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PRODUGCAO MASSAL DE Trichoderma spp. EM SUBSTRATOS ALTERNATIVOS POR
FERMENTACAO SOLIDA

Reilython Bandeira Lisboa?, Lucas Alves de Sousa Conceigdo®, Gentil Cavalheiro Adorian?, Ingrid Sara
Silva Vieira®, Manoel Victor Andrade Dorta*, Evelynne Urzédo Le&o®

RESUMO:

O género Trichoderma é amplamente utilizado na agricultura devido ao seu desempenho como agente de
biocontrole e promotor de crescimento vegetal. Deste modo, o trabalho objetivou avaliar a producdo de
conidios de Trichoderma spp. por meio de fermentacdo solida em substratos de ocorréncia local. O
experimento foi conduzido em laboratorio, utilizando delineamento inteiramente casualizado com quatro
tratamentos de trés repeticbes cada (arroz parboilizado, arroz parboilizado com farinha de jatobd, arroz
parboilizado com quirera de arroz e farinha de jatobd, e quirera de arroz). Apds a inoculacdo e incubacdo, a
producdo de conidios foi quantificada em camara de Neubauer e os dados submetidos a analise estatistica. Os
resultados demonstraram que o arroz parboilizado proporcionou a maior producgdo de conidios, enquanto a
quirera de arroz apresentou-se como uma alternativa economicamente mais acessivel, concluindo que ambos
0s substratos sdo viaveis para a produgdo massal de Trichoderma spp., dependendo do objetivo da producéo.

Palavras-chave: Bioinsumos, Controle Biol6gico, Multiplicag&o.

MASS PRODUCTION OF Trichoderma spp. ON ALTERNATIVE SUBSTRATES VIA SOLID-
STATE FERMENTATION

ABSTRACT:

The genus Trichoderma is widely used in agriculture due to its performance as a biocontrol agent and plant
growth promoter. Therefore, this study aimed to evaluate the production of Trichoderma spp. conidia through
solid-state fermentation in locally occurring substrates. The experiment was conducted in a laboratory using a
completely randomized design with four treatments of three replicates each (parboiled rice, parboiled rice with
jatoba flour, parboiled rice with broken rice and jatoba flour, and broken rice). After inoculation and
incubation, conidia production was quantified in a Neubauer chamber and the data were subjected to statistical
analysis. The results showed that parboiled rice provided the highest conidia production, while broken rice
proved to be a more economically accessible alternative, concluding that both substrates are viable for the
mass production of Trichoderma spp., depending on the production objective.

Key Words: Bioinputs, Biological Control, Multiplication.
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Nos ultimos anos, a procura por agentes de
controle biologico tem crescido mundialmente,
impulsionada por diversos fatores, como a
contaminacdo do solo e da &gua, a eliminacdo de
organismos benéficos devido ao uso inadequado de
agrotoxicos e o surgimento de resisténcia por parte
dos patdgenos (Bettiol e Morandi, 2009). Dentre os
microrganismos utilizados, destaca-se 0 género
fangico Trichoderma spp., que abrange diversas
espécies geneticamente distintas. Esses fungos estéo
amplamente distribuidos em praticamente todos os
tipos de solo ao redor do mundo, especialmente na
rizosfera.

O género Trichoderma spp. € amplamente
utilizado como promotores de crescimento vegetal e
como agente de controle bioldgico agricola, com
grande importancia para a substituicdo de fungicidas
quimicos (Khamaletdinov et al., 2018; Santos, 2020;
Carpio et al., 2021; Jun et al., 2021). Além disso, 0
género destacado também € responsavel pela
produgdo de importantes metabodlitos secundarios e
na ciclagem de diversos nutrientes importantes para
as plantas (Pineda-Insuasti et al., 2017; Rebolledo-
Prudencio et al., 2020). Assim, torna-se importante a
otimizacdo de sua producdo em larga escala com
garantia de qualidade, dada a possibilidade de cultivo
massal e importancia econdmica.

