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“There is grandeur in this view of life, with its several powers,

having been originally breathed into a few forms or into one; and that, whilst
this planet has gone cycling on according to the fixed

law of gravity, from so simple a beginning endless forms

most beautiful and most wonderful have been, and are being, evolved”

Charles Darwin
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Resumo

Este trabalho incidiu na producdo de um agente de controlo bioldgico usando como
meio de cultura subprodutos da indUstria agro-alimentar.

O combate as perdas pés-colheita é feito maioritariamente com recurso a fungicidas
sintéticos, no entanto, a preocupacao crescente relacionada com o uso destes produtos,
quer a nivel ambiental, quer de saude, levou ao desenvolvimento de métodos
alternativos no combate a estas perdas. O controlo biologico, mediante o0 uso de
microrganismos antagonistas € um dos métodos que tem levado a resultados
promissores.

O microrganismo estudado como potencial agente de controlo bioldgico foi a levedura
PBC-2 e os subprodutos usados foram o licor de laranja e extracto de alfarroba.

Foi feita a optimizacdo do processo de extrac¢do do licor com o objectivo de se obter
um produto final compativel com o uso deste subproduto como fonte de carbono no
meio de cultura.

Foram realizados ensaios em Erlenmeyer para testar a capacidade da levedura PBC-2
em usar 0s acucares contidos no licor de laranja e numa mistura de licor de laranja e
extracto de alfarroba como fonte de carbono. Foram testadas variadas concentracdes de
acucares no licor (12,5, 25,0, 37,5 e 50,0 g/L) e variados racios na mistura de licor e
extracto de alfarroba.

Verificou-se a capacidade da levedura em usar os aglUcares como fonte de carbono,
obtendo-se uma maior producdo de biomassa com a concentracdo de acglcares mais
elevada (50 g/L). No que diz respeito aos ensaios com a mistura de subprodutos, o racio
mais favoravel para a producéo de biomassa foi o de 12,5 g/L de extracto de alfarroba e
37,5 g/L de licor de laranja.

Nos ensaios realizados em reactor biolégico, foram testadas duas concentragdes de
acucar, presentes no licor de laranja, diferentes, 50 e 70 g/L e ainda o efeito do vector n-
dodecano. A concentracdo mais eficaz foi a de 50 g/L, tendo-se verificado ainda, que a
adicéo do vector n-dodecano permite uma maior producdo de biomassa.

Foram realizados ensaios de eficacia em peras e macas. Os melhores resultados foram
obtidos em macds, onde o efeito da levedura antagonista permitiu obter uma redugéo
significativa de 47 e 54% nos pardmetros estudados de incidéncia e severidade,

respectivamente.



Abstract

This work was based on the production of a biocontrol agent using industrial by-
products.

The battle against postharvest losses is mostly done with the use of synthetic fungicides,
however, the growing concern regarding the use of these products led to the
development of alternative methods to combat those losses. Biological control using
antagonistic microorganisms is one of the methods with promising results.

The microorganism studied as a potential biocontrol agent was the yeast PBC-2 and the
by-products used were orange liquor and carob extract.

The optimization of the extraction of orange liquor was conducted to achieve a final
product consistent with its use as carbon source in fermentation medium.

In order to evaluate the yeast PBC-2 ability of using sugars in orange liquor and in the
mixture of liquor and carob extract as carbon source, studies were carried out in shake
flasks. Different conditions were studied. In the case of the studies using only orange
liquor as carbon source, four different concentrations of sugars were tested (12.5, 25.0,
37.5 and 50.0 g/L), while in the studies of the mixture three different ratios were tested.
The ability of the yeast PBC-2 to use the sugars in the liquor as carbon source was
confirmed and the higher biomass production was achieved with the higher sugar
concentration used (50.0 g/L). Regarding the studies using the mixture of by-products,
the most favorable ratio for biomass production was 12.5 g/L of carob extract/37.5 g/L
orange liquor.

Assays were conducted in a mechanically stirred tank reactor. Two different sugar
concentrations were studied, 50.0 and 70.0 g/L and also the effect of n-dodecane.

The most favorable concentration for production of the biocontrol agent was 50.0 g/L.
The addition of n-dodecane favored biomass production.

Efficacy assays in pears and apples showed better results in apples, promoting

significant reduction in terms of incidence, 47%, and severity, 54%.
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Objectivos

Este trabalho tem como objectivo principal a producdo de um agente de controlo
bioldgico usando como fonte de carbono subprodutos da inddstria agro-alimentar com o
intuito de baixar o custo de producdo final.

Dentro deste tema principal, as metas a alcancar foram:

e A optimizagdo do processo de extracgdo do licor de laranja a partir da materia-
prima fornecida; da fonte de carbono comparativamente com as fontes
comerciais, neste caso a glucose, e da mistura de subprodutos (licor de laranja e
extracto de alfarroba).

e Avaliar, em ensaios realizados em reactor biologico, qual a melhor concentracao
de acucares para a producdo do agente de controlo bioldgico;

e Auvaliar a influencia do vector de oxigénio n-dodecano na producéo do agente de
controlo bioldgico;

e Verificar a capacidade antagonista da levedura Metschnikowia sp. PBC-2 em

peras e magas.
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| . Introducéao

1. Perdas pos-colheita

Os frutos e vegetais sdo produtos susceptiveis de sofrerem ataques de varios agentes
patogénicos durante a fase de pds-colheita devido a sua composicao (sdo ricos em agua
e nutrientes) e devido ao facto de perderem a sua resisténcia intrinseca quando séo
colhidos (Droby et al., 1992). Estes ataques vao resultar em perdas pos-colheita que por
sua vez se traduzem em perdas monetarias, sendo estas um factor de extrema
importancia para as inddstrias Agricola e Alimentar.

As perdas pos-colheita podem ser definidas como quaisquer mudancas na
disponibilidade, valor nutricional, salubridade ou qualidade que impecam o produto de
ser consumido. Podem ocorrer durante todo o processo, que vai desde a colheita até a
comercializagdo e surgem devido a variados factores. Estes factores podem ser
divididos em 4 grupos principais. Os danos de natureza infecciosa ocorrem devido a
doencas capazes de causar putrefaccdo por elas mesmas, ou por doencas que sdo
capazes de penetrar o fruto pelos tractos naturais ou lenticelas. Danos de natureza
fisiologica sdo causados por fendmenos de senescéncia que vao afectar a integridade do
fruto, deixando-o deste modo mais susceptivel. Os danos de natureza fisiopatoldgica
aparecem como resultado do impacto de ac¢des externas na fisiologia do fruto, de que
sdo exemplo a exposicao do fruto a temperaturas extremas e o efeito de certos gases no
fruto, como é o caso do excesso de CO, e da falta de O,. E finalmente, existem os danos
de natureza traumatica ou toxica que incluem fitotoxicidades e feridas (Alvaro e Berdié,
2004).

O aparecimento de novos fungicidas e o melhoramento das tecnologias de
armazenamento nas décadas de 60 e 70 permitiram aumentar o tempo de conservacéo e
prateleira dos produtos, no entanto, apesar de todo o avanco tecnolégico, as perdas pos-
colheita continuam a ser bastante significativas. Nos paises em vias de desenvolvimento
sdo elevadas, chegando a ultrapassar os 50%, e devem-se a falta de instalacdes
adequadas e a0 mau manuseamento dos produtos. Nos EUA, embora mais baixas, as
perdas podem variar entre 5 a 20% ; (EI-Gaouth, 1997; Janisiewicz e Korsten, 2002).

Os agentes causadores destas perdas variam de acordo com 0 organismo que infectam.
Penicillium digitatum Sacc. causador da podridao verde e Penicillium italicum Wehmer

causador da podriddo azul sdo os microrganismos patogénicos mais comuns e
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causadores de maiores perdas pds-colheita em citrinos (Eckert e Eaks, 1989). No que
diz respeito a prundideas, a podriddo castanha, provocada por varias espécies do género
Monilinia é a doenga de pos-colheita mais importante em todo o mundo (De Cal e
Melgrejo, 2000), enquanto que em pomoideas as doengas mais relevantes sdo o bolor
azul causado por Penicillium expansum Link e o bolor cinzento causado por Botrytis

cinerea Pers. Ex Fr. (Rosenberger, 2002)

2. Sistemas alternativos aos fungicidas de pés-colheita

O uso de fungicidas é o método mais utilizado no combate aos microrganismos
causadores das perdas pos-colheita, no entanto existem riscos associados a utilizacédo
deste tipo de produtos, tanto a nivel ambiental como de salde, passando pelo
aparecimento de resisténcias por parte de alguns microrganismos patogénicos (Droby et
al., 1992). Os fungicidas sintéticos representam aproximadamente 15% das vendas de
quimicos usados na agricultura (Fravel, 2005). Para contrariar esta tendéncia estdo a ser
desenvolvidos métodos ndo convencionais. Estes métodos alternativos podem ser
divididos em 3 categorias: quimicos, fisicos e bioldgicos.

No grupo das alternativas quimicas, podemos encontrar 0 uso de substancias
desinfectantes. O didxido de cloro (ClO,) é um forte oxidante e desinfectante. Os seus
mecanismos de actuacdo ndo sdo conhecidos, no entanto parecem variar de acordo com
0s microrganismos (EPA, 1999). Este produto apenas elimina contaminantes por
contacto, ndo de forma sistémica, sendo que deste modo nédo elimina patogénios que se
encontram na parte interna do fruto, ou infec¢bes activas (Mari et al., 2003). Outro
produto usado é o acido peroxiacético (PAA). E um forte agente oxidante formado por
peroxido de hidrogénio e acido acético decompondo-se em produtos ndo toxicos. E um
composto que apresenta boa solubilidade em &4gua e mantém-se estavel na presenca de
matéria organica (Sargent et al., 2000). O ozono é outra alternativa viavel. E usado para
desinfectar agua de consumo desde 1893 (Rice et al., 1981). E um potente oxidante,
sendo 1,5 vezes mais eficaz que o cloro, abrangendo um espectro mais amplo de
microrganismos. Em 2001 a FDA aprovou o uso de 0zono como aditivo no tratamento,
armazenamento e processamento de alimentos (Sapers, 2006).

Outros compostos anti-fangicos de origem animal ou vegetal sdo também usados para o
controlo das perdas pos-colheita. Entre eles encontram-se extractos de plantas. O

potencial destes compostos é extensamente reconhecido. Ark e Thompson (1959)
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demonstraram o potencial fungicida de extractos de alho contra Monilinia fructicola e
mais recentemente Obagwu e Korsten (2003) comprovaram a eficacia destes mesmos
extractos no controlo de P. digitatum e P. italicum em citrinos.

Oleos essenciais derivados de plantas sdo considerados ndo fitotoxicos e apresentam
actividade biocida contra variados agentes patogénicos. Lopez- Reyes et al. testaram
6leos essenciais extraidos de diversas plantas, entre as quais funcho, mangericdo e
lavanda, para controlar Botrytis cinerea e P. expansum, verificando a sua eficécia.

Os carbonatos e bicarbonatos sdo usados como aditivos alimentares no controlo de pH,
modificacdo da textura e sabor (Corral et al., 1988). Apresentam também a capacidade
de controlar diversos organismos patogénicos de plantas. Sendo a maioria destas
substancias consideradas GRAS (generaly recognized as safe) pela FDA, 0 seu uso para
controlo das perdas pos-colheita encontra poucos obstaculos. A eficacia do carbonato de
sodio e bicarbonato de sddio no combate a podridao verde causada por P. digitatum em
citrinos é descrita por Smilanick et al. (1999) e Zhang et al. (2003).

O quitosano, um polimero de origem animal, apresenta também propriedades anti-
fangicas. Estimula a producdo de quitinases (enzimas de defesa) por parte do
hospedeiro, havendo a formacdo de estruturas de defesa (EI-Ghaouth et al., 1992).
Apresenta também uma accao directa no agente patogénico provocando, por exemplo, a
disrupcdo da membrana celular e alteracdo celular em diversos fungos (El-Ghaouth et
al., 2004).

No grupo dos métodos fisicos a iluminacdo ultravioleta (UV-C) com comprimento de
onda de 254 nm é uma alternativa a ter em consideracdo, tendo como grande vantagem
o facto de ndo deixar residuos no fruto. Esta estimula variados processos bioldgicos,
entre 0s quais a respiracao e biosintese de flavoniodes e fitoalexinas, funcionando assim
como indutora de resisténcia em certos organismos patogénicos (Mari e Guizzardi,
1998). Tem também um efeito germicida directo. A inactivacdo dos organismos ¢ feita
através da absorcdo da iluminacdo que causa uma reacgdo fotoquimica que vai alterar
certos componentes moleculares essenciais ao bom funcionamento celular (EPA, 1999).
Tratamentos térmicos podem ser também uma alternativa aos fungicidas sintéticos.
Controlo de perdas pos-colheita em citrinos por tratamento com agua e ar quente foram
relatados e a sua eficacia comprovada (Porat et al. 1999; Nunes et al. 2007a).

O uso de microrganismos antagonistas como alternativa bioldgica no combate as perdas
pos-colheita, sendo a base deste trabalho, vai ser descrito pormenorizadamente no

capitulo seguinte.



3. Controlo Bioldgico

N&do existe nenhuma definicdo consensual sobre o controlo biolégico havendo uma
grande variedade de propostas apresentadas ao longo dos anos por diferentes autores.
DeBach, em 1964, enunciou uma definigdo para controlo biolégico como sendo a ac¢ao
de parasitas, predadores e patogénios para manter a densidade de outros organismos
mais baixa do que ocorreria na sua auséncia. Outra definicdo proposta em 1988 por
Nighan e Mukerji considera o controlo biolégico como sendo a manipulagéo directa ou
indirecta, por parte do Homem, dos agentes vivos que de forma natural tém a
capacidade de controlo. Esta manipulagdo provoca um aumento da sua capacidade de
ataque sobre as doencas. Mais recentemente, em 1997, Wilson definiu o controlo
biolégico de plantas como sendo o controlo de uma doenca em plantas usando um
processo bioldgico natural ou o produto de um processo biolégico natural, incluindo
assim também quimicos “bioldgicos” libertados por organismos vivos ou extraidos de
organismos Vvivos para além de incluir a resisténcia do hospedeiro, tanto constitutiva
como induzida por elicitores.

