2), com capacidade maxima de secagem de 1,0 L de 4gua por hora e bico atomizador
integrado de duplo fluido com 0,7 mm de didmetro. O atomizador de secagem Biichi B-290
funciona segundo o principio da corrente de ar e de produto em sentido concorrente (BUCHI,

2005).
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Figura 2 - Mini Spray Dryer Biichi B-290.

3.4.2. Preparo da suspensao de esporos

Mediu-se o volume da suspensdao com o auxilio de proveta de pléastico de 1000
mL, adicionou-se o encapsulante, e entdo a suspensdo contendo encapsulante foi
homogeneizada em homogeneizador de tecidos Acdo Cientifica, modelo AC 620/2 por
aproximadamente 1 minuto. Em seguida, foi filtrada em malha de poliamida (nylon) para
garantir tamanho de particulas na suspensdo menor que o didmetro do orificio do bico
atomizador do ‘“‘spray dryer”, evitando seu entupimento. A Figura 3 ilustra as etapas até a

atomizacao dos esporos.
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1 2 3 4 o

Figura 3 - Preparo dos esporos para a secagem em “spray dryer”: 1- Agar inclinado, 2- Inéculo, 3- Produgio de
esporos em maior escala, 4- suspensio de esporos, 5- atomizagao.

3.4.3. Experimento preliminar

Foi realizado, como experimento inicial, a injecdo de suspensdo de esporos
fungicos sem presenca de encapsulante, com temperatura de entrada e de saida do ar de 190 e

90°C, respectivamente.

3.4.4. Determinacao das condi¢des de atomizacao

a) Adicao de maltodextrina DE10 como encapsulante

Nesta etapa, foi avaliada a necessidade de utilizacio de encapsulante para
recuperagdo do material sélido. Para tanto foi utilizado maltodextrina DE10, adicionada em
uma quantidade correspondente a quatro vezes o teor de s6lidos soldveis totais da suspensao

de esporos.
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As condicdes de secagem foram:

Temperatura de entrada do ar de secagem: 190°C
Temperatura de saida do ar: 90°C

Vazido de ar comprimido para a atomizagdo: 742 L.h™!
Aspiracdo: 90%

Vazao de alimentagdo da suspensio: 50%

b) Avaliacdo das temperaturas de entrada e saida

Visando buscar as melhores condi¢des de temperatura de entrada e de saida do ar
de secagem, para os quais se obtivessem os maiores valores de nivel de sobrevivéncia dos

esporos, realizaram-se experimentos variando-se ambos os parametros (Tabela 4).

Tabela 4 - Condi¢des de secagem dos experimentos iniciais para obtencdo de altos niveis de sobrevivéncia.

Entrada  Saida
100 55 20 100 742
120 65 20 100 742
140 70 40 95 742
170 70 50 90 740
90 90 50 90 740

~ .. . ~ . ~ -1 p .
a - correlagdo entre os valores percentuais indicados e a vazao de alimentacdo, em mL.h™ para dgua destilada
estd indicada no Anexo B.

~ .. . 3, -1 L. .
b - correlacdo entre os valores percentuais indicados e o fluxo de volume, em m™.h™ estd indicada no Anexo C.

Fixou-se, entdo, a temperatura de entrada e variou-se a de saida para avaliacdao do
efeito da temperatura de saida, tanto na viabilidade dos esporos quanto no teor de umidade no

p6 obtido (Tabela 5).
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Tabela 5 - CondicOes de secagem dos experimentos para avaliagdo do efeito da temperatura de saida do ar no
nivel de sobrevivéncia dos esporos e na umidade do pd.

Entrada Saida

120 55 40 100 742
120 60 25 100 .
120 65 20 100 742

a - correlacdo entre os valores percentuais indicados e a vazio de alimentagio, em mL.h™" para dgua destilada
estd indicada no Anexo B.

~ ... 34 - L oe 1.
b - correlacdo entre os valores percentuais indicados e o fluxo de volume, em m™.h ! esta indicada no Anexo C.

Para avaliagdo do efeito da temperatura de entrada na viabilidade dos esporos € no
teor de umidade do material seco resultante, fixou-se a temperatura de saida do ar e variou-se

a temperatura de entrada (Tabela 6).

Tabela 6 - Condicdes de secagem dos experimentos para avaliagdo do efeito da temperatura de entrada do ar no
nivel de sobrevivéncia dos esporos e na umidade do pd.

Temperatura (°C) Vaza;‘:;;i?:?};g? oda Aspiracio (%)" com‘[])?'izri(;c{i: (aLr.h'l)
Entrada  Saida

100 55 20 100 742

110 55 27 100 742

120 55 40 100 742

140 55 55 100 742

160 55 60 95 742

a - correlagdo entre os valores percentuais indicados e a vazdo de alimentacio, em mL.h"' para dgua destilada
estd indicada no Anexo B.

~ ... 34 - L oe 1.
b - correlacdo entre os valores percentuais indicados e o fluxo de volume, em m™.h ! esta indicada no Anexo C.

O encapsulante utilizado foi maltodextrina DE10, que foi adicionado a suspensao
de esporos em uma quantidade correspondente a 4 vezes o teor de solidos soldveis totais da
suspensdo. A vazdo de ar comprimido para a atomizagio foi de 742 L.h"', a temperatura de
entrada foi fixada manualmente, enquanto a temperatura de saida do produto foi ajustada

através da vazao de alimentacdo da suspensao e da velocidade de aspiracao.
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Amostras da suspensdo de esporos, antes do processo de secagem, como no po
resultante do processamento, foram retiradas para determina¢do do nivel de sobrevivéncia dos
esporos, por meio da andlise de viabilidade.

O nivel de sobrevivéncia dos esporos é dado pelo quociente dos conidios

germinados antes (viabilidade antes) e apds (viabilidade depois) o processo de secagem

(HORACZEK; VIERNSTEIN, 2004).