Inserido neste contexto, a producdo massal
ou em larga escala de microrganismos, como o
realizado nas fazendas, também conhecido pelo
termo “on farm” tem se consolidado como uma
alternativa viavel e acessivel para o desenvolvimento
de bioinsumos de uso préprio. Segundo Bettiol e
Morandi (2009), para a multiplicacdo in vitro de
fungos geralmente sdo adotadas as técnicas de
fermentacdo solida ou semissolida e o processo
bifasico, que envolve tanto a fermentacdo liquida
como a solida. Conforme 0s mesmos autores, a
producéo a partir da fermentacdo sélida, cuja base é o
uso de cereais ou graos pré-cozidos como substrato,
consiste  em uma técnica simples, pouco
automatizada, mas de boa eficiéncia.

Na maioria dos casos, 0 processo de
producdo de fungos baseia-se na multiplicagéo por
meio da fermentacdo em substrato solido. Essa
técnica utiliza graos ou cereais pré-cozidos, sendo o
arroz o substrato mais comum (Lopes, 2009), além do
uso de outros substratos como milheto (Pennisetum
glaucum L.), sorgo (Sorghum bicolor [L.] Moench),
trigo (Triticum spp. L.) e fuba de milho (Zea mays L.)
(Singhania et al., 2010), os quais s&o colonizados pelo
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fungo, que entdo produz esporos. Dentre as vantagens
deste cultivo, a principal consiste em ser facilmente
biodegradavel e de reproduzir condi¢cdes ambientais
naturais favoraveis ao desenvolvimento de muitos
microrganismos de interesse agricola (Spadaro e
Gullino, 2005; Fortes et al., 2007; Soccol et al.,
2017). Além disso, os conidios gerados nesse sistema
demonstram maior toleréncia a estresses abioticos
(Bhargava et al., 2008).

A escolha inadequada de substratos pode
afetar a viabilidade e a eficicia deste agente de
biocontrole, além de impactar os custos de producgéo
e a viabilidade do método para pequenos e grandes
produtores. Neste sentido, a utilizacdo de substratos
alternativos e de ocorréncia local, para a
multiplicacdo de isolados de Trichoderma spp. ndo so
aumentaria a viabilidade econémica da producéo,
especialmente para pequenos e médios produtores,
mas também contribuiria para a adocdo destes
microrganismos no manejo das lavouras (Pereira e
Netto, 2015).

Deste modo, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a producgdo de conidios de Trichoderma spp.
por meio de fermentacdo sélida em substratos
alternativos e de ocorréncia local.

Utilizou-se um isolado, em cultura
monospérica, de Trichoderma spp. obtido
previamente de amostras de solo da area experimental
do Centro Universitario Catolica do Tocantins, em
Palmas-TO. O isolado foi mantido em placa de Petri
com meio de batata-dextrose-dgar (BDA) com
temperatura controlada a 29 °C.

As “iscas” (Figura 1A) de Trichoderma spp.
foram preparadas utilizando 10 gramas de arroz
parboilizado em seis erlenmeyers de 250 mL, aos
quais foram adicionados 10 mL &agua destilada,
suficiente para umedecer o substrato. Os frascos
foram vedados com gaze e fita autoclavavel, e
esterilizados em autoclave a 120 °C por 20 minutos.
Apos a esterilizacdo, os erlenmeyers foram resfriados
e armazenados em geladeira por 24 horas. Decorrido
esse periodo, foram adicionadas as iscas de
Trichoderma, correspondendo a dois quadrados de 1
cm de largura da cultura monosporica por frasco, em
condicOes estéreis para evitar contaminagdes. Os
frascos vedados foram transferidos para uma
incubadora tipo B.O.D. (Biochemical Oxygen
Demand), mantida a 26 + 1 °C e fotoperiodo de 16
horas. A colonizagéo do substrato foi observada apés
sete dias de incubagéo.
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Utilizou-se  delineamento  inteiramente
casualizado com quatro tratamentos (substratos) e
trés repeticbes em cada. Os tratamentos consistiram
dos substratos alternativos, sendo eles: Arroz
parboilizado (100%); Arroz parboilizado (70%) +
Farinha do fruto do jatoba (Hymenaea sp.) (30%);
Arroz parboilizado (50%) + Quirera de arroz (20%) +
Farinha do fruto do jatoba (30%); Quirera de arroz
(100%).