O primeiro trabalho sobre controlo biol6gico em pdés-colheita foi publicado em 1977
por Tronsmo e Dennis e incidia no uso de Trichoderma spp. como meio de controlar a
podriddo causada por Botrytis em morangos, no entanto, s6 em 1984, com a publicacdo
de um artigo sobre o potencial do uso de uma estirpe de Bacillus subtilis para controlar
0 aparecimento de podriddo castanha em péssegos causada pelo fungo Monilinia
fructicola (Pusey e Wilson, 1984) a devida importancia foi dada ao controlo biolégico.
O controlo biolégico, como meio de diminuir as perdas pos-colheita, € um processo
mOoroso que se inicia com a escolha do microrganismo antagonista e que termina com a
aplicacdo prética deste, traduzida no desenvolvimento de formulages que poderdo vir a

ser registadas e comercializadas para uso generalizado.

3.1. Microrganismos antagonistas

Ao longo dos tempos, varias especies de bactérias e leveduras tém sido testadas como
potenciais agentes de controlo bioldgico, no entanto, poucas chegam a fase final de todo
0 processo, isto €, a comercializagdo. Actualmente existem poucos produtos a serem
comercializados, o Biosave, registado nos EUA, que tem como base a bactéria
Pseudomonas syringae Van Hall, a formulacdo Shemer®, registada em Israel, que
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utiliza a levedura Metschnikowia fructicola Kurtzman & Droby (Droby et al. 2009), o
Boni-Protect® na Alemanha (Aureobasidium pullulans) e em Espanha os produtos
Pantovital (Pantoea agglomerans) (Usall et al., 2010) e Candifruit™ (Candida sake)
encontram-se disponiveis. Outros produtos chegaram a ser comercializados mas ja nao
se encontram disponiveis, como sdo exemplo o Aspire™ (Candida oleophila) e o
YieldPlus (Cryptococcus albidus). Presentemente, as empresas Bionext e Leasaffre
International encontram-se a desenvolver um produto baseado na levedura Candida
oleophila e outra formulacdo baseada na levedura Candida saitoana esta a ser

desenvolvida pela empresa Neova Technologies (Droby et al., 2009).

3.2. Desenvolvimento de um agente de controlo biologico

O desenvolvimento de um agente de controlo bioldégico é um processo moroso e
dispendioso que requer uma analise minuciosa do microrganismo em questao.

Para um microrganismo ser candidato a agente de controlo biol6gico devera apresentar
determinadas caracteristicas enunciadas por Wilson e Wisniewski (1989). Deste modo o
microrganismo antagonista ideal devera ser: geneticamente estavel, eficaz a baixas
concentracdes abrangendo um largo espectro de patogénios, pouco exigente em relacdo
a requerimentos nutricionais, capaz de sobreviver em condi¢Oes ambientais adversas,
propicio a uma producdo pouco dispendiosa, facil de aplicar, resistente a pesticidas e
compativel com as praticas de manuseamento e armazenamento no ambiente de pos-
colheita e ndo produtor de metabolitos patogénicos que sejam toxicos para pessoas €

animais.

3.2.1. Seleccéao do Agente de Controlo Bioldgico

O processo inicia-se com a procura do microrganismo. A superficie de frutos é uma
notavel fonte de microrganismos com potencial antagonista. As bactérias Pantoea
agglomerans (Nunes et al., 2002) e Pseudomonas syringae (Nunes et al., 2007) e o
fungo Aureobasidium pullulans estirpe ACH 1-1 (Mounir et al, 2007) foram isolados da
superficie de macas, uma nova estirpe da levedura Metschnikowia fructicola foi isolada
da superficie de uvas em Israel (Kurtzman e Droby, 2001) e a estirpe PBC-1 de Pantoea

agglomerans foi isolada da superficie de laranjas da variedade ‘Valencia late’ (Manso et



al., 2009). Apesar de a superficie de frutos ser o local mais comum para a procura de
agentes de controlo bioldgico de doencas de pds-colheita de frutos, estes podem ser
também encontrados nas raizes de trigo e em pepinos como é o caso das bactérias
Pseudomonas fluorescens P-35 e Bacillus subtilis B-3, respectivamente (Peighami-
Ashnaei et al., 2009). Este processo de screening podera ser mais eficaz se for realizado
em pomares ndo manipulados, onde as populacdes ndo estiveram em contacto com
quimicos sendo a variedade de potenciais antagonistas maior do que em locais onde
foram usados pesticidas (Janisiewicz e Korsten, 2002).

Depois do microrganismo isolado, caracterizado, seleccionado, a sua eficacia devera ser
amplamente estudada a nivel laboratorial e semi-comercial, sendo simuladas condigdes
reais. Um importante pré-requisito para 0s ensaios de campo onde sdo simuladas as
condicdes naturais € o estudo dos modos de ac¢do do antagonista de maneira a permitir
o desenvolvimento de técnicas para uma efectiva aplicacdo do microrganismo (Droby et
al., 1992).

3.2.2. Modos de acgéo

O conhecimento dos mecanismos de accdo dos microrganismos antagonistas €
extremamente importante para estabelecer estratégias de controlo biolégico eficazes.
Esta informacdo € essencial para a optimizacdo do método e tempo de aplicacdo do
antagonista, desenvolvimento de formulacGes que melhorem a eficicia do antagonista,
desenvolver uma base Idgica para seleccionar antagonistas mais eficientes e registo do
agente de controlo bioldgico para comercializacdo (Droby e Chalutz, 1994).

Variados modos de accdo tém sido sugeridos para o controlo biolégico, incluindo-se
entre eles antibiose, parasitismo directo e producdo de enzimas liticas, resisténcia
induzida e competicdo por espaco e nutrientes (Jansiewicz et al., 2000).

No caso das bactérias € sugerido que o seu modo de accdo esteja relacionado, em parte,
com a producdo de antibidticos (Nunes et al., 2009). Bacillus subtilis produz iturina, um
potente antibidtico, activo contra varios agentes patogénicos e Pseudomonas cepacia
produz um outro antibiético, pirrolnitrina, controlando assim alguns patogénios de
frutas e vegetais (Droby et al., 1992). Este modo de acc¢do poderd causar alguma
controvérsia devido ao facto de se estar a introduzir um antibiético no produto a ser
tratado (Nunes et al., 2009).



O parasitismo directo foi observado por Wisniewski et al.(1991). Verificaram que as
células de Pichia guillermondii apresentavam a capacidade de se ligarem as hifas de B.
cinerea e observaram posteriormente que as hifas se encontravam deformadas no local
de ligacdo, tendo havido degradacdo da parede celular de B. cinerea. Da mesma
maneira, em 1997, Piano et al. verificaram a ligacdo das células de Metschnikowia
pulcherrima aos esporos e hifas de B. cinerea. Para além do parasitismo directo, a
producdo de enzimas liticas (proteases, quitinases e gluconases) por parte do
microrganismo antagonista, ajudam na degradacdo da parede celular do fungo
patogénico (Sharma et al., 2009).

Outro modo de acgdo proposto é através de resisténcia induzida. Apds a deteccao de um
agente patogénico ou dos seus metabolitos, as plantas preparam sistemas de defesa para
se protegerem da infeccdo. Estas respostas incluem o reforco da parede celular por
deposicdo de linhina, calose e glicoproteinas ricas em hidroxiprolina; acumulacdo de
fitoalexinas; sintese de inibidores de proteinases e enzimas liticas (EI-Ghaouth et al.,
2004) O tratamento com Aureobasidium pullulans em feridas de macas leva a indugéo
de resisténcia pela producdo e aumento da actividade de B-1,3-glucanase, quitinase e
peroxidase (Ippolito et al., 2009) e a levedura Candida oleophila quando aplicada em
feridas superficiais de toranja é capaz de elicitar resisténcia a Penicillium digitatum com
a producdo de etileno, biosintese de fitoalexinas e acumulacdo das enzimas quitinase e
B-1,3-glucanase (Droby et al., 2002).

A competicdo por espaco e nutrientes € um importante mecanismo de controlo
biol6gico em patogénios de plantas (Nunes et al., 2001a). A maior parte dos agentes
patogénicos de pos-colheita em fruta requerem nutrientes para a germinacdo e para o
inicio do processo patogénico, assim sendo, a competicdo por espaco e nutrientes é um
mecanismo de controlo bioldgico eficaz (Janisiewicz et al., 2000). Estudos realizados
em duas leveduras do género Metschnikowia demonstraram o0 seu potencial como
antagonistas e o seu modo de accdo como sendo competicdo por espago e nutrientes.
Piano et al. (1997) verificaram que a actividade antagonista de M. pulcherrima é
altamente influenciada pela adigéo de determinados nutrientes e que a levedura coloniza
rapidamente a superficie do fruto, suportando assim a hipotese de que a competicdo por
nutrientes e espago desempenha um papel importante na accdo contra B. cinerea.
Noutro estudo realizado com M. pulcherrima verificou-se que o seu potencial

antagonista se deve a colonizacdo da superficie do fruto (Karabulut et al., 2004).



Note-se, no entanto, que 0os modos de accdo nao sao exclusivos, podendo um agente de
controlo bioldgico actuar usando mais que um modo de accdo. Wisniewski et al (1991)
propuseram que, na presenca de um agente patogénico, a levedura antagonista produz
enzimas liticas que poderdo aumentar a capacidade de ligacdo da levedura as hifas do

patogénio, havendo assim dois modos de accdo a actuar em simultaneo.

3.2.3. Formulacéo e comercializacao

Depois de extensivamente testado, o potencial agente de controlo bioldgico para ser
usado tera de ser formulado como um produto que podera ser armazenado, distribuido e
aplicado (Rodham et al., 1999). A distribuicdo bem sucedida do agente de controlo
bioldgico, o tempo de prateleira, a estabilidade e a eficacia em condi¢fes comerciais séo
factores dependentes da formulacdo (Kinay e Yildiz, 2008).

A formulacdo de agentes de controlo bioldgico apresenta alguns problemas. As células
deverdo ser mantidas numa forma estavel durante longos periodos onde se encontram
expostas a flutuacdes de temperatura a medida que o produto passa através da cadeia de
distribuicdo. Outro obstaculo é o facto dos agentes estarem expostos a condicdes
ambientais adversas, tais como actividade da agua e luz ultravioleta, durante e apés a
aplicacdo, resultando assim numa reducéo da densidade populacional (Fravel, 1999).

O tipo de formulacdo desejada depende do uso pretendido. Diferentes formulagdes tém
sido testadas para os mais diversos microrganismos. Formulacdes liquidas (Patifio-Vera
et al., 2005; Abadias et al., 2003), liofilizadas (Abadias et al., 2001) e granulares (Kinay
e Yildiz, 2008) sao alguns exemplos.

Antes de um produto ser comercializado é necessario fazer o seu registo. Nos EUA este
processo é rapido e menos dispendioso comparativamente com o registo de fungicidas
sintéticos, no entanto na Europa a situacdo é mais complexa sendo o registo mais dificil
de obter, resultando assim em poucos produtos a serem comercializados actualmente
(Droby et al., 2009; Nunes et al., 2009). No entanto, de modo a proporcionar um
enguadramento juridico em toda a Unido Europeia, os agentes de controlo bioldgico
foram especificamente contemplados na Directiva 91/414/EEC “Concerning the
placement of plant protection products on the market”. Apesar destes esforgos tem sido

levantado um debate pelos produtores de agentes de controlo biolégico por



considerarem a directiva baseada em regras referentes a produtos quimicos (Fravel et
al., 1999).

Testes toxicoldgicos serdo necessarios para o registo, de maneira a estabelecer que o
microrganismo, o processo de producdo e formulacdo do microrganismo e o produto

formulado ndo séo toxicos para 0 Homem (Fravel et al., 1999).

4. Producéo de um Agente de Controlo Biologico

4.1. Factores que afectam o crescimento

A producdo de um agente de controlo biol6gico € um processo influenciado por
inimeras varidveis. Para este ser bem sucedido, esses factores deverdo ser controlados e
monitorizados de acordo com as caracteristicas do organismo que esta a ser produzido.
Os factores mais importantes, que afectam o crescimento de um microrganismo ao
longo de uma fermentagdo sdo o pH, arejamento, agitacdo, temperatura e 0s
constituintes de meio de cultura que deverdo satisfazer as necessidades elementares para
producdo de biomassa e metabolitos (Lee et al., 1999). Outro parametro importante é o
indculo, este devera apresentar-se hum estado activo de maneira a diminuir a duracao da
fase de laténcia, disponivel em volume suficiente para fornecer um indculo de tamanho
adequado, livre de contaminacGes, mantendo as suas capacidades de formacdo de
produtos (Abadias et al., 2003; Stanbury et al., 1995).

4.2. Meios de cultura

A producdo de agentes de biocontrolo pode ser efectuada recorrendo a dois métodos,
fermentagdo solida e fermentacdo liquida. O desenvolvimento de equipamentos e
métodos na fermentacdo liquida a grande escala para producao de antibidticos, enzimas
e acidos organicos é um bom ponto de partida para a produgdo de agentes de controlo
bioldgico (Fravel et al., 1999).

Para um crescimento eficiente, 0s microrganismos requerem a presenca de certos
compostos no meio de cultura, como agua, fonte de carbono, azoto e energia, minerais e

vitaminas e, no caso de serem aérobicos, oxigénio.



Numa producdo a escala industrial devera ser usado um meio que preencha a maioria
dos seguintes requisitos. Este deverd permitir a producdo maéxima de produto ou
biomassa por grama de substrato usado e méaxima concentracdo de produto ou
biomassa; permitir uma taxa maxima de formacdo de produto; evitar a formacao de
produtos indesejados; ser de qualidade e estar disponivel ao longo do ano; causar o
minimo de problemas durante a formulacdo e esterilizacdo e a nivel do arejamento,
agitacdo, extraccdo, purificacdo e tratamento de residuos (Stanbury et al., 1994).

Os componentes de um meio de cultura representam 38 a 73% do custo total do
processo fermentativo, sendo a fonte de carbono usualmente o componente mais
dispendioso (Stanbury et al., 1994).

Um parametro muito importante na producdo de microrganismos para aplicacdo em
controlo biologico é o desenvolvimento de um meio de cultura que permita uma
producdo maxima de biomassa a baixo custo (Costa et al. 2001). Este parametro é
especialmente importante visto que em controlo bioldgico sdo usadas grandes
quantidades do agente produzido e o seu custo devera ser comparavel ao dos pesticidas

quimicos (Visnovsky et al., 2008).

4.2.1. Uso de subprodutos como meios de cultura

O maior apelo dos subprodutos resultantes da inddstria agro-alimentar é o seu baixo
custo, podendo estes ser adquiridos por pouco mais do custo do seu transporte. Em
paises onde a economia é baseada na agricultura, os residuos resultantes desta pratica
sdo abundantes, sendo a sua eliminacéo dificultada pelo aumento dos custos e restri¢coes
no uso de aterros para certos produtos (Thomsen, 2005). Desta maneira, é vantajoso
encontrar alternativas para o uso destes residuos. Estes tendem a apresentar uma elevada
composi¢cdo em agucares, sendo facilmente assimilados por microrganismos devido a
sua natureza organica (Couto, 2008).