¢) Avaliacdo do tipo de encapsulante utilizado na secagem

Foram realizados experimentos a fim de se avaliar a eficiéncia de alguns materiais
comumente utilizados como agente encapsulante em processos de secagem por atomizacao:
amido solivel P.A. (Vetec), goma ardbica, leite em p6 integral (La Serenissima),
maltodextrina (ED 10) e polivinilpirrolidona (PVP — 40T, Sigma).

Todos os agentes encapsulantes foram testados nas seguintes condicoes:
e Temperatura de entrada do ar de secagem: 100°C

e Temperatura de saida do produto: 55°C

® Vazdo de ar comprimido para a atomizacao: 742 Lh!
® Aspiragdo: 100%

® Vazdo de alimentacdo da suspensdo: 20%

Teor de encapsulante adicionado a suspensdo de esporos: 4 vezes o teor de s6lidos
soluveis totais da suspensao.

Realizou-se andlise de viabilidade tanto na suspensdo de esporos antes do
processo de secagem, como no po resultante do processamento, para estimagdo do nivel de
sobrevivéncia dos esporos.

Foi realizado um experimento para a avaliar a capacidade calorifica dos
encapsulantes, e verificar uma possivel relagdo entre seus Cps e a capacidade desses
encapsulantes de proteger os esporos do calor durante a secagem. A capacidade calorifica é

dada por:
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C,=Q/(Ta—-Ts) (Equacao 1)

Onde: Q ¢ a quantidade de calor (cal . sToul. s'l)
Ta € a temperatura do ambiente (°C ou K)
Ts € a temperatura do agente encapsulante (°C ou K)

Aquele que apresenta maior diferenca entre Ta e Ts, ou seja, que se aquece
rapidamente, apresenta menor C,, uma vez que este € inversamente proporcional a diferenca
(Ta—Ts), considerando-se Q constante em todos os experimentos.

Foram avaliados os seguintes encapsulantes: amido soldvel, maltodextrina DE 10
e goma ardbica. Utilizando-se béquer de vidro de 250 mL, foram preparados 100 mL de
solucdo de cada encapsulante nas concentragdes de 10, 30 e 50%. Apds completa
solubilizacdo da solugdo, o béquer foi colocado em um banho termostatico; e através de um
termOometro de mercirio inserido aproximadamente no ponto frio da solugcdo (posi¢dao
correspondente ao ter¢o inferior do volume de solucdo), realizou-se a medicdo da sua
temperatura com o tempo. A figura 4 mostra o aparato utilizado para a realizacdo do
experimento.

A temperatura do banho termostético foi fixada em 65°C, e todos os experimentos
foram realizados com a temperatura inicial da solucdo de encapsulante igual a 30°C. Somente
as solucdes de amido, antes do inicio do experimento, foram submetidas a aquecimento, a
aproximadamente 85°C para sua completa solubilizacdo, e em seguida foram resfriadas até
atingirem 30°C.

Realizou-se 0 acompanhamento da temperatura das solu¢des durante 30 minutos,
verificando-se o valor marcado no termdmetro a cada minuto, nos 10 primeiros minutos, € a
cada 5 minutos, nos 20 minutos restantes.

Todos os experimentos foram conduzidos em triplicata.
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Figura 4 - Sistema utilizado para a realizagdo do experimento para avaliagdo da capacidade calorifica dos
encapsulantes.

d) Estudo da temperatura de entrada e do teor de encapsulante no nivel de sobrevivéncia dos

esporos, € na umidade e atividade de dgua do p6 resultante do processo de secagem.

Para analisar o efeito das varidveis temperatura de entrada do ar de secagem e teor
de encapsulante adicionado a suspensdo de esporos, foi montado um delineamento composto
central rotacional. Utilizou-se maltodextrina DE10 como encapsulante, a temperatura de saida
foi fixada em 55°C, enquanto o teor de sdlidos soltdveis totais da suspensao ficou estabelecido
em 2,0°Brix, para padronizar a concentracdo de maltodextrina a ser adicionada a suspensao.

O planejamento consistiu de um fatorial 2% incluindo 4 pontos axiais e dois
ensaios no ponto central. A temperatura de entrada foi fixada de acordo com cada
experimento, enquanto a velocidade do aspirador (100%) e a vazdo de ar comprimido para a
atomizacdo (742 L.h™") foram constantes em todos os experimentos do planejamento. A vazio
de alimentacdo da suspensdo foi ajustada de forma a se estabelecer a temperatura de saida do
p6 de 55°C. As tabelas 7 e 8 mostram as condic¢des utilizadas.

As amostras obtidas foram analisadas com relagdo a umidade, atividade de dgua e
viabilidade dos esporos. A viabilidade dos esporos apds a secagem foi relacionada com a

viabilidade dos esporos na suspensao para avaliacido do seu nivel de sobrevivéncia.



Tabela 7 - Valores de cada nivel do planejamento experimental
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Nivel
Variaveis
-1,4142 -1 0 +1 +1,4142
Temperatura de entrada
112 120 140 160 168

Teor de encapsulante

°C)

2,6x (5,2%)* 3x (6%)* 4x (8%)* 5x (10%)* 5,4x (10,8%)*

* - A quantidade de encapsulante adicionada foi proporcional ao teor de sélidos soluveis totais (SST) da
suspensdo de esporos. Desta forma, teor de SST foi fixado em 2,0°Brix para todos os experimentos do
planejamento, padronizando o percentual (p/v) de encapsulante adicionado para cada propor¢do indicada.