A farinha do fruto do jatoba foi extraida,
quebrando o mesmo, separando com uma colher a
polpa do caroco. Em seguida a polpa extraida foi
colocada em quatro placas de petri e levadas a estufa
para secagem, onde foi deixada por 24 horas a uma
temperatura de 60 °C, e ap0s este periodo, a polpa
seca foi triturada e armazenada até sua utilizac&o.

Todos os substratos, nas devidas proporgoes,
foram esterilizados dentro de embalagens de
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polipropileno, umedecidos com 100 mL de agua
destilada e posteriormente levados a autoclave
durante 20 minutos a 120 °C. Em seguida, com o
substrato em temperatura ambiente, foram inoculadas
a “isca” do Trichoderma spp. previamente
colonizado, em cada  tratamento, com
homogeneizacao e vedacao, sequido de incubagdo em
camara do tipo B.O.D. sob temperatura de 25 + 1 °C
e fotoperiodo de 16 horas, onde permaneceram por
sete dias em observacdo. Os esporos de Trichoderma
spp. se desenvolveram tanto na superficie quanto no
interior do substrato.

Apo6s incubacdo, retirou-se, de cada
tratamento, uma amostra de 1 g por repeticdo, que foi
utilizada para quantificagdo dos esporos do

Trichoderma spp., apds diluicio em série de 10*, 102,
10® e 10* conforme recomendagbes de Alfenas e
Mafia (2008) (Figura 1B).

Figura 1. Preparo das iscas de Trichoderma spp. (A); tubos de ensaio contehd6 a-solugéo*de conidios de
Trichoderma em diferentes diluicdes e substratos, para quantificacdo dos conidios (B).

A contagem de conidios foi realizada com o
auxilio de microscopio 6ptico e camara de Neubauer,
nos cinco quadrados  (subcompartimentos),
totalizando cinco contagens por campo da camara
(E1, E2, E3, E4 e Eb). Para calcular a média do
numero de esporos de Trichoderma spp., utilizou-se
a formula a seguir para cada repeticdo:
Conidios/mL=[(E1+E2+E3+E4+E5/5) x 25 X
diluicio utilizada (10%)] (Pinto, Lucon e Bettiol,
2019).

Apos a quantificacdo, os dados obtidos do
numero de conidios de Trichoderma spp., em cada
tratamento foram submetidos a anélise de variancia e

as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade, utilizando o software Sisvar (Ferreira,
2011).

Quando submetidos a producdo de conidios
em substrato solido, todos os tratamentos
proporcionaram crescimento do micélio e com
esporulacdo visivel, caracteristico do género
Trichoderma spp. No entanto, 0 maior nimero de
conidios foi obtido usando somente o arroz
parboilizado como substrato sélido, com cerca de 3,0
x 102 conidios/mL que diferiu significativamente dos
demais tratamentos (Figura 2).
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Na escolha do substrato ideal para a producdo
massal de Trichoderma spp. deve-se considerar, entre
outros fatores, o tamanho das particulas (de 180 um a
1,4 mm), concentracdo de fontes de carbono,
nitrogénio e fosforo, o grau de polimerizag&o e fatores
fisicos como temperatura, pH, atividade de agua (aw)
e aeracdo (Singhania et. al., 2010). Rosyida,
Indrianingsih e Wahono (2015) destacam que alguns
parametros, como a produgéo de celulase, podem ser
alterados de acordo com a temperatura e o tempo de
fermentacdo para T. reesei, destacando que o tipo de
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3.00e+9

2.00e+8
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incubacéo do fungo pode ser alterado de acordo com
0 objetivo da multiplicacdo. O arroz tem sido o
substrato mais usado para producdo massal de
Trichoderma spp., porém, tem custo relativamente
elevado. Por outro lado, a utilizagdo de quirera de
arroz é importante devido ao baixo custo em relacéo
a0 arroz comum ou parboilizado e ainda possui maior
superficie de exposicao ao fungo e tamanho ideal para
o formulado granulado (Silva et al., 2018; Lino et al.,
2023).