Vérios subprodutos tém sido testados como meios de cultura para producdo de
microrganismos. Residuos da industria produtora de vinho (Bai et al., 2007) e aguas
residuais e lamas industriais (Verma et al., 2007) foram usados como meio de cultura
para produzir o agente de controlo biolégico Trichoderma viridae e residuos de couve
Chinesa foram utilizados como substrato na producdo de 4 estirpes de leveduras (Choi
etal., 2002).
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4.2.1.1. Licor de laranja

O processamento do sumo de laranja origina grandes quantidades de residuos citricos,
aproximadamente 50% do peso do fruto, entre eles a polpa, as cascas e as sementes,
sendo este conjunto designado de bagaco. (Giese et al., 2008) que pode ser reutilizado
na producdo de racdo animal. Este processo inclui uma prensagem dos residuos apds
acerto do pH por adicao de oxido de calcio, com o objectivo de facilitar a degradacédo da
pectina e aumentar a eficiéncia da remocéo de agua do bagaco de laranja (Rocafa Junior
et al., 2005). Esta prensagem vai originar o chamado licor que apresenta uma elevada
concentracéo de hidratos de carbono entre eles frutose, glucose, sacarose e pectinas para
além de celulose (Giese et al., 2008). A concentracdo vai no entanto depender da
quantidade de &gua adicionada no processo e da variedade da fruta que é processada.
Este subproduto, devido ao seu teor em agUcares, levanta problemas ao nivel da sua
eliminacdo, apresentando uma CBO (Caréncia Bioquimica de Oxigénio) elevada. Assim
sendo, sera vantajoso encontrar alternativas para a sua utilizacdo (Rocafa Junior et al.,
2005).

4.2.1.2. Extracto de alfarroba

A alfarrobeira (Ceratonia siliqgua L.) € uma arvore nativa da regido mediterranica,
pertencente a familia Leguminoseae e a sub-familia Caesalpinaceae (Barracosa et al.,
2007; Turhan et al., 2010).

A produgdo de alfarroba anual é aproximadamente 350000 t, sendo os maiores
produtores e exportadores Espanha, Italia, Portugal, Marrocos, Grécia, Chipre e Turquia
(Fletcher, 1997). Esta producgdo é economicamente importante para a regido do Algarve,
onde se encontram varias empresas de transformacdo, contribuindo para 14% da
producéo anual mundial (Barracosa et al., 2007)

As sementes correspondem a 10% do peso do fruto, enquanto que os restantes 90%
correspondem a polpa (Manso et al., 2009). O uso da alfarroba é variado, sendo usada
na producdo de bebidas em variados paises arabes e como substituta do cacau nos
E.U.A. (Yousif e Alghzawi, 2000), no entanto, o produto proveniente da alfarroba mais
usado ao nivel da industria alimentar € o LBG (Locust Bean Gum). Este é proveniente
do endosperma da semente e é usado como um aditivo alimentar natural (E 410)
(Barracosa et al., 2007).
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A sua composicdo quimica tem sido extensivamente estudada por variados autores,
apresentando uma elevada concentracdo em acUcares, maioritariamente sacarose,
possuindo assim caracteristicas de edulcorante natural (Battle e Tous, 1997; Yousif e
Alghzawi, 2000). A sua elevada percentagem em acUcares permitiu 0 Seu Uso como
substrato para producdo do agente de controlo biologico Pantoea agglomerans PBC-1.
Este trabalho consistiu no uso de extractos aquosos de alfarroba, provenientes da vagem
de alfarroba, posteriormente processados, como fonte de carbono no meio de cultura. O
estudo permitiu obter uma elevada producdo de biomassa, evidenciando assim o
potencial deste produto como fonte de carbono na producdo do agente de controlo
biologico (Manso et al., 2010). Pode também ser usada como fonte de carbono para
producdo de etanol por Saccharomyces cerevisiae (Turhan et al., 2010).

4.3. Reactores bioldgicos

A principal funcdo de um reactor bioldgico, ou fermentador, é a criagdo de um ambiente
controlado para a producédo de células animais, vegetais ou microrganismos, de maneira
a se obter o produto desejado, quer este seja a producdo de biomassa ou de metabolitos.

Existem variados tipos de reactores bioldgicos, entre eles tanque agitado, leito fixo, leito
fluidizado, coluna de bolhas e air-lift. Neste estudo em particular foi utilizado um
reactor biolégico mecanicamente agitado. Este tipo de reactor é extensivamente usado
na industria, muito estudado e aplicado em producgdes biologicas a partir de culturas
microbianas (Lima-Costa e Raposo, 2007).

Um reactor bioldgico devera apresentar determinadas caracteristicas e a sua construgdo
devera obedecer certas condicOes: ser capaz de funcionar assepticamente; ter uma
agitacdo e arejamento adequado; o consumo energético devera ser o0 menor possivel;
apresentar um sistema de controlo de pH, temperatura e um local para realizar as
amostragens; proporcionar 0 minimo de perdas gasosas possivel e ser facilmente
manipulavel durante as tarefas de amostragem, limpeza e manutengdo (Stanbury, 1994).
Durante o crescimento microbiano vai ser produzido calor, devido ao préprio
metabolismo das células e & agitacdo mecanica. Se a temperatura ndo for a ideal para o
processo pretendido, vai ter que ser removido ou adicionado calor ao sistema. A escala

laboratorial, o calor produzido é geralmente pouco, sendo assim comum a adicdo de
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calor através de banhos controlados termostaticamente, serpentinas e mangas ou
camisas de aquecimento (Stanbury et al., 1994).

O arejamento e agitacdo sdo dois factores de extrema importancia durante 0 processo
fermentativo. A principal funcdo do arejamento é fornecer ao organismo submerso no
meio de cultura o oxigénio necessario enquanto que a agitacdo tem como funcéo a
obtencdo de uma suspensdo uniforme de células por todo 0 meio de cultura (Stanbury et
al., 1994). O arejamento € feito por meio de dispersores de ar. Os dispersores mais
utilizados sdo os dispersores poroso e em L. A agitacdo é feita, como o nome indica,
com recurso a agitadores. Estes podem ser de variados tipos, dependendo da
viscosidade do meio de cultura, do tipo de célula e da escala do reactor. Os agitadores
podem ser classificados como axiais e radiais, ilustrando assim o fluxo de cada um. Um
exemplo de um agitador radial, é a turbina de Rushton, usada neste trabalho. Esta
turbina é recomendada para aplicacdes onde seja importante a combinacao da dispersao
de gas com a agitacdo intensa. Os agitadores em hélice promovem o movimento axial
do fluido, ndo sendo apropriados para meios com elevada viscosidade (Lima-Costa e
Raposo, 2007)

4.3.1. Transferéncia de massa de oxigénio

A disponibilidade de oxigenio nos meios de cultivo utilizados para o crescimento de
microrganismos € um factor determinante e podera ter um papel decisivo no processo de
scale-up em processos bioldgicos aerébios.

A baixa solubilidade do O, em condi¢cdes normais de fermentacdo obriga a um
arejamento continuo de maneira a satisfazer as necessidades das células.

A eficiéncia do arejamento depende da solubilizacdo do O, e da sua taxa de difusdo nos
meios de cultura.

A transferéncia de massa de oxigénio, descrita e analisada através do coeficiente de
transferéncia de massa, ou k.a, é controlada pela solubilidade do O, nos meios de
cultura e pela difusdo e taxas de consumo, sendo influenciada por varios factores como
as caracteristicas geométricas e operacionais dos reactores, composicdo do meio,
concentragdo e morfologia do microrganismo em questdo. A transferéncia de massa
pode ser optimizada através da reducdo do percurso da difusdo de O, pelos

microrganismos por reducdo da espessura do filme que envolve as bolhas de ar e as
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células microbianas. Este fim poderia ser obtido pelo aumento da agitacdo, no entanto
h& que ter em conta a sensibilidade das células microbianas (Cascaval et al., 2006).
Deste modo, foram estudados métodos alternativos para aumentar a transferéncia de

massa de oxigénio, sendo os vectores do oxigénio um exemplo a ter em consideracéo.

4.3.1.1. Mecanismo de transferéncia de oxigenio

Para cada fluido de ambos os lados de uma interface, a forga motriz para a transferéncia
de massa pode ser expressa em termos de uma diferenca de concentracdo. Assim sendo,

a taxa de transferéncia de massa para a interface é descrita pela seguinte equacao:
Na=KkaA Ca =Ka(Cao— Cai)
Equacédo 1.1
Nesta equacéo:
Na — taxa de transferéncia de massa do componente A,
k — coeficiente de transferéncia de massa;
a — area disponivel para a transferéncia de massa;
Cao— concentracdo do componente A fora da interface;

Cai — concentracdo do componente A na interface.

As equac0es seguintes sdo obtidas a partir da equacdo 1.1 .

As equacOes 1.2 e 1.3 representam a taxa de transferéncia de massa do componente A

através da camada limite gasosa e através da camada limite liquida, respectivamente.
Nac = kca (Cac— Cagi)
Equacédo 1.2
NaL = kia (Caii — CaL)
Equacéo 1.3
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Em que kg é o coeficiente de transferéncia de massa da fase gasosa e k, o coeficiente de

transferéncia de massa da fase liquida.

De um modo geral, o fluxo de massa entre um gés e a fase liquida pode ser descrito

como:
Na=Ka (C*-Cy)
Equacdo 1.4
Em que:
K\ — coeficiente de transferéncia de massa global da fase liquida;

a — area interfacial de contacto por unidade de volume disponivel para a transferéncia de

massa,

C* - concentracdo de saturacdo do componente a difundir no liquido em equilibrio com

a fase gasosa;
C_ — concentracdo do componente dissolvido na meio.
O coeficiente de transferéncia de massa global da fase liquida, K, é definido por
1/Kia = 1/mkga + 1/k a
Equacédo 1.5
Onde m é o factor de distribuicao

Para gases pouco soltiveis, como ¢ o caso do oxigénio em agua, “m” ¢ elevado e kg é
bastante superior a ki, sendo que K_ ~ ki, significando que a principal resisténcia a
transferéncia de massa se encontra no filme de liquido e o respectivo coeficiente é

aproximadamente igual ao coeficiente global de transferéncia.
Para medir experimentalmente valores de K| a pode usar-se a seguinte equagéo
dCL/dt =K,a (C* - C|_)

Equacdo 1.6
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[IP%2)

Onde K ¢ o coeficiente de transferéncia de massa global da fase liquida, “a” ¢ a area
interfacial de contacto por unidade de volume disponivel para a transferéncia de massa,
C* é a concentracdo de saturagdo de componente a difundir no liquido em equilibrio
com a fase gasosa e C, é a concentracdo de gas dissolvido no meio ao longo do tempo
(Doran, 1995).

4.3.1.2. Vectores de Oxigénio

A vantagem do uso de vectores de O, em fermentagdes deve-se ao aumento da taxa de
transferéncia de O, sem haver a necessidade de um aumento energético (Jia et al.,
1997). Ndo apresentam, em geral, toxicidade para os microrganismos, podendo até
servir como fonte adicional de carbono e energia.

Estes vectores sdo definidos como compostos que, quando adicionados ao meio de
cultura sdo capazes de aumentar a solubilizacdo do oxigénio comparativamente com a
agua (Silva et al., 2008) para melhorar a transferéncia de oxigénio no meio de cultura.
Os principais vectores de oxigénio usados em biotecnologia sdo os hidrocarbonetos,
perfluorocarbonetos e 6leos usados também como agentes anti-espuma (Cascaval et al.,
2006).

Silva et al. (2010) realizaram ensaios de crescimento da alga Crypthecodinium cohnii
com adic¢do do vector n-dodecano a 1%. Os seus resultados evidenciam um aumento da
producdo de biomassa e da percentagem de oxigénio dissolvido no meio de cultura,
quando € adicionado o vector. Outro estudo realizado revela um aumento do k; a ap6s a
adicdo do vector n-dodecano e também um aumento na producdo de biomassa de

culturas de Bacillus licheniformis (Silva et al., 2008)

4.3.1.3. Modo de acc¢do dos vectores de oxigénio

Os vectores de oxigénio, ao serem adicionados ao meio de fermentacdo, vao originar 4
fases distintas: a fase gasosa (ar), a fase aquosa, a fase liquida organica e a fase sélida
(biomassa), proporcionando assim a formagéo de novas areas interfaciais entre as fases
liguida e gasosa. Assim, a transferéncia de O, poderad ser feita através de 5 vias

diferentes. Pode ocorrer directamente para as células ou através do vector que podera
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estar, ou ndo, adsorvido a superficie das bolhas de ar. As células podem tambem se
encontrar adsorvidas a superficie das bolhas ou do vector.

De todas 0os mecanismos existentes na literatura, o mais plausivel sera que a difuséo de
O, do ar para as células microbianas ocorre através do vector e em seguida através da
fase aquosa, assumindo que o vector esta absorvido a superficie das bolhas de ar
(Cascaval et al., 2006).
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Il . Material e Métodos

1. Material
1.1. Microrganismos

1.1.1. Antagonista

O microrganismo antagonista utilizado para este trabalho foi uma levedura do género
Metschnikowia isolada da superficie de macas Bravo de Esmolfe pelo grupo de

Patologia Pds-colheita e Controlo Biologico.

1.1.2. Patogénio

Foi utilizada uma estirpe de Penicillium expansum, pertencente ao grupo de Patologia
Pds-Colheita e Controlo Bioldgico. A estirpe usada foi isolada a partir de macas podres

apos conservagcdo frigorifica, e tem elevado poder patogénico em pomoideas.

1.2. Material vegetal

Para a realizagéo dos ensaios de fruta usaram-se peras cv. ‘Rocha’ e magas cv. ‘Golden
Delicious’ de pomares da regido Oeste de Portugal. A fruta encontrava-se s&, ndo tendo

recebido qualquer tratamento p6s-colheita.

1.3. Meios de Cultura

1.3.1. Meios de cultura comerciais

Para a realizagdo deste trabalho foram utilizados meios de cultura diferentes com

fungdes distintas.
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1.3.1.1. Nutrient Yeast Dextrose Agar (NYDA)

Para a manutencdo das culturas de levedura foi usado o meio NYDA com a seguinte
constitui¢do: caldo nutritivo 8 g/L; extracto de levedura 5 g/L; dextrose 10 g/L e agar 15

g/L. O pH do meio apresentava um valor de 7+0,2 a 25° C.

1.3.1.2. Potato Dextrose Agar (PDA)

O fungo P. expansum foi mantido e produzido em meio s6lido PDA, apresentando o

meio um valor de pH de 5,6+0,2 a 25° C.