Tabela 8 - Valores dos pardmetros de cada experimento do planejamento

Temperatura (°C) Teor de Vazao de alimentacao| Aspiraciao Vazdo de ar
Entrada Saida [encapsulante (%)| da suspensio (%)* (%)" comprimido
(L.h™")

120 55 6,0 37 100 742

120 55 10,0 35 100 742

160 55 6,0 73 100 742

160 55 10,0 75 100 742

112 55 8,0 30 100 742

168 55 8,0 65 100 742

140 55 5,2 47 100 742

140 55 10,8 47 100 742

140 55 8,0 55 100 742

140 55 8,0 54 100 742

a - correlagdo entre os valores percentuais indicados e a vazdo de alimentacio, em mL.h"' para dgua destilada

estd indicada no Anexo B.

~ .. . 3, -1 L. .
b - correlacdo entre os valores percentuais indicados e o fluxo de volume, em m™.h™ estd indicada no Anexo C.
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3.5 Avaliacao preliminar da estabilidade dos esporos

O material em pé obtido da condi¢do 100/55°C (Tabela 4) foi submetido a um
teste de estabilidade da viabilidade dos esporos desidratados. 1g de p6 foi acondicionado em
frascos de vidro ambar rosqueados, com tampa de plastico vedados com parafilme.
Armazenou-se uma amostra em geladeira e uma a temperatura ambiente. A cada semana,
durante quatro semanas, retirou-se uma amostra de cada condicdo de estocagem, diluiu-se o
p6 em 4agua destilada estéril e determinou-se a viabilidade dos esporos. Os experimentos
foram conduzidos em duplicata.

Realizou-se andlise de viabilidade tanto na suspensdo de esporos antes do
processo de secagem, como no pé resultante do processamento, para estimagdo do nivel de

sobrevivéncia dos esporos.

3.6. Métodos analiticos

3.6.1. Contagem total de esporos

Contagem de esporos foi realizada em Camara de Neubauer com auxilio de
microscopio 6tico da marca Olympus, modelo CBA, com magnificacdo de 400x. Foi feita
contagem total dos esporos na suspensdo, antes da secagem; e no po resultante da secagem.

Para contagem no produto em pd, diluiu-se 1 g do mesmo em 49 mL de dgua destilada estéril.

3.6.2. Viabilidade

A viabilidade foi determinada pela quantidade de esporos germinados e ndo
germinados em placas de Petri contendo meio dgar dgua (WA) (Anexo A), apds 24 horas de
incubacdo a 21°C no escuro, segundo Horaczek e Viernstein (2004) com modificacdes quanto

ao meio de cultura e o corante utilizados. Adicionou-se 0,1 mL da suspensdo nas placas, e
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ap6s o tempo de incubacgdo, aproximadamente 1 mL de solugdo lacto-glicérica de azul de
anilina foi adicionado e espalhado delicadamente por toda a superficie das placas.

Com auxilio de microscépio 6tico (magnificagdo de 400x) observaram-se 100
esporos ( Figura 5). Foram considerados germinados os esporos com hifas iguais ou maiores
que seu tamanho (HORACZEK; VIERNSTEIN, 2004). Para andlise de viabilidade no
produto desidratado, 1 g do p6 foi completamente diluido em 49 mL de dgua destilada estéril

para inoculacao na placa de Petri.

Figura 5 - Visualizacdo dos esporos em meio WA com corante azul de anilina.

3.6.3. Atividade de dgua

A atividade de dgua (Aw) expressa o teor de dgua livre em um produto; e é dada
pela relag@o entre a pressdo parcial de vapor da dgua contida no produto e a pressdo de vapor
da dgua pura a uma certa temperatura (ALONSO, 2001; AZEREDO et al., 2004). O valor
maximo de atividade de 4gua é 1, para a dgua pura (ALONSO, 2001).

A atividade de 4gua foi determinada no produto em poé por leitura direta em

aparelho Aqualab modelo CX-2 — Decagon.

3.6.4. Umidade

A umidade em base imida de um produto € a proporcao direta entre a massa de
dgua presente no material e a sua massa total. E a quantidade de d4gua que pode ser removida

do material sem alteragcdo da estrutura molecular do sélido (ALONSO, 2001).
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A umidade foi determinada no produto em p6 segundo metodologia 012/IV (IAL,
2004). Foi utilizado um método de determinagdo direto, uma vez que a amostra foi removida
e pesada, até peso constante, apds seu aquecimento a 105°C em estufa de circulacdo de ar da

marca Quimis.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Primeiramente foi avaliada a necessidade do uso de encapsulante na secagem por
“spray dryer” de esporos de T. harzianum LCB47, através de um experimento inicial, sem
adicdo de encapsulante. Posteriormente, ja utilizando maltodextrina, foram analisados os
dados com relagdo ao estudo de condicdes de secagem para obtencdo de esporos vidveis apos
esse processo, € quanto ao efeito das temperaturas de saida e de entrada do ar na viabilidade
final dos esporos e na umidade do pé obtido.

Seguem entdo os dados das secagens dos esporos flingicos utilizando varios tipos
de agentes encapsulantes. Aqueles que foram capazes de reter maiores viabilidades foram
avaliados quanto a sua capacidade calorifica. Maltodextrina € entdo escolhida para ser usada
como encapsulante nos experimentos para avaliagdo do efeito da temperatura de entrada e do
teor de encapsulante no nivel de sobrevivéncia dos esporos, € na umidade e atividade de dgua
do produto final. Por dltimo, foi avaliada a retencdo da viabilidade dos esporos durante um

més de estocagem.

4.1. Avaliacao da necessidade do uso de encapsulantes

Na secagem da suspensdo de esporos sem a utilizacdo de encapsulantes nao foi
possivel recolher um p6 seco no coletor, pois o material injetado ficou aderido as paredes da
camara de secagem e ao ciclone. O material resultante da secagem, que estava aderido as
paredes do ciclone, foi removido com dificuldade, e apresentava aspecto gomoso e possuia
alto teor de umidade. Com adi¢do de maltodextrina, foi possivel recolher um material em p6
no coletor, com mais facilidade de ser removido, com menor umidade e mais fluido. Desta
forma, estes experimentos apontaram a necessidade do uso de um encapsulante.