AP AP+FJ

AP+FI+QU QU

Tratamentos

Figura 2. Nimero médio de conidios do Trichoderma spp. produzidos por meio de fermentacdo sélida em
diferentes substratos (AP=Arroz Parboilizado; AP+FJ = Arroz Parboilizado+Farinha de Jatoba; AP+FJ+QU
=Arroz Parboilizado+Farinha de Jatoba+Quirela; QU= Quirela). CV: 13,3%.

Dias-Neto et al. (2024) destacam que isolado de
T. harzianum multiplicados em arroz parboilizado
apresentaram  melhores  rendimentos  quando
incubados no periodo de 5 a 7 dias.

Na busca por substratos alternativos para a
producdo massal de Trichoderma spp. tem se
destacado como uma estratégia sustentavel e
econdmica o aproveitamento de residuos agricolas e
agroindustriais. Segundo Rini e Sulochana (2007),
diferentes substratos podem ser adotados para a
multiplicagdo de Trichoderma spp., tais como sorgo,
arroz, esterco de gado e outros. Naeimi et al. (2020),
ao avaliarem o crescimento e a multiplicacdo da
linhagem T. harzianum AS12-2 em diversos
materiais organicos disponiveis no norte do Ird, sob
fermentagdo em estado solido, identificaram
desempenho superior nos graos de sorgo vassoura,

casca de arroz, palha de arroz, polpa de beterraba-
acucareira e esterco bovino, recomendando esses
substratos como meios adequados para a producdo em
escala industrial de linhagens de T. harzianum. Além
dessas opc¢oes, o farelo de jatobd, espécie nativa do
Cerrado brasileiro, surge como uma possibilidade,
devido a sua riqueza em carboidratos, elevado teor de
fibras alimentares solGveis e insollveis bem como
compostos bioativos (Paiva et al., 2025).

O arroz parboilizado demonstrou ser o substrato
mais eficiente para a producédo de conidios, conforme
corroborado por estudos como os de Rini e Sulochana
(2007) e Pereira et al. (2010), que destacaram sua
composigdo nutricional balanceada como um fator
determinante para o crescimento de microrganismos.
Contudo, o custo elevado desse substrato & uma
preocupacdo também levantada por Silva et al.
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(2018), que propuseram a substituicdo por
subprodutos  agroindustriais. O tamanho das
particulas do arroz parboilizado encontra-se dentro de
uma faixa que favorece a colonizacao, permitindo que
0 micélio do fungo cresga de forma uniforme e
penetre profundamente no substrato. Além disso, sua
estrutura granular facilita a aeracdo, essencial para o
processo de fermentacdo sélida. Uma boa aeracéo
contribui para o equilibrio entre os niveis de umidade
e oxigénio, prevenindo condi¢bes anaerdbicas que
poderiam inibir a produgdo de conidios (Singhania et
al., 2010).

O uso da quirera de arroz, apresentada como
uma alternativa, estd em consonancia com estudos de
Moura et al. (2020), onde defendem o aproveitamento
de residuos para reducdo de custos na producdo de
bioinsumos. Apesar de a quirera ter apresentado
resultados satisfatorios, a inclusdo da farinha de
jatob4, rica em compostos bioativos, amplia o0 escopo
de opcOes sustentaveis, destacando-se como um
diferencial deste estudo. No contexto da producéao on-
farm, o trabalho reforca a viabilidade de substratos
como quirera de arroz e farinha de jatoba para
fomentar a autonomia do agricultor na producéo de
Trichoderma spp., principalmente tratando-se de
insumos de espécies nativas locais. Assim, a
utilizagéo desses substratos contribui
significativamente para o aproveitamento de residuos
agroindustriais, promovendo a valorizagdo de
subprodutos e reduzindo o desperdicio de fontes
nutritivas que podem ser eficazmente empregadas nos
processos de fermentacdo (Carboué et al., 2019;
Hamrouni et al., 2023; Cruz-Quiroz et al., 2017).

A partir dos resultados obtidos com este estudo,
0 arroz parboilizado demonstrou ser eficiente na
producdo massal de conidios de Trichoderma spp.,
mas apresenta custo relativamente elevado em
comparagao aos outros tratamentos empregados. J& a
quirera de arroz surge como alternativa viavel por ser
mais econdmica, oferecer superficie satisfatoria para
a exposicdo ao fungo em crescimento e possuir
tamanho ideal para formulados granulados.
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