1.3.1.3. Yeast Extract Peptone Dextrose (YPD)

Os ensaios de crescimento da levedura foram efectuados em meio YPD com os
seguintes constituintes: Extracto de levedura 10 g/L, peptona bacteriologica 20 g/L e
dextrose 20 g/L. O meio apresentava um valor de pH de 6,5+0,2 a 25° C.

1.3.2. Subprodutos da industria agro-alimentar como meios

de cultura

Com o objectivo de minimizar os custos finais de produgdo de microrganismos, foi

testado um subproduto e uma mistura de subprodutos da industria agro-alimentar.
1.3.2.1. Licor de laranja + extracto de levedura

Ao subproduto obtido a partir da prensagem dos residuos resultantes do fabrico de sumo
de laranja foi adicionado extracto de levedura a uma concentragdo 10 g/L.

1.3.2.2. Extracto de alfarroba + extracto de levedura

Ao subproduto obtido a partir da alfarroba (vagem e outros residuos) foi adicionado

extracto de levedura a uma concentragdo de 10 g/L.
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1.4. Solucédo tampao

As diluigoes realizadas para calculo das unidades formadoras de colonias (ufc’s) foram
feitas em tampdo fosfato, de maneira a evitar problemas de osmose. Esta solucdo é
composta por uma mistura de duas solugdes, uma de KH,PO, (acido) 0,2 M e outra de
K,HPO, (sal) 0,2 M, sendo que a solucdo final deverd apresentar uma molaridade de
0,05 e pH de 6,5. A solucdo tampéo ¢ preparada adicionando 70 mL da solu¢do KH,PO,4
e 30 mL da solucéo de K,HPO, a 300 mL de agua destilada.

2. Métodos
2.1. Preparacao dos meios de cultura

2.1.1. Meios de cultura comerciais

Os meios de cultura comerciais foram preparados de acordo com as normas gerais de

preparacdo de meios de cultura.

2.1.2. Licor de laranja

O processo de extraccdo do licor de laranja a partir da matéria-prima é moroso. O
método utilizado inicialmente ndo era expedito e o produto obtido ndo era totalmente
satisfatorio, assim sendo, foi necessario optimizar o processo de extrac¢do. De seguida

vao ser descritos os dois métodos usados para a obter o licor de laranja.

2.1.2.1. Primeiro processo

Inicialmente foi realizada uma filtracdo grosseira do licor proveniente da fabrica. Essa
filtracdo foi seguida de uma centrifugacdo (Hettich Zentrifugen, Universal 320) a 4500
rpm, durante 20 min. O sobrenadante foi retirado e filtrado com bomba de vécuo,
usando filtros Whatman 1 e o pH do produto resultante deste processo foi acertado entre
5 e 6 com &cido citrico a 1 M. Finalmente, o licor foi esterilizado por calor em autoclave
(Uniclave 87), 121 °C durante 15 min, juntamente com o0 extracto de levedura,
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verificando-se a formacédo de um precipitado, o qual ndo é compativel com algumas das
andlises que terdo que ser realizadas posteriormente. De maneira a eliminar o
precipitado, o0 meio foi novamente centrifugado (Beckman, Avanti J-14, Coulter) em
frascos estéreis a uma velocidade de 7500 rpm durante 15 min (Manso et al,
unpublished data). O meio resultante dessa centrifugacdo apresentava-se cristalino, no

entanto, durante o ensaio realizado verificou-se o aparecimento de contaminagdes.

2.1.2.2. Segundo processo

Este processo de extraccdo consiste na utilizacdo de um filtro-prensa de placas e
quadros (FT14 Plate and Frame Filter Press, Armfield) e de filtros (Beco) com
diferentes porosidades. Este sistema de filtracdo tem capacidade para albergar 7 filtros,
200 mm x 200 mm, entre cada par de placas e quadros.

Esta optimizacdo requereu vérias tentativas de maneira a se encontrar os filtros mais
indicados para a filtragéo do licor.

Inicialmente foram utilizados dois tipos de filtros com porosidades diferentes, KOO e
KD?7. Antes da filtracdo propriamente dita foi feita uma circulacdo de agua quente pelo
equipamento ja montado, com o objectivo de abrir os poros para facilitar a passagem do
licor, apresentando-se este, no final da filtracdo, com um aspecto cristalino. Este licor
foi posteriormente filtrado com o auxilio de filtros 0,22 um em bomba de vacuo
(GAST) de maneira a fazer uma esterilizacdo, no entanto verificou-se que os filtros
colmatavam muito rapidamente, ndo sendo possivel a esterilizacdo através deste
método.

Assim sendo, foi necessario arranjar outra estratégia e para isso foi feita uma tentativa
de esterilizagdo do sistema de filtracdo. O filtro-prensa foi esterilizado através da
circulacdo de agua quente (90-95 °C) durante 30 min, sendo que a temperatura da 4gua a
saida deveria ser de 85+1 °C. Durante a esterilizagdo o tempo de passagem da agua foi
aumentado 10 min devido ao facto de a saida a agua apresentar uma temperatura de 75
°C aproximadamente. Depois do processo concluido procedeu-se a filtracdo do licor
com filtros sterile 40.

Para se verificar se a esterilizacdo do sistema de filtragdo tinha sido bem sucedida, o
licor foi plagueado em meio NYDA a 25+1 °C de maneira a averiguar a existéncia de

crescimento microbiano. Passadas 48 h verificou-se o aparecimento de coldnias nas
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placas que confirmaram a ndo eficacia do processo de esterilizacdo, apesar de ter havido
uma redugdo significativa, sendo entdo necessario retomar a esterilizacdo por calor.
Com o objectivo de minimizar a interferéncia do precipitado que se forma através da
autoclavagem, o licor foi levado a esterilizar em frascos de 1000 mL e depois de
autoclavado ficou a repousar para haver a deposi¢do dos residuos. Este método revelou-
se eficaz visto que o licor usado para as fermentagdes se encontrava sem qualquer tipo
de deposito.

Nas filtracdes posteriores em filtro-prensa de placas e quadros foram utilizados filtros
K00, KD7 e Sterile 40, sem a esterilizacdo do sistema de filtracdo. A pressdo foi sendo
ajustada de acordo com os filtros que estavam as ser usados, sendo que para filtros com
maior porosidade a pressao do sistema estava a 2 bar sendo diminuida a medida que a

porosidade dos filtros diminuia.

2.1.3. Extracto de alfarroba

O método de extraccdo da alfarroba ja se encontra optimizado, sendo que para este
passo do trabalho foi apenas necessario seguir o procedimento ja descrito (Manso et al.,
2010).

As vagens de alfarroba fornecidas encontravam-se parcialmente processadas na forma
de “kibble”. No laboratério foram a estufa a 50°C para secar de maneira a0 processo de
extraccdo dos agUcares ser mais eficiente. Depois de seca, a alfarroba foi moida até se
obter uma farinha e posteriormente foi pesada para Erlenmeyers de 500 mL e a estes foi
adicionada agua até se obter uma concentracdo de 0,3% (p/v). Os Erlenmeyers foram a
incubar a 251 °C com agitacdo de 150 rpm. O extracto assim obtido foi centrifugado
(Beckman, Avanti J-14, Coulter) a 10000 rpm a uma temperatura de 4 °C durante 20
min e posteriormente foi feita uma filtragdo com bomba de vacuo utilizando filtros com

uma porosidade de 0,45 pm.

2.2. Determinacdao do crescimento celular

Com o objectivo de monitorizar e tragar a curva de crescimento da levedura antagonista

foram realizadas varias analises que vao ser descritas de seguida.
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2.2.1. Contagem de células cultivaveis

O método utilizado foi o método Miles & Misra (1938). Este método consiste na
inoculacdo em placa de uma gota com volume de 20 pL. Foram feitas dilui¢cGes seriadas
das amostras em tubos de ensaio com tampéo fosfato. Para obter diluigdes de 1:10 e
1:100, 500 pL de amostra foram diluidos em 4,5 mL de tampéo fosfato e 50 uL de
amostra foram diluidos em 5 mL de tampédo fosfato, respectivamente. Entre cada
diluicdo a suspensao foi homogeneizada. Posteriormente as diluicdes foram colocadas
em placa com meio NYDA, a 25+1°C e a leitura das placas foi feita apds 48 h. Para
cada diluicdo foram colocadas 3 gotas de 20 pL.

2.2.2. Espectrofotometria

A espectrofotometria na gama do visivel permite obter um parametro de densidade
Optica que € indicador do crescimento celular. Neste caso, as amostras foram analisadas
a um comprimento de onda de 590 nm. O aparelho (Thermo Electron Corporation,
Genesys 10 vis) foi calibrado usando como branco uma amostra de meio. Sempre que
foi necesséario diluir a amostra, o0 meio de cultura utilizado como branco, também foi
diluido.

Este método, contrariamente ao anterior, tem a desvantagem de ndo quantificar apenas
as células viaveis, quantifica também fragmentos de células mortas, no entanto é um

método simples cujos resultados sdo obtidos de imediato.

2.2.3. Determinacao da biomassa

Este parametro pode ser determinado através da biomassa fresca ou seca, dando apenas
uma estimativa do namero de células presentes na cultura.

Nos ensaios realizados em Erlenmeyer, 1,3 mL de amostra foram pipetados para
eppendorfs de 1,5 mL previamente pesados. A amostra foi centrifugada (Eppendorf
5415 D) a 13200 rpm durante 5 minutos e o sobrenadante foi retirado e congelado para
uma posterior quantificacdo dos agucares presentes no meio. Uma nova centrifugagéo
foi feita, 30 segundos, para eliminar qualquer vestigio de meio que ainda se encontrasse

no eppendorf. Finalmente os eppendorfs contendo as amostras foram pesados obtendo-
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se assim o peso fresco das células. Para a determinacdo do peso seco, os eppendorfs
foram a secar a estufa durante 48 h a 60+1 °C e sé depois pesados. Para cada
Erlenmeyer as determinac6es dos pesos foram realizadas em duplicado.

Nos ensaios realizados em reactor bioldgico, as condi¢Ges para a determinacdo destes
parametros foram diferentes. Foram pipetados 2,5 mL de amostra para tubos de 15 mL.
Todos os passos seguintes foram semelhantes aos anteriormente enunciados, a excepgéo
das condigdes de centrifugacdo. As células foram centrifugadas a 4500 rpm durante 15

min.

2.3. Métodos Analiticos

2.3.1. Quantificacdo de acucares

Para a quantificacdo de acucares, recorreu-se ao método de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC). O cromatografo usado (VWR Hitachi Elite LaChrom) é constituido
por um detector (IR L-2490), uma bomba (L-2130), um forno (L-2300), um auto-
injector (L-2200) e uma coluna (Purospher STAR NH2, Merck KGaA). O eluente (fase
movel) utilizado é constituido por 75% de acetonitrilo e 25% de agua miliQ. Todas as
amostras a serem analisadas foram centrifugadas como descrito anteriormente e filtradas

com filtros de seringa de 25 mm e 0,2 um de poro.

2.3.2. Monitorizacao do pH

O pH dos meios de cultura e das solucBes foi medido com um potencidmetro (Crison
GLP 21 ou Crison Basic 2). Em todas as fermentacGes o pH foi ajustado a 5-6. Os
acertos de pH foram feitos com solucdes acidas e bésicas de &cido citrico (C6H807) 1
M e hidréxido de sédio (NaHO) 5 M.

2.3.3. Determinacéo da transferéncia de massa de oxigénio

Antes de cada fermentacdo realizada em bioreactor foi determinado o Kga, ou

coeficiente volumétrico de transferéncia de massa. Este coeficiente depende de varios
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factores, entre eles o tipo de biorreactor, o tipo de meio e células e as condi¢cdes de
operagéo.

Neste trabalho, o K.a foi determinado através do método dindmico. Este método
consiste na desoxigenacdo total do meio com recurso a azoto na forma gasosa, seguida
de arejamento que € acompanhado pelo registo do aumento da percentagem de O, em

intervalos periddicos.

2.4. Preparacao do pré-inoculo

A preparacdo do pré-inoculo consistiu na inoculacdo de colénias da levedura PBC-2
com 48 h, crescidas em placa de Petri contendo meio NYDA, a 25+1 °C, em
Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de meio liquido YPD. Posteriormente, 0s
frascos foram a incubar a 25x1 °C durante 24 h com uma agitacéo orbital de 150 rpm.

Com o objectivo de determinar a concentracdo do pré-indculo, foi medida a
absorvancia. Esta correlacdo foi feita através de uma curva previamente realizada, que

relaciona a densidade 6ptica em fungdo das unidades formadoras de colonias.

2.5. Ensaios de Crescimento

25.1. Ensaios em escala laboratorial realizados em

Erlenmeyer

2.5.1.1. Diferentes concentracoes de glucose

Para a realizacdo destes ensaios preliminares, o0 meio de cultura utilizado foi 0 meio
liqguido YPD. De modo a estudar o efeito da concentracdo de agucares no crescimento e
viabilidade da levedura, foram realizados ensaios com 5 concentracfes de glucose
diferentes (5, 10, 15, 20 e 40 g/L), em Erlenmeyers de 250 mL com um volume final de
meio de 100 mL. Depois de feita a esterilizacdo, os Erlenmeyers foram inoculados a
uma concentraco inicial de 1x10° ufc/mL e foram a incubar a 251 °C com agitac&o
orbital de 150 rpm. Foram recolhidas amostras no inicio da fermentacao e passadas 12
h, a recolha foi feita a cada 3 h. Para cada amostra foram analisados os parametros

descritos do ponto 2.2.1 ao ponto 2.3.3. O ensaio foi repetido 2 vezes e todos 0s ensaios
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foram realizados em triplicado sendo a monitorizacdo do pH feita num Erlenmeyer

inoculado apenas para esse efeito.

2.5.1.2. Diferentes concentracbes de acucares no licor de

laranja

Para avaliar a eficcia do licor de laranja com o extracto de levedura como meio de
crescimento e tendo e conta os resultados obtidos nos ensaios realizados anteriormente,
foram preparados ensaios com concentracdes mais elevadas de agucar, visto que, sendo
o licor um excedente da industria de transformacdo da laranja, € de interesse usar a
maior quantidade de produto possivel.

As condicdes e pardmetros estudados nestes ensaios foram semelhantes as descritas no
ponto 2.5.1.1, exceptuando o volume final de meio que neste caso foi 150 mL. A fonte
de carbono utilizada foi o licor de laranja a diferentes concentrac@es (12,5, 25,0, 37,5 e
50,0 g/L) e a fonte de azoto usada foi o extracto de levedura a 10 g/L. A esterilizacdo
dos componentes do meio foi feita em separado. Erlenmeyers contendo o extracto de
levedura e frascos contendo o licor de laranja foram a esterilizar e s6 posteriormente foi
feita a adicdo do licor de laranja aos Erlenmeyers em camara de fluxo laminar (Faster
BH-EN 2005).