Boonyai, Bhandari e Howes (2004) comentam que a pegajosidade tem sido
considerada o maior problema que afeta a qualidade e rendimento do produto na forma de p6
durante as operacdes de processamento, especialmente durante a secagem e no manuseio do
p6. Quando particulas insuficientemente secas aderem-se umas as outras ou as paredes do
equipamento de secagem, ocorre redu¢do na recuperacdo do produto, e degradacdo da sua

qualidade.
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Fato semelhante foi observado por Quek, Chok e Swedlund (2006), apds secagem
de suco de melancia em “spray dryer”, uma vez que a auséncia de encapsulante ndo permitiu a
recuperacdo do produto. Com a adi¢do de maltodextrina as caracteristicas do produto
resultante melhoraram, e neste caso, ela atuou como adjuvante na secagem em ‘“‘spray dryer”,
uma vez que aumentou o rendimento do produto final. Os autores comentam que a adi¢do de
maltodextrina pode aumentar o conteiudo de sélidos totais na alimentacdo e desta forma,
reduzir o conteiido de umidade do produto.

Langrish, Chan e Kota (2007) também citam a adicdo de maltodextrina para
prevenir a aderéncia de quantidades excessivas de produto em p6 nas paredes do “spray
dryer”. A aderéncia observada pode estar relacionada a formacao de materiais amorfos acima
de sua temperatura de transi¢do vitrea (Ty). A presenca de carboidratos de peso molecular
mais alto, como maltodextrina, gomas e outros materiais encapsulantes, contribuem para
auxiliar na estabilidade do sistema aumentando sua temperatura de transi¢do vitrea (T,)
(VALDUGA et al., 2008). Segundo Bhandari e Howes (1999), uma alternativa para a
secagem evitando-se tal fendmeno, € através da adi¢do de aditivos de alto peso molecular,

uma vez que estes possuem o efeito de aumentar a temperatura de transi¢do vitrea do sistema.

4.2. Avaliacao do efeito das temperaturas de entrada e de saida do ar na umidade do pé

e no nivel de sobrevivéncia dos esporos

A maior dificuldade com relagdo a secagem de esporos fungicos se deve a
obtencdo de um material em pd com caracteristicas de umidade desejaveis e,
simultaneamente, a manutencdo da viabilidade dos esporos apds o processo de secagem e
durante o seu periodo de estocagem.

Na secagem por “spray dryer”, altas temperaturas de entrada do ar sdo requeridas
para a obtencdo de um produto final na forma de pé com baixo teor de umidade, o que
segundo Moore et al. (1996 apud HORACZEK; VIERNSTEIN, 2004, p.69), € mais adequado
para estocagem prolongada dos esporos. Estes autores também recomendam valores de
umidade de 4-5%. Em contrapartida, Horaczek e Viernstein (2004) e Hutter (1995 apud
LARENA; MELGAREIJO; DE CAL, 2004, p.605) afirmam que baixas temperaturas de saida

do ar s@o necessdrias para obtencdo de altos niveis de sobrevivéncia dos esporos, uma vez
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que, esta é conhecidamente o principal parametro na secagem de compostos termossensiveis,
onde também podem ser incluidos os esporos fungicos.

Desta forma, foram testadas diferentes combinagdes de temperatura de entrada e
de saida do ar de secagem, para neste primeiro momento, estabelecer condicdes iniciais que
permitissem obter material com teor de umidade baixo e com esporos vidveis. Os dados

obtidos para os diferentes experimentos estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 - Nivel de sobrevivéncia dos esporos e umidade do pé resultante dos experimentos iniciais.

Temperatura (°C) Viabilidade (%) . Nivel de
Umidade sobrevivéncia(%)®
Entrada (°C) Saida (°C) *Antes *Depois
100 55 29,4 23,2 7,18 79
120 65 42,6 18,1 6,62 42
140 70 39,8 7,8 5,62 20
170 70 25,3 5,0 5,65 20
190 90 72,7 0,0 4,86 0

* Média dos experimentos conduzidos em triplicata
a - Quociente dos conidios germinados antes (viabilidade antes) e apds (viabilidade depois) o processo de
secagem (HORACZEK; VIERNSTEIN, 2004)

Apesar de a melhor condicdo de processo com relacdo a remocdo da massa de
agua ter sido a 190/90°C de temperatura de entrada e de saida, respectivamente, a que
proporcionou maior nivel de sobrevivéncia dos esporos foi a condi¢ao 100/55°C .

Os experimentos 140/70°C e 170/70°C de temperatura de entrada e de saida,
respectivamente, originaram pds com umidade semelhante e mesmo nivel de sobrevivéncia
dos esporos, sugerindo uma relagdo entre a temperatura de saida do produto com o nivel de
sobrevivéncia dos esporos.

Diante disto, foram conduzidos experimentos com a temperatura de entrada do ar
fixa em 120°C, variando-se as temperaturas de saida (Tabela 10), a fim de avaliar o efeito da

temperatura de saida na umidade do produto final e no nivel de sobrevivéncia dos esporos.
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Tabela 10 - Nivel de sobrevivéncia dos esporos e umidade do pé resultante dos experimentos para avaliagdo do

efeito da temperatura de saida do ar.

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

* Média dos experimentos conduzidos em triplicata
a - Quociente dos conidios germinados antes (viabilidade antes) e apds (viabilidade depois) o processo de
secagem (HORACZEK; VIERNSTEIN, 2004)

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

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

Para a avaliacdo do efeito da temperatura de entrada na umidade do p6 obtido
apés a secagem e no nivel de sobrevivéncia dos esporos, realizaram-se experimentos
variando-se a temperatura de entrada do ar de secagem e mantendo a temperatura de saida do

ar fixa em 55°C, para todos os testes (Tabela 11).

Tabela 11 - Nivel de sobrevivéncia dos esporos e umidade do p6 resultante dos experimentos para avaliagdo do
efeito da temperatura de entrada do ar.