2.5.1.3. Diferentes racios de licor de laranja e extracto de

alfarroba

Nestes ensaios foi estudado o efeito da mistura de dois subprodutos da industria agro-
alimentar, sendo a concentracdo final de acUcares na mistura 50 g/L. Foram testados
diferentes racios, 25,0 g/L de licor de laranja + 25,0 g/L de extracto de alfarroba, 37,5
g/L de licor de laranja + 12,5 de extracto de alfarroba e 12,5 de licor de laranja + 37,5
de extracto de alfarroba.

As condicGes de crescimento e pardmetros analisados foram iguais as descritas nos dois

ensaios anteriores, sendo o volume de meio utilizado 150 mL.
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2.5.2. Ensaios realizados em Reactor Bioldgico

2.5.2.1. Diferentes concentracbes de acucares no licor de

laranja

Tendo-se verificado que a estirpe de levedura estudada cresce a concentra¢des de agUcar
elevadas, para os ensaios em reactor, foram estudadas duas concentracdes altas, 50,0
g/Le 70,0 g/L.

Foi utilizado um bioreactor mecanicamente agitado (BioBundle System, Applikon
Biotechnology) com um volume total de 3 L e um volume atil de 2,4 L. A agitacéo foi
feita utilizando uma turbina de Rushton com seis laminas e para o arejamento foi
utilizado um dispersor em L. Com o objectivo de aliviar a pressao no interior do reactor
foram usados dois condensadores.

Antes de cada esterilizacao foi feita a calibragéo das sondas de pH e O,. A sonda de O,
foi também calibrada ap6s a esterilizacdo do sistema. A calibracdo foi feita depois do
arrefecimento do reactor e da polarizacdo da sonda, consistindo no arejamento do meio
até a sua saturacdo, que é indicada pela estabilizacdo da percentagem de O,. Foi
registado o valor 100%. A sonda foi verificada depois da calibragdo. Esta verificacéo foi
feita removendo todo o O, presente no meio através da adicdo de N, na sua forma
gasosa. A monitorizacdo da temperatura foi efectuada com uma sonda de temperatura e
de maneira a manter a temperatura de fermentacao estavel foi utilizada uma manta de
aquecimento.

Todas as varidveis foram monitorizadas e controladas através dos controladores Bio
Controller ADI 1010 e Bio Console ADI 1025 e os dados adquiridos pelo software
BioXpert Lite, Applikon Biotechnology.

A esterilizag&o foi feita em autoclave a 121°C durante 20 min. O reactor foi autoclavado
com o extracto de levedura e aproximadamente 300 mL de licor de laranja de maneira a
que a extremidade das sondas ficasse submersa no meio. O restante licor de laranja foi
esterilizado separadamente, devido a formacdo de precipitado e posteriormente foi
adicionado com o auxilio de uma bomba peristaltica até se perfazer o volume de 2,4 L.
O reactor biologico foi inoculado com a levedura PBC-2 com a concentragdo inicial de
1 x 10° ufc/mL.
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As condic¢es das fermentacdes para ambas as concentracdes de agucar foram iguais. Os
ensaios foram executados a uma temperatura de 25+1 °C, com uma agitagdo de 300 rpm
e arejamento de 150 L/h.

Foram retiradas amostras no inicio da fermentacéo e, passadas 12 h, a cada 3 h. Os
parametros estudados foram os mesmos que nos ensaios realizados em Erlenmeyer.

O anti-espuma foi adicionado antes da esterilizacdo e ao longo da fermentacgéo.
Inicialmente foram acrescentados 1,5 mL ao meio e posteriormente, volumes inferiores,
de acordo com a formacéo de espuma.

O ensaio com a concentracdo de acUcares de 50 g/L foi repetido 2 vezes.

2.5.2.2. Efeito do vector de O, n-dodecano

Com o objectivo de melhorar a transferéncia de oxigénio dentro do reactor, visto este
ser um parametro que influencia o crescimento das células, foi adicionado o vector de
O, n-dodecano a uma fermentacdo usando o licor de laranja e extracto de levedura como
meio de cultivo a uma concentracdo de 50 g/L e 10 g/L respectivamente.

O n-dodecano foi adicionado antes do meio ser esterilizado, a uma concentracao de 1%
(VIV).

Todas as condigdes e parametros estudados foram iguais aos mencionados no ponto
2.5.2.1.

O ensaio foi repetido 2 vezes.

2.6. Avaliacdo da capacidade antagonica da levedura PBC-2

Estes ensaios tiveram como objectivo determinar a capacidade antagonica da levedura
PBC-2 sobre Penicillium expansum em peras cv. ‘Rocha’ e magds cv. ‘Golden

Delicious’.
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2.6.1. Preparacdo do microrganismo patogénico (Penicillium

expansum)

O agente patogénico P. expansum foi mantido em meio PDA a 25+1 °C e repicado
periodicamente. Foram retirados esporos de uma placa com 8 dias para tubos de ensaio
com 4gua destilada e Tween 80. Foram a agitar durante 3 minutos de maneira a
uniformizar a suspensdo. A contagem dos esporos foi feita com a ajuda de um
hemacitometro, recorrendo-se posteriormente a diluicdo da suspensdo em agua destilada

contendo Tween 80 de modo a obter-se uma concentracdo de 1x10* esporos/mL.

2.6.2. Preparacéo do microrganismo antagonista

Foi realizada uma fermentagdo em bioreactor para producdo de biomassa, usando o licor
de laranja como meio de cultivo com uma concentracdo de 50,0 g/L em acUcares. A
fermentacdo foi interrompida no fim da fase exponencial de crescimento das leveduras,
quando estas se encontravam a concentragdo maxima.

O meio de cultura contendo a biomassa foi recolhido e centrifugado a uma velocidade
de 7500 rpm, a 12°C durante 15 min. O sobrenadante foi rejeitado e as células foram
ressuspendidas em tampdo fosfato sendo centrifugadas de novo. O sobrenadante foi
novamente rejeitado e o processo de ressuspensdo das células foi repetido de maneira
retirar todo o meio das células. A concentracdo da suspensdo foi determinada através da
inoculagdo em placa contendo meio NYDA. As placas foram incubadas a 25+1 °C,
tendo sido lidas apds 24-48 h.

2.6.3. Ensaios de eficacia

Para a realizacdo destes ensaios foram preparadas suspensdes de patogenio a uma
concentracdo de 1x10* esporos/mL e de antagonista a 1x10" ufc/mL.

Os frutos, apos terem sido retirados das camaras frigorificas, foram colocados em caixas
de plastico, lavados e deixados a secar overnight. No dia seguinte, com o auxilio de uma
agulha, foram feitas duas feridas por fruto com 2 mm de profundidade e 1 mm de

didametro. Posteriormente foram mergulhados durante 30 s na suspensdo contendo o
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antagonista. Os frutos foram deixados a secar e depois mergulhados na suspensdo
contendo P. expansum durante 30 s.

Os frutos foram armazenados a 1+0,5 °C com humidade relativa de 85 + 5% durante
aproximadamente 3 meses. Apds este periodo, foram retirados das camaras frigorificas
e armazenados a 20+1 °C. No caso das peras cv. ‘Rocha’, as leituras de severidade e
incidéncia foram feitas apds 2 e 7 dias, enquanto que as leituras das macgas cv. ‘Golden
Delicious’ foram feitas passados 7 dias.

Frutos inoculados apenas com P. expansum foram usados como controlo. Foram usados

40 frutos por replicado e 3 replicados por tratamento.

2.7. Dinamica populacional

Com o objectivo de estudar a sobrevivéncia do microrganismo antagonista nos frutos,
foram realizados ensaios de dindmica populacional.

Para a realizagdo destes ensaios, os frutos foram preparados, como descrito no ponto
2.6.3., com a excepcao do numero de feridas, que neste caso foram 4 por fruto.

Os frutos foram banhados na suspenséo de levedura conforme descrito anteriormente.
No caso das magas cv. ‘Golden Delicious’ foram retiradas 25 rodelas de casca por fruto,
com um didmetro de 17 cm, com o auxilio de um saca-bocados estéril. As rodelas foram
colocadas em Erlenmeyers de 500 mL, contendo 100 mL de tampdo fosfato estéril, e
foram a agitar a uma velocidade de 150 rpm durante 20 min, posteriormente foram
colocados num banho de ultrasons (P Selecta Ultrasons), com o objectivo de libertar os
microrganismos da casca das magas.

No que diz respeito as peras cv. ‘Rocha’, foram retiradas 20 rodelas por fruto, com um
didametro de 13 cm. Foram colocadas em Erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de
tampdo fosfato estéril. As condi¢des de agitacdo e do banho de ultra-sons foram iguais
as utilizadas para 0s ensaios com magas.

Para ambos os frutos foram feitas diluicdes de cada solucdo contida nos Erlenmeyers,
tendo sido plagueadas em meio NYDA e incubadas a 25+1 °C durante 48 h,
procedendo-se seguidamente a contagem das colénias em placa para o célculo de
ufc/cm?.

Foram realizadas 4 repeticbes com 4 frutos cada, tanto no caso das magas como das

peras.
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2.8. Analise Estatistica

Os ensaios foram feitos em triplicado e sujeitos a analise usando o software SPSS
(SPSS Inc., versdo 19 para Windows, Chicago, IL). Os resultados dos ensaios de
crescimento da levedura PBC-2 foram submetidos a anélise de variancia e separacéo de
médias usando 0 Duncan’s Multiple Range Test (P <0,05).

Os resultados de incidéncia e severidade foram também submetidos a analise de
variancia. Os dados de incidéncia foram transformados sendo a anélise efectuada ao

valor do arco seno da raiz quadrada das proporgoes.
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. Resultados

1. Ensaios de crescimento em Erlenmeyer da levedura
Metschnikowia sp. PBC-2.

1.1. Efeito de diferentes concentracgtes de glucose na producao

do agente de controlo biologico.

Inicialmente foram realizados ensaios preliminares em Erlenmeyer. A fonte de carbono

usada para o crescimento da levedura PBC-2 foi a glucose. Foram testadas diferentes

concentracOes deste acucar, 5, 10, 15, 20 e 40 g/L como fonte de carbono. A fonte de

azoto usada foi extracto de levedura a 10g/L. A fermentacéo decorreu durante 68 h.
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Fig 1.1: Perfis de crescimento da levedura Metschnikowia sp.PBC-2 a 25 °C com agitacdo de 150 rpm,

usando glucose e extracto de levedura como fontes de carbono e azoto, respectivamente, expressos em

densidade 6ptica (A), peso seco (B) e log ufc/mL (C) e variacdo do pH (D) ao longo do tempo.

Analisando os resultados verifica-se que todas as concentracdes de glucose testadas e a

fonte de azoto escolhida séo favoraveis ao crescimento do microrganismo. Nos perfis de
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crescimento correspondentes ao peso seco e a densidade Optica verifica-se que o
crescimento celular é mais acentuado quando sdo utilizadas concentracbes de glucose
mais elevadas (15, 20 e 40 g/L), atingindo ao fim de 68 h a mesma biomassa expressa
em peso seco. No que diz respeito as curvas de crescimento expressas em ufc/mL, ha
uma maior quantidade de células viaveis quando se usa a menor concentracdo de
glucose. As concentragdes maximas em ufc/mL para 5, 10, 15, 20 e 40 g/L glucose séo
8,2x10', 4,7x107, 3,7x107, 2,6x10" e 3,3x10" ufc/mL respectivamente (Tabela 1.1).

No grafico correspondente ao pH observa-se um decréscimo a partir das 18-21 h, que
corresponde a fase exponencial. A diminuicdo mais acentuada verifica-se na
fermentacdo com uma concentracdo de glucose de 40 g/L, enquanto que as
concentracdes de 15 e 20 g/L apresentam as menores variacdes de pH ao longo das 68 h
de fermentacao.

A quantificacdo de agucares, neste caso apenas a glucose, ao longo do tempo foi realizada por
HPLC e esta representada na figura 1.2.
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Fig 1.2: Perfis de consumo de glucose pela levedura Metschnikowia sp. PBC-2 ao longo do tempo.

Analisando os perfis de consumo de glucose acima representados, verifica-se um maior
consumo deste acucar a partir das 21 h de fermentacdo, coincidindo com a fase
exponencial de crescimento da levedura. As 36 h observa-se um consumo total da

glucose em todas as concentracdes testadas.
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Tabela 1.1: Taxa especifica de crescimento, rendimento a biomassa, produtividade maxima, biomassa

maxima ufc/mL maxim0 da levedura Metschnikowia sp .PBC-2 crescida em Erlenmeyer em meio com

diferentes concentracdes de glucose e extracto de levedura a 10 g/L, a 25°C com agitacdo de 150 rpm.

Hg (h™) Y s (olg) P méax(g/Lh) Xinax (g/L) Xmax (ufe/mL)
5g/L 0,057+0,005a | 0,676+0,07a | 0,069+0,006a | 4,384+0,307a 8,2x10"a
10 g/L 0,088+0,011b | 0,470+0,064bc | 0,094+0,005b | 5,821+0,311b 4,7x10'b
15¢g/L 0,088+0,018b | 0,507+0,03b | 0,108+0,008c | 7,333+0,556¢ 3,7x10'b
20 g/L 0,117+0,016¢ | 0,395+0,017c¢ | 0,112+0,005c | 7,590+0,320c 2,6x10'b
40 g/L 0,136+0,015c | 0,198+0,008d | 0,111+0,006c | 7,564+0,424c 3,3x10'b

Os valores apresentados sdo médias + desvio padrdo de 3 replicados. Valores nas mesmas colunas,
seguidos das mesmas letras ndo sdo estatisticamente diferentes segundo o Duncan’s Multiple Range Test
(P<0,005).

Os dados relativos a taxa especifica de crescimento (pg) indicam que as concentracdes
mais elevadas apresentam os melhores resultados no que diz respeito a este parametro,
no entanto, é nestas concentracdes que se encontram rendimentos a biomassa mais
baixos. Os valores de produtividade e biomassa méaximos revelam-se superiores nos

ensaios realizados com concentracfes mais elevadas de glucose.

1.2. Efeito de diferentes concentracdes de acucar no licor de
laranja na producéo do agente de controlo biologico

O estudo da capacidade da levedura Metschnikowia sp. (PBC-2) usar o licor de laranja
como fonte de carbono foi realizado inicialmente em Erlenmeyer e foram testadas 4
concentragOes diferentes de agucar, 12,5, 25,0, 37,5 e 50,0 g/L.

Os perfis de crescimento da levedura usando como meio de cultura licor de laranja e

extracto de levedura a 10 g/L vao ser apresentados de seguida.
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Fig 1.3: Perfis de crescimento da levedura Metschnikowia sp.PBC-2 a 25 °C com agitagdo de 150 rpm,
usando licor de laranja e extracto de levedura como fontes de carbono e azoto, respectivamente, expressos

em densidade 6Optica (A), peso seco (B) e log ufc/mL (C) e variagdo do pH (D) ao longo do tempo.

Observando a figura 1.3 pode verificar-se que o uso de licor de laranja como fonte de
carbono é viavel, tendo em conta o crescimento da levedura nas respectivas
concentracfes de licor usadas. Analisando os graficos correspondentes as leituras de
densidade Optica, peso seco e log ufc/mL é notdria a capacidade de crescimento do
microrganismo quando s@o usadas elevadas concentra¢cdes dos agucares presentes no
licor. Pode observar-se uma maior fase de laténcia no crescimento a 5 g/L, sendo que o
maior crescimento se verifica & concentracdo de 50 g/L. As concentra¢cBes maximas
expressas em ufc/mL ocorrem as 36 h de fermentacéo.

No grafico correspondente & monitorizacdo do pH verifica-se o perfil caracteristico ao
longo de uma fermentagdo. O pH decresce a partir das 12 h de fermentacédo até as 21 h,
com excepgdo para a concentracao de 5 g/L onde os valores comecam a aumentar as 18
h.

35



O licor de laranja apresenta maioritariamente na sua composicdo 3 tipos de acUcares que

podem ser consumidos pela levedura Metschnikowia sp. PBC-2. De seguida vao ser

apresentados os perfis de consumo de glucose, frutose e sacarose.
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Fig 1.4: Perfis de consumo de sacarose, glucose e frutose ao longo da fermentacéo. Os graficos A, B, C e

D representam respectivamente as concentrac@es 12,5 g/L, 25,0 g/L, 37,5 g/L € 50,0 g/L.

Observando a figura acima representada pode verificar-se que ha consumo total dos

acucares apenas a concentracdo mais baixa. Nos restantes casos ha o consumo total de

glucose e frutose, verificando-se assim a preferéncia deste microrganismo para estes

acucares.

36



—e—1259/L
—a—25¢g/L

—a—37,5¢/L
—e—50¢g/L

[%2]
o
(4]
(&)
Es
=
33 30
(=}
35 20
“ O
27 10
e 0
o
O 0 20 40 60
Tempo (h)

Fig 1.5: Perfis de consumo dos agucares totais para as 4 concentracdes testadas ao longo do tempo.

Os perfis de consumo de agUcares totais evidencia o facto de ndo existir um consumo
total dos acgucares disponiveis ao longo do tempo, com a excepc¢do da concentracdo 12,5
g/L , onde ao fim de 48 h de fermentacao existem apenas vestigios de sacarose com uma

concentragédo de 0,87 g/L.

Tabela 1.2: Taxa especifica de crescimento, rendimento & biomassa, produtividade méxima, biomassa
méxima e ufc/mL méximo da levedura Metschnikowia sp. PBC-2 crescida em Erlenmeyer em licor de
laranja com diferentes concentragdes de agucares e extracto de levedura a 10 g/L, a 25°C com agitagdo de

150 rpm.

Hg (h™) Y s (g/g) P max(gLn) Xmax (/L) Xinéx (ufe/mL)
12,5g/L 0,159+0,028a | 0,449+0,015a | 0,103+0,053a | 6,539+0,204a 1,3x10%
25¢g/L 0,219+0,047b | 0,331+0,014b | 0,121+0,012ab | 7,539+0,601b 1,7x10%b
37,50/L 0,156+0,022a | 0,242+0,007c | 0,114+0,009ab | 7,231+0,335ab 2,5x10%hc
50 g/L 0,185+0,015b | 0,182+0,08d 0,124+0,01b 7,872+0,424b 2,9x10%

Os valores apresentados sdo médias + desvio padrdo de 3 replicados. Valores nas mesmas colunas,
seguidos das mesmas letras ndo sdo estatisticamente diferentes segundo 0 Duncan’s Multiple Range Test
(P<0,005).

Uma andlise global dos parametros acima apresentados indica que os resultados mais
favoraveis se observam a concentracdo de 50 g/L. Existem no entanto excepgdes. Os
resultados correspondentes ao rendimento a biomassa sdo significativamente diferentes
nas 4 concentracgdes testadas, sendo o maior rendimento obtido para a concentragéo de

acucar mais baixa.
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1.3. Efeito de diferentes racios de licor de laranja e extracto

de alfarroba na producédo do agente de controlo biologico

Nestes ensaios, foram testados racios de licor de laranja e alfarroba, para estudar o
efeito da mistura no crescimento da levedura PBC-2. Foram testados 3 racios diferentes,
25,0 g/L de licor de laranja + 25,0 g/L de extracto de alfarroba, 37,5 g/L de licor de
laranja + 12,5 de extracto de alfarroba e 12,5 de licor de laranja + 37,5 de extracto de
alfarroba.

De seguida sdo apresentados os perfis de crescimento e a variacdo de pH ao longo do

tempo dos 3 diferentes racios testados.
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Fig 1.6: Perfis de crescimento da levedura Metschnikowia sp. PBC-2, a 20°C com agitacdo de 150 rpm,
usando licor de laranja e extracto de alfarroba como fontes de carbono e extractos de levedura como fonte
de azoto, expressos em densidade dptica (A), peso seco (B) e log ufc/mL (C) e variagdo do pH (D) ao

longo do tempo.

Analisando os graficos correspondentes a densidade Optica e ao peso seco verifica-se
que a fase de laténcia é semelhante para 0s 3 racios testados, no entanto, observa-se que
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o0 racio 37,5 g/L de licor de laranja e 12,5 de extracto de alfarroba é mais favoravel ao
crescimento celular.

No que diz respeito as células viaveis, para os racios 25,0 g/L de alfarroba+25,0 g/L de
licor de laranja e 12,5 g/L de alfarroba+37,5 g/L de licor de laranja testados a
concentracdo maxima é atingida as 62 h, sendo de 9,1x10" e 1,7x10® ufc/mL
respectivamente, enquanto que para o racio 37,5 g/L de alfarroba+12,5 g/L de licor de
laranja, a concentracdo maxima foi atingida as 37,5 h sendo de 3,4x10° ufc/mL.
Observando o grafico correspondente ao pH é visivel uma maior variacdo deste
parametro ao longo do tempo para o racio 37,5 g/L de alfarroba+12,5 g/L de licor de
laranja. O decréscimo do pH ocorre durante a fase exponencial de crescimento celular,
como seria o esperado.

Nos perfis de consumo de agucares abaixo apresentados na figura 1.7 constata-se que a
frutose e a glucose sdo os acUcares consumidos enquanto que a sacarose se mantém
constante ao longo do tempo, ndo sendo consumida  nestas condigdes pelo

microrganismo.

Concentracao de aglcares (g/L)
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Fig 1.7: Perfis de consumo de acUcares presentes no licor de laranja e extracto de alfarroba ao longo do

tempo. Os gréaficos A, B e C correspondem aos racios 25,0 g/L de licor de laranja + 25,0 g/L de extracto
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de alfarroba, 37,5 g/L de licor de laranja + 12,5 de extracto de alfarroba e 12,5 de licor de laranja + 37,5
de extracto de alfarroba, respectivamente. O grafico D corresponde aos agUcares totais de todos o0s racios

testados.

Tabela 1.3: Taxa especifica de crescimento, rendimento a biomassa, produtividade maxima, biomassa
maxima e ufc/mL maximo da levedura Metschnikowia sp. PBC-2 crescida em Erlenmeyer, usando como
fonte de carbono diferentes racios de licor de laranja e extracto de alfarroba com uma concentragéo final

de acucares de 50 g/L e extracto de levedura a 10 g/L, a 25°C com agitacdo de 150 rpm.

ug (h™) Y s (gig) Pmax(giLh) Xmax (giL) Kmax (ufc/mL)
A25:1.25 g/L 0,209+0,012a | 0,244+0,015a | 0,123+0,007a | 8,590+0,524a 9,1x107a
Al12,5:L375¢/L | 0,23620,046a | 0,262+0,004a | 0,138+0,002b | 9,692+0,154b 1,7x10%b
A37,5:L125¢/L | 0,240+0,055a | 0,259+0,011a | 0,126+0,005a | 8,821+0,364a 3,4x10%b

Os valores apresentados sdo médias + desvio padrdo de 3 replicados. Valores nas mesmas colunas,
seguidos das mesmas letras ndo sdo estatisticamente diferentes segundo 0 Duncan’s Multiple Range Test
(P<0,005).

Nos dados apresentados na tabela 1.3 relativos a taxa especifica de crescimento e
rendimento a biomassa ndo se verificam diferencas significativas para os diferentes
racios testados, no entanto para os outros parametros estudados, o réacio 12,5 g/L de
extracto de alfarroba + 37,5 g/L de licor de laranja apresenta resultados estatisticamente

superiores.

2. Ensaios de crescimento em reactor bioldgico, usando licor

de laranja como fonte de carbono, da levedura

Metschikowia sp. PBC-2.

2.1. Ensaios realizados com diferentes concentracdes de
acucar.

Foram escolhidas elevadas concentragGes de aglcares, 50 e 70 g/L, presentes no licor de
laranja para o scale-up do processo de producdo, visto que nos ensaios anteriormente

realizados em Erlenmeyer se obteve um bom crescimento as concentragbes mais

elevadas. Os ensaios foram realizados em reactor biol6gico mecanicamente agitado de 3
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L, equipado com uma turbina de Rushton e com um dispersor em L. os resultados estdo

apresentados nas figuras 2.1 e 2.2.
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Fig 2.1: Perfis de crescimento em reactor bioldgico da levedura Metschnikowia sp. PBC-2 para uma
concentragdo de acglcares de 50 g/L, expressos em peso seco (losangos) e log ufc/mL (tridngulos),
variacdo do pH (asterisco), concentracdo de O, (quadrados) e consumo de acucares (circulos) ao longo do
tempo.
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Fig 2.2: Perfis de crescimento em reactor bioldgico da levedura Metschnikowia sp. PBC-2 para uma

concentracdo de aclcares de 70 g/L, expressos em peso seco (losangos) e log ufc/mL (triangulos),
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variacdo do pH (asterisco), concentracdo de O, (quadrados) e consumo de acucares (circulos) ao longo do

tempo.

Analisando os parametros apresentados no grafico da figura 2.1 verifica-se um
crescimento exponencial até as 18 h de fermentacdo, sendo este resultado evidenciado
pelas curvas de crescimento expressas em peso seco e log ufc/mL. Observa-se também
que é durante a fase exponencial de crescimento celular que existe um maior consumo
de agUcares, sendo que a partir das 21 h o consumo de agUcares péra, mantendo-se
constante até ao fim da fermentacdo. A variacdo do pH é minima.

O oxigénio diminui ao longo do tempo como resultado da respiracao celular, e embora
esteja sempre presente no meio de cultura torna-se indetectavel ao fim de apenas 10 h
de fermentagdo, pelo facto de a taxa de consumo de oxigénio ser superior a taxa de
transferéncia.

A figura 2.2, relativa ao ensaio com 70 g/L de fonte de carbono, comparativamente com
o grafico analisado anteriormente, apresenta uma maior fase de laténcia e uma fase
exponencial que dura até as 25 h de fermentacdo. Apesar de ter uma fase exponencial
mais longa, no final, a biomassa, expressa em peso seco, € superior na concentracdo de
50 g/L, tal como as células cultivaveis, tendo estas uma concentracdo de 3,4x10° e
2,4x10® ufc/mL para as concentracBes 50 e 70 g/L, respectivamente. O consumo de
acucares mais activo ocorre durante a fase exponencial de crescimento, observando-se
uma estagnacgdo as 36 h. Tal como nos ensaios realizados em Erlenmeyer, observa-se
gue a sacarose nao é consumida. Tal como se verifica no ensaio com 50 g/L a variagdo
de pH ¢ pouco significativa. O consumo de oxigénio ocorre durante as primeiras horas

de fermentacdo, sendo totalmente consumido ao fim de 13 h.

2.2. Efeito do vector n-dodecano em fermentacdo realizada

com uma concentracao de acucares de 50 g/L

Com o objectivo de testar o efeito do vector n-dodecano na capacidade de crescimento
celular, foram realizados ensaios em reactor biologico. Tendo em conta os resultados
das fermentacOes anteriores a concentracdo de agUcares escolhida foi de 50 g/L. Todas
as condi¢bes foram semelhantes as dos ensaios realizados anteriormente com a
excepc¢éo da adicdo do vector.

O grafico 2.3 apresenta os parametros estudados.
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Fig 2.3: Perfis de crescimento em reactor bioldgico da levedura Metschnikowia sp. PBC-2 para uma

concentracdo de agucares de 50 g/L, com adigdo do vector n-dodecano a 1%, expressos em Peso seco
(losangos) e log ufc/mL (tridngulos), variacdo do pH (asterisco), concentragdo de O, (quadrados) e

consumo de agucares (circulos) ao longo do tempo.

Analisando os parametros de crescimento celular expressos em peso seco e log ufc/mL
verifica-se que a fase exponencial decorre até as 21 h de fermentacdo, sendo
acompanhada pelo consumo de acuUcares, que se esgotam totalmente as 48 h,
contrariamente ao que se verifica nas outras fermentagdes realizadas.

No que diz respeito a concentragdo expressa em unidades formadoras de colonias, 0
valor méximo, 7,3x10% ufc/mL é registado as 68,5 h. Os valores de peso seco s&o
superiores aos dos restantes ensaios realizados em reactor biologico, sendo a
concentragdo maxima de 12,5 g/L atingida no final da fermentacéo.

O consumo de oxigénio, tal como se verifica nos ensaios de crescimento anteriormente
analisados, ocorre durante as primeiras horas da fermentagdo e esta totalmente
esgotado ao fim de 10 h.

Relativamente ao pH, verifica-se uma maior variagdo ao longo do tempo,
comparativamente com as fermentacOes realizadas sem a adicdo do vector n-

dodecano.
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Tabela 2.1: K.a inicial, taxa respiratoria, taxa especifica de crescimento, rendimento a biomassa,
produtividade maxima, biomassa maxima e ufc/mL maximo da levedura Metschnikowia sp. PBC-2
crescida em reactor bologico com licor de laranja a diferentes concentracBes de agucares e extracto de
levedura a 10 g/L e com adicdo do vector n-dodecano, a 25°C com agitacdo de 300 rpm e arejamento de
150 L/h.