Temperatura (°C) Viabilidade (%) . Nivel de
Umidade sobrevivéncia(%)?
Entrada (°C) Saida (°C) *Antes *Depois
100 55 29.4 23,2 7,18 79
110 55 59,7 48,0 7,42 80
120 55 28,2 26,2 7,70 93
140 55 22.8 21,8 9,04 96
160 55 52,0 33,1 11,31 64

* Média dos experimentos conduzidos em triplicata

a - Quociente dos conidios germinados antes (viabilidade antes) e apds (viabilidade depois) o processo de
secagem (HORACZEK; VIERNSTEIN, 2004)
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Com a elevacdo da temperatura de entrada do ar de 100 a 160°C, observou-se

aumento do teor de umidade dos pds resultantes. Nesse caso, a vazdo de alimentagdo da

o/

suspensdo foi um parametro determinante na umidade do pd. Isso ocorreu devido
necessidade de se aumentar a vazdo, com a elevacdo da temperatura de entrada, para a
manutengdo da temperatura de saida em 55°C. Biichi (2007) explica que quanto maior a
alimentacdo de solucdo, maior € a energia necessdria para evaporar a dgua das gotas
transformando-as em particulas. Dessa forma, o aumento da umidade residual dos pds pode
ser explicado pelo fato de o aumento da temperatura de entrada nao ter sido proporcional ao
aumento da vazdo de alimentacdo, em termos de fornecimento de energia para remoc¢do de
dgua das gotas da suspensao.

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

adicionada ndo foi suficiente para proteger os esporos do ar quente durante a secagem.

4.3. Avaliacdo da eficiéncia de agentes encapsulantes na secagem de 7. harzianum

LCB47

Trabalhando-se com as mesmas condi¢des de secagem, maltodextrina, amido e
goma ardbica foram os encapsulantes mais eficientes com relacdo a manutencdo da
viabilidade dos esporos de T. harzianum durante a secagem por “spray dryer”, resultando em
niveis de sobrevivéncia de 79, 86 e 93%, respectivamente (Figura 6).

O melhor resultado foi obtido com a goma arédbica, com nivel de sobrevivéncia
dos esporos de 93%, contra 47% obtido utilizando-se polivinilpirrolidona 40T, seguido de
leite em p6 integral (48%), que apresentaram-se como os encapsulantes menos adequados
com rela¢do a manutengao da viabilidade inicial dos esporos de T. harzianum LCB47 (Figura

6).
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Figura 6 - Nivel de sobrevivéncia dos esporos encapsulados com diferentes agentes encapsulantes.

Este resultado foi semelhante aos de Krishnan, Bhosale e Singhal (2005) e
Kanakdande, Bhosale e Singhal (2007), que ao trabalharem com microencapsulacdo de
oleorresina de cardamomo e de cominho, respectivamente, observaram que goma ardbica foi
o melhor agente encapsulante quando comparado com maltodextrina e amido modificado.

A Figura 7 ilustra as amostras resultantes de cada experimento.

Figura 7 - Produtos mpé obtido dos experimentos com os diferentes tipos de encapsulante.

Como maltodextrina, amido e goma ardbica se apresentaram como os melhores
encapsulantes, realizou-se um teste para avaliar se haveria alguma relacio ente a capacidade

calorifica do encapsulante e os niveis de sobrevivéncia dos esporos.
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Figura 8 - Curva da variagdo da temperatura das solu¢des com 10, 30 e 50% de encapsulante, com o tempo. Os
encapsulantes sdo maltodextrina DE 10 (MD), goma ardbica (GA) e amido solivel (AM).

Através dos dados mostrados na Figura 8, nas solugdes preparadas na
concentracdo de 10%, nao se verificou grande diferenca entre os comportamentos das curvas
dos diferentes agentes encapsulantes testados.

Nas concentragoes de 30 e 50%, a maltodextrina foi a que se aqueceu mais
rapidamente, indicando que apresenta a menor capacidade calorifica, enquanto a goma ardbica
foi a que se aqueceu mais lentamente na concentragdao de 30%, apresentando, portanto, maior
Cp.

Na concentracdo de 50%, amido e goma ardbica apresentaram curvas de
aquecimento semelhantes, entretanto € invidvel o uso da solucio de amido nessa
concentracao, por ser muito viscosa, e depois de resfriada, forma um gel, ndo permitindo sua
injecdo no atomizador do “spray dryer’. Mesmo em menores concentragdes, as solucdes de
amido apresentam dificuldades operacionais, uma vez que necessitam ser aquecidas até 80-
90°C para completa solubilizacdo do amido, e em seguida resfriadas, para entdo ser
adicionadas a suspensao de esporos que se deseja desidratar.

Goma ardbica apresentou maior C, (Figura 8) ao mesmo tempo em que foi o

encapsulante que resultou em maior nivel de sobrevivéncia dos esporos (Figura 6). Verificou-
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se, dessa forma, relagdo entre a capacidade calorifica do encapsulante e sua capacidade de
proteger os esporos da acdo do calor, permitindo altos niveis de sobrevivéncia dos esporos.
Apesar de a goma ardbica ter se mostrado inicialmente mais eficiente com relagao
ao nivel de sobrevivéncia dos esporos, é a matéria-prima mais cara. Comparando custos de
mercado, para aquisicdo de sacos de 25 kg em distribuidora de produtos quimicos de
Fortaleza/CE, em agosto de 2008, a cotacdo obtida foi a seguinte: amido de milho: R$1,40/kg,
maltodextrina: R$2,75/kg, ¢ goma ardbica: R$ 13,91/kg (US$ 1,00 equivalia R$ 1,60) mais
frete, ja que este produto € importado. Por isso, os experimentos de avaliacdo de parametros e

estudo das melhores condi¢des de secagem, foram realizados com a maltodextrina.