Taxa
K ainicial Xmax
1 respiratoria Hg (h) Yus (9/9) | Pmax(9/Lh) | Xiax (9/L)
(h™) . (ufc/mL)
(umol/min.L)
50 g/L 15,264 6,495 0,218 0,202 0,173 8,500 3,4><108
70 g/L 13,974 4,771 0,160 0,128 0,22 8,060 2,8x10°
50 g/L
+ 13,776 8,214 0,158 0,248 0,177 12,500 7,3><108
n-dodecano

* Para o calculo do rendimento foi considerada uma concentragéo inicial de 70 g/L de substrato.

Com a adicdo do vector n-dodecano verifica-se um aumento da taxa respiratoria,
rendimento a biomassa e biomassa maxima. Para a concentracdo de 70 g/L o Unico
parametro que € superior € a produtividade maxima, enquanto que na concentracdo de

50 g/L se obtém a maior pug.

3. Ensaios de eficacia

Depois de ser avaliada a capacidade da levedura PBC-2 em usar o licor de laranja e o
extracto de alfarroba como fonte de carbono e de terem sido encontradas as melhores
condigBes para o seu crescimento foram realizados ensaios de eficacia em condigdes
semi-comerciais, para testar a capacidade antagonista do microrganismo relativamente
ao agente patogénico P. expansum. Os ensaios foram realizados em magas cv. ‘Golden
Delicious’ e peras cv. ‘Rocha’.

Depois de terem estado a 4°C durante aproximadamente 3 meses, os frutos foram
colocados em cadmaras a 20 °C e os resultados de severidade e incidéncia foram lidos
apos 2 e 7 dias no caso das peras e 7 dias no caso das magas.

Os frutos foram observados individualmente e foram contabilizadas as feridas que

apresentavam podriddo e a qual o seu diametro.

Foram também realizados ensaios de dindmica populacional com o intuito de verificar a

capacidade do agente de controlo bioldgico de aderir a superficie dos frutos. A
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populacéo inicial de células viaveis a superficie dos frutos é de 2,4x10° e 3x10° ufc/cm?

para macas e peras respectivamente.

3.1. Ensaios em peras

Fig 3.1: Peras cv. ‘Rocha’ apos 7 dias a 20+1°C. A: sem aplicagdo de Metschnikowia sp. PBC-2, B: com
aplicacdo de Metschnikowia sp. PBC-2.
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Fig 3.2: Incidéncia de P. expansum em peras cv. ‘Rocha’ sem a presenca da levedura Metschnikowia sp.
PBC-2 (controlo) e com a presenca da levedura PBC-2 produzida em meio licor de laranja + extracto de
levedura, com uma concentragéo de agUcares de 50 g/L. O gréafico A refere-se as incidéncias registadas
apos 2 dias e o grafico B ap6s 7 dias a 20+1°C. Barras com letras diferentes sdo significativamente

diferentes (P < 0,05). As linhas verticais correspondem a + DP.
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Ao fim de 2 dias a 20°C a incidéncia nos frutos ndo tratados é de 53,1%, enquanto que
nos frutos tratados com a levedura PBC-2 é de 39,7%. Estes resultados ndo sdo
significativamente diferentes, logo ndo se pode considerar que existe uma reducdo

satisfatoria no numero de feridas que apresentam podridao.

Os resultados obtidos apds 7 dias a 20°C séo significativamente diferentes, no entanto a
reducdo da incidéncia continua a ndo ser satisfatoria. As incidéncias sdo de 93,3 e

74,7% para os frutos sem e com tratamento, respectivamente.

De seguida vao ser apresentados os dados obtidos no estudo da severidade.
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Fig 3.3: Severidade de P. expansum em peras cv. ‘Rocha’ sem a presenca da levedura Metschnikowia sp.
PBC-2 (controlo) e com a presenca da levedura Metschnikowia sp. PBC-2 produzida em meio licor de
laranja + extracto de levedura, com uma concentracdo de aglcares de 50 g/L. O grafico A refere-se a
severidade registada apés 2 dias e o grafico B apds 7 dias a 20+1°C. Barras com letras diferentes sdo

significativamente diferentes (P < 0,05). As linhas verticais correspondem a + DP.

Apbs 2 dias a 20 °C ndo se observa uma reducdo da severidade nos frutos tratados,
chegando até a ser mais elevada, ndo sendo no entanto um aumento significativo. A

severidade é de 4,2 e 4,8 mm para o controlo e o tratamento, respectivamente.

Apos 7 dias, verifica-se uma reducdo com diferencas significativas. Apesar desta
reducdo, os resultados continuam a ndo ser satisfatorios, sendo de 24,6 e 14,7 mm para

o0 controlo e o tratamento, respectivamente.
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3.2. Ensaios em macas

Fig 3.4: Magads cv. ‘Golden Delicious’ apés 7 dias a 20x1°C. A: sem aplicagdo da levedura

Metschnikowia sp. PBC-2, B: com aplicacéo da levedura Metschnikowia sp.PBC-2.
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Fig 3.5: Incidéncia (A) e severidade (B) de P. expansum apds 7 dias a 20+£1°C em magds cv ‘Golden
Delicious’ sem a presenga da levedura Metschnikowia sp. PBC-2 (controlo) e com a presenca da levedura
Metschnikowia sp. PBC-2 produzida em meio licor de laranja + extracto de levedura, com uma
concentracdo de agucares de 50 g/L. O gréafico A refere-se as incidéncias registadas ap6s 2 dias e o
grafico B apo6s 7 dias a 20+1°C. Barras com letras diferentes sdo significativamente diferentes (P < 0,05).

As linhas verticais correspondem a + DP.
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Observando a figura 3.5 onde se encontram os resultados de incidéncia e severidade do
patogénio P. expansum verifica-se uma reducdo significativa destes pardmetros no
tratamento com a agente de controlo biolégico comparativamente com controlo ap6s 7
dias a 20°C. Relativamente a incidéncia verifica-se uma reducdo de 46,5% nos frutos

tratados, enquanto que a severidade apresenta uma reducéo de 54%.
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1V . Discussao

O uso da levedura Metschnikowia sp. (PBC-2) como agente de controlo biolégico
requer uma optimizacdo das condicdes de crescimento, visto que, a nivel industrial é
importante a producdo de células com uma elevada densidade populacional e
viabilidade a baixos custos. A levedura utilizada neste trabalho pertence ao género
Metschnikowia, existindo actualmente duas espécies deste mesmo género a ser
estudadas e utilizadas como agentes de controlo bioldgico, M. pulcherrima e M.
fructicola. Este estudo teve como objectivo a optimizacao das condi¢cbes de crescimento
da levedura PBC-2.

Foram realizados estudos preliminares em Erlenmeyer com o intuito de monitorizar o
crescimento deste microrganismo para diferentes concentracGes de aclcar. O acUcar
escolhido para realizar estes ensaios foi a glucose, sendo considerado a principal fonte
de carbono usada por todos os microrganismos devido ao seu baixo peso molecular,
consumo rapido e conservacdo da energia celular (Abadias et al., 2003). A fonte de
azoto seleccionada foi o extracto de levedura. Este nutriente é considerado um bom
substrato para diversos microrganismos, possuindo aminoacidos, péptidos, vitaminas e
hidratos de carbono, sendo assim capaz de promover um rapido crescimento em
leveduras (Peppler, 1982). Para além disso, o extracto de levedura apresenta
caracteristicas de tampdo, podendo assim contribuir para uma elevada concentracao de
células viaveis (Spadaro et al., 2010).

Os ensaios de crescimento foram realizados com 5 concentragdes de glucose diferentes,
5, 10, 15, 20 e 40 g/L e extracto de levedura a 10 g/L.

Os perfis de crescimento da levedura em estudo revelam fases de laténcia semelhantes
para as concentracdes testadas, no entanto a concentragdo de 5 g/L o crescimento é mais
acentuado no inicio da fase exponencial. Apesar deste facto, quando se observa a figura
1.1 correspondente ao peso seco, verifica-se que esta ndo € a concentracdo de agucar
mais apropriada, chegando mesmo a ser a que apresenta uma menor concentracdo em
biomassa no final da fermentacdo. As concentra¢Ges de acglcar que se revelaram mais
apropriadas para o crescimento do microrganismo séo as de 15, 20 e 40 g/L.

Os perfis de variacdo do pH revelam um decréscimo até as 24 h de fermentacdo para as
concentragdes 5, 10 15 e 20 g/L, no entanto para a concentragdo mais elevada o
decréscimo acorre até as 36 horas de fermentagdo. O crescimento activo de
microrganismos e consequente respiragdo conduz a uma acidificacdo do meio de cultura

49



através da secrecdo de acidos organicos e didxido de carbono (Abadias et al., 2003,
Spadaro et al., 2010). Com uma diminuicdo da taxa respiratoria durante a fase
estaciondria, a producdo de diéxido de carbono diminui, aumentando assim o pH
(Abadias et al., 2003). Estes factos evidenciam um crescimento mais activo da levedura
a concentracdo de 40 g/L, explicando assim os bons resultados obtidos em termos de
biomassa.

No que diz respeito ao consumo de agucares, a glucose € totalmente consumida as 36 h
para todas as concentragdes testadas, no entanto existe um intervalo de tempo onde nédo
foram feitas analises a este consumo, sendo entdo provavel que o consumo total dos
acucares para as concentracGes mais baixas tenha ocorrido antes.

Relativamente aos parametros cinéticos estudados, os ensaios com concentracdes de
acucar mais elevadas apresentam melhores resultados em termos de pg, Pmax € Xmax,
verificando-se no entanto uma tendéncia para a diminuicdo do rendimento com o
aumento da concentracdo de acUcares. Estes resultados relativos ao rendimento estdo de
acordo com os de Manso et al. (2009), onde foram testadas diferentes concentracOes de
sacarose no crescimento da bactéria Pantoea agglomerans, verificando-se um maior
rendimento a biomassa para a concentracdo mais baixa testada.

A producdo de um agente de controlo biol6gico implica o desenvolvimento de um meio
de cultura barato que permita uma elevada producdo de células viaveis, pois os meio de
cultura representam uma elevada percentagem do custo total de producdo de um
microrganismo a nivel industrial.

Neste trabalho foi estudada a capacidade da levedura PBC-2 utilizar os acUcares
presentes no licor de laranja.

Foram realizados ensaios em Erlenmeyer com diferentes concentracfes de agUcares
presentes no licor de laranja e extracto de levedura a 10 g/L. As concentracGes de aglcar
estudadas foram 12,5; 25;0, 37,5 e 50,0 g/L.

As curvas de crescimento da figura 1.3 revelam valores superiores expressos em
densidade Optica e peso seco comparativamente com os obtidos nos ensaios realizados
com meio comercial YPD.

A fase de laténcia, observando os perfis de crescimento expressos em D.O. é semelhante
para as concentracdes de 25,0, 37,5 e 50,0 g/L de acucar e dura 12 h, no entanto para a
concentracdo de 12,5 g/L é mais longa, com uma duracdo de 15 h. Em termos de
biomassa méxima, os melhores resultados sdo obtidos a concentragdo de aglcares mais

elevada testada, sendo o seu valor de 7,9 g/L.

50



Comparando novamente com 0s ensaios realizados com glucose como fonte de carbono,
a populacdo de células vidveis é superior quando se usa o licor de laranja como
constituinte do meio de cultura, sendo os valores méximos registados as 36 h de
fermentacdo, com excepcdo para a concentracdo de 25,0 g/L onde o crescimento
méaximo se verifica as 61,5 h. O valor maximo alcancado em termos de ufc/mL
corresponde a 2,9x10° e é obtido & concentracdo méxima testada.

Os perfis de consumo de acucares revelam um consumo total de glucose e frutose ao
fim de 24 h de fermentacdo para as concentracdo de 37,5 e 50,0 g/L, ao fim de 21 h para
a concentracdo 25,0 g/L e no caso da concentracdo mais baixa estudada, da-se primeiro
o consumo total de glucose as 21 h, a frutose esgota-se ao fim de 36 h e a sacarose
apenas no final da fermentacdo é totalmente consumida.

Observando os graficos B, C e D da figura 1.4 verifica-se que a concentracdo de
sacarose se mantém praticamente estavel ao longo do tempo. Estes resultados podem ser
explicados pelo chamado efeito Crabtree. Este efeito foi extensivamente estudado na
levedura Saccharomyces cerevisiae (Postma et al., 1989), e sendo a levedura PBC-2
pertencente ao género Metschnikowia, e sendo este género, por sua Vvez,
filogeneticamente proximo de S. cerevisiae (Kurtzman e Droby, 2001), poder-se-a
inferir que ambas apresentam sensibilidade a elevadas concentrag6es de glucose.

O efeito Crabtree descreve o fendmeno em que o crescimento pela via respiratéria é
inibido ou reprimido. Células sensiveis a glucose, mesmo na presenca de oxigénio
optam pelo processo fermentativo em detrimento da respiracéo.

Na presenca de elevadas concentragdes de glucose, a levedura S. cerevisiae produz
etanol aerobicamente quando deveria estar a produzir biomassa (Al-mhanna, 2010).
Pensa-se que supressdo da respiracdo pela glucose em S. cerevisiae se deve a repressao
da sintese de enzimas respiratorias e/ou a inactivacdo de enzimas respiratérias e a
inactivacdo do transporte de acUcares (van der Brink, 2009). Estes dados poderdo
explicar de alguma maneira os resultados obtidos neste ensaio. As elevadas
concentracdes de glucose poderdo inibir os transportadores de sacarose. O crescimento
celular mais activo ocorre enquanto ainda existe glucose e frutose sendo posteriormente
menor quando se inicia a via fermentativa, continuando no entanto a haver crescimento
devido ao consumo de etanol.

Em trabalhos futuros, esta repressdo podera ser ultrapassada realizando fermentacoes
em fed-batch, onde véo ser adicionadas concentragcdes controladas de fonte de carbono
ao longo do tempo.
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Os parametros cinéticos testados indicam que as concentracdes mais adequadas para o
crescimento da levedura sdo as de 25 e 50 g/L, ndo existindo entre estas diferengas
significativas. No entanto, e como j& se verificou para os ensaios com glucose, 0
rendimento diminui com o aumento da concentracdo de acucar. Este resultado deve-se
ao facto de nem toda a fonte de carbono ter sido transformada em biomassa, existindo
ainda acucar no final da fermentagéo.

Foram realizados estudos para testar uma mistura de subprodutos da industria agro-
alimentar. Para além do licor de laranja estudado nos ensaios anteriormente analisados,
foi usado extracto de alfarroba. Este excedente da industria agro-alimentar foi
anteriormente testado como fonte de carbono na produgdo do agente de controlo
bioldgico P. agglomerans (Manso et al., 2010).

Foram testados 3 racios, 25,0 g/L de licor de laranja + 25,0 g/L de extracto de alfarroba,
37,5 g/L de licor de laranja + 12,5 de extracto de alfarroba e 12,5 de licor de laranja +
37,5 de extracto de alfarroba.

Os resultados obtidos indicam que o racio mais favoravel a producéo de biomassa € o de
12,5 g/L de alfarroba + 37,5 g/L, apresentando para este parametro uma concentracao
de 9,7 ¢g/L no final da fermentacdo. Estes resultados indicam que uma maior
concentracdo de licor de laranja é favoravel ao crescimento da levedura, sendo no
entanto a adicdo do extracto de alfarroba um factor positivo, visto que,
comparativamente com os resultados dos ensaios realizados apenas com licor de laranja
a uma concentracdo de acgucares de 50 g/L, os resultados obtidos em termos de biomassa
maxima sdo superiores.

Analisando os perfis de consumo de acUcares, verifica-se, tal como nos ensaios com
licor de laranja, que a sacarose se mantém constante ao longo do tempo de fermentacdo,
salvo algumas pequenas oscilagdes, no entanto, neste caso, a frutose também ndo é
totalmente consumida. Verifica-se que apos toda a glucose ter sido consumida, a frutose
mantém-se constante. Pode novamente atribuir-se estes resultados ao anteriormente
descrito efeito Crabtree.

Relativamente aos pardmetros cinéticos estudados, ndo existem diferencas significativas
entre os diferentes racios testados para g e Yy, verificando-se no entanto uma maior
produtividade para o racio 12,5 g/L de alfarroba + 37,5 g/L. Estes dados vém reforcar a
ideia de que este racio é o mais favoravel ao crescimento da levedura Metschnikowia sp.
PBC-2.
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O scale-up do processo de producdo do agente de controlo bioldgico foi realizado em
reactor biolégico usando licor de laranja como fonte de carbono e extracto de levedura a
10 g/L. Tendo em conta os bons resultados obtidos em Erlenmeyer com uma
concentracdo de acucares de 50 g/L e sendo este produto um excedente da industria
agro-alimentar € de interesse usar as maiores quantidades possiveis, pois a sua elevada
concentra¢do em agucares levanta problemas ao nivel da sua eliminacéo.

Foram testadas duas concentracBes de agUcar para os ensaios de fermentagdo, 50 e 70
g/L. Em ambos os ensaios verifica-se um elevado consumo de oxigénio durante as
primeiras horas de fermentacdo. Normalmente, em culturas batch, a concentracdo de
oxigenio diminui especialmente durante a fase exponencial de crescimento, e quando o
microrganismo alcancga a fase estacionéria ou a fase de declinio do crescimento, sendo a
necessidade de oxigénio menor, a sua concentracdo aumenta (Manso et al., 2009). Neste
caso em particular, isso nao se verifica, observando-se um consumo acentuado durante a
fase de laténcia e durante a fase exponencial ja ndo se detecta oxigénio no meio de
cultura até ao final da fermentagdo.

O consumo de acucares ocorre durante a fase exponencial de crescimento, estando de
acordo com os dados obtidos em Erlenmeyer, onde a sacarose ndo é consumida,
mantendo-se constante ao longo da fermentacéo.

Verifica-se uma diferenca entra as duas concentracdes testadas em termos de células
vidveis. A concentracdo é superior para a fermentagdo com 50 g/L, sendo de 3,4x10®
ufc/mL, enquanto que para 70 g/L, a concentracdo é de 2,8x10° ufc/mL. O mesmo se
verifica quando se analisam os dados de concentracdo expresso em peso seco, sendo
Xmax de 8,5 e 8,1 g/L para as concentracdes de 50 e 70 g/L respectivamente.

Nos ensaios anteriormente analisados verifica-se um elevado consumo de oxigénio
durante a fase inicial da fermentacdo. Para impedir que o oxigénio se torne um factor
limitante durante a fermentacdo, poder-se-a aumentar o fluxo de oxigénio e/ou a
velocidade de agitacdo, no entanto, estas alteracfes poderdo causar uma grande
turbuléncia no meio de cultura, danificando assim as células (Manso et al., 2009). Uma
alternativa a estas opg¢des para o aumento do coeficiente de transferéncia de massa, ki a,
e consequente aumento da concentracdo de oxigénio no meio, € a utilizagdo de um
vector de oxigénio.

Com esse objectivo foi realizada uma fermentacdo com licor de laranja com uma
concentracdo de agucares de 50 g/L, extracto de levedura a 10 g/L, adicionando o vector
de oxigénio n-dodecano a 1%.
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Esta fermentacao permitiu obter uma maior concentracdo de biomassa expressa em peso
seco, comparativamente com as duas fermentacGes realizadas anteriormente sem a
adicdo do vector (Tabela 2.1). Relativamente as células viaveis, existe também um
aumento, sendo a concentracdo maxima de 7,3x10° ufc/mL atingida as 68,5 h.

Tal como nos outros ensaios, 0 consumo de oxigénio € bastante elevado nas primeiras
horas de fermentacdo, no entanto, a variacdo do pH é mais acentuada na fermentagao
com a adi¢do do vector, sendo um indicador indirecto de uma maior taxa respiratoria,
sendo esse resultado comprovado pelo préprio calculo da taxa respiratoria no inicio da
fermentacao (Tabela 2.1).

Analisando os célculos de k a apresentados na tabela 2.1 para as 3 fermentagdes em
reactor bioldgico, verifica-se que o vector n-dodecano ndo teve um efeito positivo na
transferéncia de massa, pelo que o0 aumento da biomassa nao podera ser atribuida a uma
maior facilidade de difusdo do oxigénio no meio de cultura, mas sim a uma maior
solubilidade do oxigénio no meio devido a presenca do hidrocarboneto n-dodecano,
revelando assim um novo efeito dos vectores de oxigénio na produgdo de
microrganismos.

Contrariamente ao que se verifica em todos os outros ensaios realizados, existe um
consumo total dos acglcares as 48 h de fermentacdo e a partir das 24 h existe uma
quantidade de acucar inferior a 5 g/L. Este facto evidéncia um metabolismo respiratorio
e de sintese de biomassa mais activo do que na auséncia do vector de oxigénio,
conduzindo a maiores valores de biomassa, produtividade e rendimento. Este facto torna
relevante a aplicacdo deste vector de oxigénio na producdo em reactor biol6gico do
agente de controlo bioldgico.

Para serem aceites comercialmente uma das condi¢cGes que 0S microrganismos
antagonistas necessitam cumprir é serem eficazes em condi¢Ges onde se simulam as
condicBes comerciais. Magas cv. ‘Golden Delicious’ e peras cv. ‘Rocha’ foram feridas e
posteriormente inoculadas, inicialmente com o agente antagonista PBC-2 e sO depois
com o agente patogénico P. expansum. Apds aproximadamente 3 meses a 1+0,5 °C os
frutos foram retirados das cAmaras e colocados a 20£0,5 °C. Os ensaios realizados em
peras, contrariamente aos efectuados em macds, ndo apresentaram resultados
satisfatorios. Apds 2 dias a 20 °C, a incidéncia em peras tratadas com o agente de
controlo biolégico é de 40%, enquanto que a incidéncia no controlo ronda os 53%, néo
se verificando assim uma protecgédo significativa dos frutos com o uso do agente de
controlo bioldgico. Em termos de severidade a aplicagdo do microrganismo nao
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promoveu nenhuma reducdo, chegando mesmo a ser superior, apesar de 0s resultados
ndo serem estatisticamente diferentes entre o controlo e o tratamento com 0 agente de
controlo bioldgico. Apo6s 7 dias, os resultados sdo mais positivos. A incidéncia
apresenta uma reducdo de 20% enquanto que a severidade é reduzida em 40% quando
comparadas com o controlo. Ambos os resultados apresentam diferencas significativas.
Os resultados obtidos nos ensaios de magas revelaram-se bastante mais positivos. As
redugdes em termos de incidéncia e severidade foram superiores, 47% e 54%
respectivamente Os resultados pouco satisfatorios nos ensaios com peras pode dever-se
ao facto de a concentracdo do microrganismo antagonista na suspensdo onde foram
mergulhados os frutos ser de 5x10 ® ufc/mL, abaixo do valor recomendado para peras,
que é 5x10" ufc/mL. Estudos realizados com a levedura Candida sake indicam que a
actividade deste antagonista é dependente da concentracdo utilizada. Realizaram ensaios
de eficacia usando concentracGes diferentes de levedura, verificando que a sua
capacidade antagonista é significativamente diferente entre as concentracdes de 2x10° e
2x107ufc/mL, sendo esta Gltima a que permitiu melhores resultados (Nunes et al.,
2001b). A disparidade de resultados verificada entre os frutos utilizados também podera
ter sido influenciada pelo seu estado de maturacdo das peras, que era mais avancado
(dados ndo apresentados) visto que frutos mais maduros apresentam uma elevada
concentracdo de agUcares associados ao processo de senescéncia, promovendo assim o
ataque de variados patogénios, como é o caso de P. expansum (Spadaro et al., 2002). O
uso de uma elevada concentracdo de agucares para a producdo do agente de controlo
biolégico poderd ter contribuido para os resultados pouco positivos. Apesar de a
levedura em questdo apresentar um bom crescimento a elevadas concentragdes desta
fonte de carbono, o meio utilizado podera influenciar a sua capacidade antagonista,
visto que estudos realizados com 0 mesmo microrganismo, mas tendo sido produzidos
com menor concentracdo de agUcares, apresentam resultados consideravelmente
melhores (Comunicacdo pessoal). Alguns dos componentes existentes no licor de
laranja poderdo ter sido também a causa dos resultados obtidos. Estudos realizados por
Piano et al. (1997) indicam que a capacidade antagonista de Metschnikowia ¢é
influenciada pela adi¢do de certos nutrientes.

Os ensaios de dindmica populacional demonstram a capacidade que as células
apresentam para aderirem & superficie do fruto numa concentracdo de 2,4x10° e 3x10°
ufc/cm? para magas e peras respectivamente. Os resultados correspondentes aos ensaios
de dindmica em macas estdo abaixo daqueles obtidos por Nunes et al. (2002), no estudo
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realizado com a bactéria P. agglomerans, onde a concentragdo do microrganismo
aderido aos frutos é de aproximadamente 1x10* ufc/cm?. No caso das peras, o resultado
é superior ao obtido por Nunes et al. (2001c), que é de aproximadamente 7x10°
ufc/cm?. Este resultado positivo na dinamica populacional do ensaio e peras, ndo foi, no
entanto suficiente para se obter um resultado favoravel nos ensaios de eficacia

realizados com este fruto.
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V . Conclusoes

A producdo de um agente de controlo biologico requer um estudo extensivo de todos os
passos ao longo do processo. A escolha de um meio de cultura adequado ao crescimento
do microrganismo que se pretende produzir, aliado ao baixo custo do mesmo, sdo
factores a ter em conta quando se inicia 0 processo de producao.

Para este trabalho foram utilizados dois subprodutos da inddstria alimentar, o licor de
laranja, subproduto da inddstria produtora de sumos, e um subproduto da inddstria
alfarroba. O processo de extraccao do licor de laranja foi optimizado, tendo-se obtido no
final um produto com potencial para uso com meio de cultura.

Foram feitos estudos em Erlenmeyer para verificar a capacidade da levedura PBC-2 em
usar os acucares contidos nestes subprodutos como fonte de carbono.

Ensaios preliminares em Erlenmeyer usando como fonte de carbono a glucose,
permitiram avaliar a capacidade da levedura de crescer a elevadas concentragdes deste
acucar, sendo que, neste caso, a concentracao mais elevada testada foi de 40 g/L.
Posteriormente, e tendo em conta os resultados obtidos no ensaio realizado
anteriormente, foi feito o estudo de crescimento da levedura em meio com licor de
laranja e extracto de levedura. Verificou-se que esta cresce com elevadas concentracfes
de acgUcares contidas neste subproduto, sendo que a maior producdo de biomassa se
observa quando a concentragdo de agUcares é de 50 g/L.

Os estudos realizados com mistura de subprodutos (licor de laranja e alfarroba)
permitiram concluir que a mistura com um racio de 12,5 g/L de alfarroba + 37,5 g/L de
licor de laranja é mais propicia a producdo da levedura PBC-2, permitindo a obtencéo
de uma maior quantidade de biomassa.

Os ensaios de producdo da levedura PBC-2 em reactor bioldgico com licor de laranja
com concentragcBes de agUcares de 50 e 70 g/L revelaram que existe uma maior
producéo de biomassa na fermentagdo com 50 g/L.

A adigdo do vector n-dodecano a 1% ao meio com licor de laranja ndo influenciou
positivamente os valores de k_a, no entanto, em termos de biomassa, demonstrou uma
melhoria comparativamente com a fermentacdo realizada nas mesmas condi¢bes mas
sem a adicdo do vector, sendo de 12,5 g/L, representando uma aumento de 4 g/L em
relacdo a fermentacdo sem a adi¢do do vector.

Este trabalho permitiu concluir que esta levedura é sensivel a elevadas concentracdes de
glucose, sendo o seu crescimento inibido devido a este facto.
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O potencial antagonista da levedura Metschnikowia sp. PBC-2 em pomoideas tem sido
estudado ao longo de vérias campanhas e esta comprovado por indmeros ensaios
realizados anteriormente a este estudo. No entanto, neste trabalho, os resultados obtidos
ndo foram satisfatorios. Para isso poderdo ter contribuido as condigdes em que o estudo
decorreu, tanto a nivel da concentracdo de agUcares utilizada (50 g/L no licor de laranja)

como ao nivel do estado de maturacgdo da fruta utilizada.

58



V1 . Perspectivas de trabalho futuro

Os resultados obtidos neste estudo sao promissores, no entanto podem ser melhorados

e complementados.

Devido ao efeito inibidor da glucose a elevadas concentracdes, poderdo ser realizadas
fermentacdes em cultura fed-batch, com adi¢do de meio de cultura ao longo do tempo
de maneira a permitir o controlo da concentragéo de glucose durante toda a
fermentacgdo, de maneira a ser possivel a obtencdo de maiores quantidades de biomassa,
visto que este € um dos factores com mais importancia no que diz respeito a producgéo

de agentes de controlo bioldgico a escala industria.

O facto de o uso do licor de laranja e do extracto de levedura como constituintes do
meio de cultura se ter revelado bastante eficiente comparativamente com o meio
comercial YPD é um bom indicador da vantagem do uso de subprodutos como fonte de
carbono. Desta maneira, podera ser interessante a procura de outros subprodutos onde
se obtenham resultados semelhantes ou melhores aos que foram alcangados neste
trabalho.
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