4.4. Influéncia da concentraciao de encapsulante e da temperatura de entrada no nivel de

sobrevivéncia dos esporos, na umidade e na atividade de agua do pé final

Nesta etapa, procurou-se otimizar o processo de atomizacdo para a obtencdo de
p6s com maior viabilidade dos esporos flngicos. Para tanto, avaliou-se por meio de
planejamento estatistico o efeito da temperatura de entrada e concentracido de encapsulante no
nivel de sobrevivéncia dos esporos e na umidade e atividade de dgua do material em pé
resultante da secagem.

Maltodextrina foi escolhida para uso como encapsulante por ter proporcionado
niveis de sobrevivéncia dos esporos elevados, pelo seu baixo custo e por sua fécil
solubilizacdo e operacionalizacdo no preparo da suspensdo. J4 a goma ardbica, apesar de ter
sido responsdvel pelo maior nivel de sobrevivéncia, ndo foi escolhida por ser a mais cara. O
amido, por sua vez, mesmo tendo resultado em nivel de sobrevivéncia maior do que na
secagem utilizando maltodextrina, ndo foi utilizado por sua dificuldade operacional, com
relacdo a sua solubilizagdo.

Trabalhos envolvendo secagem, em “spray dryer”, de esporos de fungos utilizados
no controle biolégico, relatam baixos niveis de sobrevivéncia dos esporos (abaixo de 50%)
(GUIJARRO et al., 2006; LARENA; MELGAREJO; DE CAL, 2003; LARENA et al., 2003).
Dessa forma, atomizacao, utilizando-se maltodextrina como encapsulante, € uma opgdo vidvel
para a desidratacdo de esporos de 7. harzianum LCB47, uma vez que altos niveis de

sobrevivéncia foram observados (Tabela 12).
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Tabela 12 - Nivel de sobrevivéncia dos esporos, e umidade e atividade de dgua do p6 resultante das condi¢des de

secagem do plane

jamento experimental.

Temperatura Teor de Viabilidade (%) Nivel de *Umidade
de entrada | encapsulante i sobrevivéncia (%) Aw

°C) (%) *Antes *Depois (%)*

120 6 26,0 20,0 77 7,67 0,410
120 10 26,3 243 92 8,12 0,500
160 6 30,3 20,3 67 10,69 0,610
160 10 27,0 25,0 93 11,16 0,620
112 8 63,7 40,7 64 7,16 0,448
168 8 34,7 33,0 95 11,37 0,617
140 52 43,3 35,0 81 9,69 0,507
140 10,8 37,7 35,7 95 8,78 0,549
140 8 21,7 20,0 92 9,38 0,543
140 8 24,0 23,7 99 8,70 0,483

* Média dos experimentos conduzidos em triplicata

a - Quociente dos conidios germinados antes (viabilidade antes) e apds (viabilidade depois) o processo de
secagem (HORACZEK; VIERNSTEIN, 2004)

Pela Tabela 12 observou-se que em condi¢des de maior teor de encapsulante,

menor foi o efeito da temperatura de entrada do ar no nivel de sobrevivéncia dos esporos.

Quando o teor de maltodextrina adicionado a suspensdo de esporos foi de 6%, o aumento da

temperatura de entrada do ar de 120°C para 160°C resultou em reducdo de 13% no nivel de

sobrevivéncia, enquanto com 10% de maltodextrina, para mesma variacdo de temperatura, o

nivel de sobrevivéncia dos esporos se manteve estavel. Este fato indica a capacidade do

encapsulante de proteger os esporos do calor durante a secagem, o que reduz a perda da sua

viabilidade. Isso foi observado porque, apesar de ndo significativo a 5% de significancia, o

fator linear do teor de encapsulante foi o mais importante na determinag¢do da resposta em

estudo, com nivel de confianca de aproximadamente 89%; e porque este fator afeta

positivamente o nivel de sobrevivéncia dos esporos (Tabela 13).
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Tabela 13 - Dados estatisticos com relacio ao nivel de sobrevivéncia dos esporos.

Fator Efeito Erro padrao P
Média/interagio 95,500000 7,367172 0,000204
(1)Temperatura de entrada (°C)(L) 8,710155 7,367172 0,302569
Temperatura de entrada (°C)(Q) -16,750000 9,745852 0,160798
(2)Teor de encapsulante (%)(L) 15,199747 7,367172 0,108063
Teor de encapsulante (%)(Q) -8,250000 9,745852 0,444993
1L x 2L 5,500000 10,418754 0,625501

(L) Fator linear, (Q) Fator quadratico

Com relagdo a temperatura de entrada do ar, apenas seu fator quadritico se
mostrou importante na determinagcdo do nivel de sobrevivéncia, com nivel de confianca de
84%. O coeficiente de explicacio do modelo (Rz) foi de 69,0%, sendo considerado baixo.
Portanto o grafico correspondente ao modelo para o nivel de sobrevivéncia (Figura 9) foi
apresentado apenas como indicador geral de tendéncia. Esse baixo valor de R” pode ser
explicado pela influéncia de outros fatores, que ndo o teor de encapsulante e a temperatura de
entrada do ar de secagem, no nivel de sobrevivéncia; ou pelo fato de o modelo ter outros

efeitos além dos lineares e quadraticos.

Niel de sobredvncia | %)

Teor de encapsulante (%)

=]

13 140 150

Temperstura de entrada (*C)

Figura 9 - Curvas de contorno referentes ao nivel de sobrevivéncia dos esporos apds a secagem da suspensdo,
com relacdo a variacdo da temperatura de entrada do ar de secagem e do teor de encapsulante.
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Pela Figura 9, as condi¢cdes 140°C/10,8%, 140°C/8,0% e 160°C/10% de
temperatura de entrada e teor de encapsulante, respectivamente, resultam em esporos com
nivel de sobrevivéncia maior que 90%, entretanto a melhor condig¢do é a 140°C/8,0%, pois € a
que utiliza menor temperatura de entrada e menor teor de encapsulante.

A um nivel de significancia de 5%, o efeito linear da temperatura de entrada do ar
de secagem foi o Unico parametro significativo na umidade final do p6 obtido, apresentando
nivel de confianca de 100% (Tabela 14).

A temperatura de saida do produto € controlada pelo ajuste de parametros como o
fluxo de ar e a aspiragdo, que nesse caso foi constante em todos os experimentos, € a vazao de
alimentacdo da bomba, que foi o parametro varidvel. Dessa forma, foi necessaria uma maior
vazdo de suspensdo de esporos (70%) para a temperatura de entrada do ar de 160°C do que
para a de 120°C (35%), para a obtencao de produto com temperatura final de 55°C em ambos
os experimentos. Por isso, na condi¢do de maior temperatura de entrada do ar, a remocao de
dgua da suspensdo na forma de goticulas foi menor, resultando em maior umidade residual.

Isso explica o efeito positivo entre a temperatura de entrada e a umidade do p6 (Tabela 14).

Tabela 14 - Dados estatisticos com relacdo a umidade do produto final.

Fator Efeito Erro padrao P
Meédia/interagdo 9,040000 0,334034 0,000011
(1)Temperatura de entrada (°C)(L) 3,003460 0,334034 0,000847
Temperatura de entrada (°C)(Q) 0,305000 0,441885 0,528013
(2)Teor de encapsulante (%)(L) -0,091734 0,334034 0,797206
Teor de encapsulante (%)(Q) 0,275000 0,441885 0,567442
1L x 2L 0,010000 0,472395 0,984125

(L) Fator linear, (Q) Fator quadratico
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Figura 10 - Curvas de contorno referentes a umidade do p6 obtido apds a secagem da suspensdo, com relacdo a
varia¢do da temperatura de entrada do ar de secagem e do teor de encapsulante.

O teor de encapsulante ndo foi um parametro significativo, a 5% de significancia,
com relagdo a umidade do produto final (Tabela 14). O modelo explicou 95,3% da variagao
total das respostas, possibilitando a constru¢do de curvas de contorno para a estimacdo de
dados (Figura 10).

De acordo com a Figura 10, a regido que permite um produto final com menor
umidade € a de temperatura de entrada de 110°C e teor de encapsulante entre 7 ¢ 10%, sendo
diferente da regido para obtencdo de maiores niveis de sobrevivéncia (Figura 9). Esse fato
demonstra a dificuldade de se conseguir um pd com baixo teor de umidade e, a0 mesmo
tempo, com esporos com altos niveis de sobrevivéncia.

Larena, De Cal e Melgarejo (2007) citam trabalhos onde o conteido de umidade
elevado do produto pode ter sido a causa de mudancas ocorridas na viabilidade durante a
estocagem. Alta umidade leva o microrganismo a quebrar a dorméncia antecipadamente e
propicia o crescimento de contaminantes. Também citam que esporos de alguns fungos com
baixos niveis de umidade tiveram os melhores resultados com relagdo a sobrevivéncia.

Quanto a atividade de 4gua, o fator linear temperatura de entrada do ar de
secagem foi o unico significativo a 5% de significancia, apresentando nivel de confianca de
99,8%, e correlacdo positiva com a resposta analisada (Tabela 15). Apesar de nao
significativo, o teor de encapsulante linear foi um fator importante na determinacdo da
atividade de dgua do produto final, com nivel de confianca de aproximadamente 90%. O
modelo explicou 93,9% da variacdo total das respostas, possibilitando a constru¢do de curvas

de contorno (Figura 11), para se ter uma tendéncia dos valores de atividade de dgua.
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Tabela 15 - Dados estatisticos com relacdo a atividade de dgua do produto final.

Fator Efeito Erro padrao P
Média/interagio 0,513000 0,018945 0,000011
(1)Temperatura de entrada (°C)(L) 0,139751 0,018945 0,001800
Temperatura de entrada (°C)(Q) 0,021875 0,025062 0,432014
(2)Teor de encapsulante (%)(L) 0,039849 0,018945 0,103253
Teor de encapsulante (%)(Q) 0,017375 0,025062 0,526282
1L x 2L -0,040000 0,026792 0,209734

(L) Fator linear, (Q) Fator quadratico

Teor de encapsulante (%)

[ X
Mlos
CJo.ss
0.5
0.45
0.4

o

110 120 130 140 150 160 1M

Temperatura de entrada (*C)

Figura 11 - Curvas de contorno referentes a atividade de dgua do p6 obtido apds a secagem da suspensdo, com
relacdo a variacdo da temperatura de entrada do ar de secagem e do teor de encapsulante.

Pela Figura 11, os menores valores de atividade de dgua no produto final seriam
alcancados se o processo fosse conduzido a 110°C de temperatura de entrada e entre 5 e 6%
de encapsulante.

Comparando-se a umidade e a atividade de dgua do p6 resultante, verifica-se que
o fator linear da temperatura do ar de secagem foi muito importante tanto na umidade como
na atividade de dgua do produto final, com maior nivel de confianca (100%) para a umidade.
Observou-se que o aumento da umidade do produto ndo resultou em aumento proporcional da
atividade de dgua, ou seja, da dgua livre disponivel para a atividade microbioldgica,

enzimatica ou quimica (FELLOWS, 2006).
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4.5. Teste de estabilidade dos esporos a estocagem

Durante a busca para estabelecer condi¢des iniciais para obtencdo de esporos
vidveis, realizou-se um teste para avaliar a reten¢do da viabilidade dos esporos durante um
més de estocagem. Isso foi feito através do armazenamento do po resultante da desidratagcdo
dos esporos na condi¢do de 100/55°C (Tabela 4) onde maltodextrina foi utilizada como
encapsulante. A Figura 12 mostra os dados obtidos.

Os esporos de T. harzianum LLCB47 armazenados sob refrigeracdo foram os que
se mantiveram mais estdveis durante o periodo do armazenamento, mantendo 100% de
viabilidade ao final da estocagem. Em contrapartida, observou-se 28% de reducido da

viabilidade, quando a estocagem ocorreu a temperatura ambiente (Figura 12).

OTA100 ETRI100

Retencdo da viabilidade (%)
N
S

0 1 2 3 4
Tempo (semanas)

Figura 12 - Retencdo da viabilidade dos esporos armazenados durante um més nas seguintes condi¢des: TA100:
Temperatura de secagem de 100/55°C e armazenamento em temperatura ambiente, TR100: Temperatura de
secagem de 100/55°C e armazenamento sob refrigeracao.

Apesar de os esporos terem mantido sua viabilidade durante a estocagem quando
armazenados sob refrigeracdo, segundo Larena, De Cal e Melgarejo (2007), o produto
bioldgico para uso no controle biolégico deve ter uma vida de prateleira de pelo menos 12 a

18 meses, sem refrigeracdo, para ser comercialmente aceitavel.
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5. CONCLUSOES
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5. CONCLUSOES

E necessdria a adicdo de encapsulante 2 suspensdo de esporos para a recuperacio
de material na forma de p6 no coletor apds a secagem em “spray dryer”.

A temperatura se saida é o fator mais importante para a obtencdo de esporos
vidveis apds a atomizagdo, e foi a temperatura de saida de 55°C foi a que permitiu maiores
niveis de sobrevivéncia dos esporos de 7. harzianum LCB47.

H4 uma relacdo inversamente proporcional entre a temperatura de saida e a
umidade dos produtos da secagem e a viabilidade dos esporos.

Maltodextrina, amido e goma ardbica foram os encapsulantes mais eficientes com
relacdo a manutencao da viabilidade dos esporos de 7. harzianum LLCB47 durante a secagem
por “spray dryer”.

Temperatura de entrada de 140°C; temperatura de saida de 55°C; vazdo de ar
comprimido de 742 Lh'; capacidade de alimentacdo da bomba de 55%; velocidade do
aspirador de 100%; e adicdo de 4 vezes o valor de sélidos soldveis totais de maltodextrina
DEI10 como encapsulante foram as melhores condicdes para a obten¢do de material em po
contendo esporos vidveis de Trichoderma harzianum 1LCB47. Nestas condicdes o nivel de
sobrevivéncia médio durante o processo de atomizagao foi de 96%.

A temperatura refrigerada foi a mais adequada para a retencao da estabilidade de

esporos de 7. harzianum LCB47 durante um més de estocagem.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Realizar um estudo dos efeitos simultineos da temperatura de entrada, da
temperatura de saida e do teor de encapsulante no nivel de sobrevivéncia dos esporos, € na
umidade e atividade de dgua do produto em p6 resultante da desidratacdo.

Avaliar os efeitos simultineos dos parametros do atomizador (temperatura de
entrada e de saida do ar, vazdo de alimentacdo da suspensado, velocidade do aspirador e fluxo
de ar comprimido), a fim de se estabelecer condi¢cdes de secagem que resultem em esporos
com altos niveis de sobrevivéncia e produto com baixas umidade e atividade de dgua.

Testar o uso de maltodextrinas com niveis diferentes de dextrose equivalente
(DE).

Testar misturas, em vdrias propor¢des, de encapsulantes com diferentes
caracteristicas de solubilidade, viscosidade, capacidade emulsificante e de formacdo de
filmes; visando um processo de secagem com custos reduzidos e esporos com altos niveis de
sobrevivéncia.

Testar o uso de goma de cajueiro como encapsulante, como alternativa ao uso de
maltodextrinas e de goma ardbica.

Estocar os esporos de Trichoderma harzianum LCB47 por um periodo maior de
tempo (6 a 12 meses), a temperatura ambiente, para avaliacdo da retencao da sua viabilidade
durante o armazenamento. Nesse contexto, analisar o efeito da umidade e da atividade de
dgua do produto na retengdo da viabilidade dos esporos.

Melhorar a formulacdo em p6 dos esporos, através da adi¢do de substancias que
melhorem as propriedades fisicas do pd, como antiumectantes, e de substancias que auxiliem
na retencdo da viabilidade dos esporos durante a estocagem, como antioxidantes, por
exemplo, permitindo armazenamento por longos periodos de tempo.

Analisar os esporos flingicos, antes e apds a secagem, por meio de microscopia de
varredura eletronica, a fim de se definir a melhor condicdo de secagem com relagdo a
manuten¢do da estrutura dos esporos.

Testar outras linhagens de fungo do género Trichoderma, e outros fungos
utilizados no controle biolégico.

Realizar testes em campo com o produto em pd para avaliar sua eficiéncia no

controle biolégico.
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ANEXOS

ANEXO A - Composi¢do dos meios de cultura

1. Agar Batata Dextrose (HiMedia)

Ingredientes Gramas/litro
Infusio de batatas 200,00
Dextrose 20,00
Agar 15,00

pH final (a 25°C): 5,6 £ 0,2

2. Meio de producao de in6culo

e 46,00 g de farelo de trigo
¢ 60 mL de solucdo de peptona 5,6%

3. Meio de farelo de trigo

Para 120 g de meio:
e 40 g de farelo de trigo
¢ 80 mL de dgua destilada

4. Meio Agar Agua (WA)

e 20 g de agar bacterioldgico (HiMedia)
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e 10 pL de suspensdo comercial concentrada de thiabendazole (485 g.L ™) fornecido

por Novartis Biociéncias S.A (Tecto SC)

e |L de dgua destilada
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ANEXO B - Correlagdo entre os valores percentuais indicados e a vazao de alimentacdo, em
mL.h"
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ANEXO C - Correlagdo entre os valores percentuais indicados e o fluxo de volume, em m>.h
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