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Introducio

Produtos bioldgicos estio em crescente demanda no manejo de grandes culturas no Brasil
e no mundo. Atualmente existem diferentes produtos microbianos registrados no Brasil, entre
esses destaca-se o fungo pertencente ao género Trichoderma para o controle de patdgenos
radiculares ou habitantes do solo e substrato, e também da parte aérea das plantas.

Ampliagdes na produgio de produtos biologicos devem ser cuidadosamente programadas
e avaliadas nas industrias, para que aumentos na producio de Trichoderma spp. para uso
comercial ndo gerem problemas relacionados com a qualidade final das formulagdes, entre
os quas a viabilidade dos conidios produzidos que ¢ de suma importincia ao sucesso da
comercializagdo e aplicagio desse fungo em programas de controle biologico de doencas de
plantas (Lopes, 2009).

Condicdes nutricionais adequadas durante o crescimento da cultura e esporulacio tendem
a favorecer a acumulagio de reservas endogenas apropriadas, de forma que os esporos recém-
formados apresentem qualidades vantajosas ou adequadas (Jackson et al., 1997). E imprescin-
divel, portanto, encontrar as combinacdes ideais dos fatores bidticos e abioticos envolvidos na
producio de biomassa que resulte em maior rendimento de esporos ou outros propagulos de
interesse, via fermentacio solida estatica ou fermentacio liquida submersa, sendo essas duas
os principais métodos de produgio massal desse fungo no Brasil e no mundo. A viabilidade
econdmica da produgio massal de uma estirpe selecionada, bem como o desenvolvimento
de um produto estavel e duradouro, ou seja, formulacio apropriada, sio fatores-chave para o
éxito do produto biologico (Leite, 2012).
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Trichoderma spp., assim como a grande maioria dos outros microrganismos quimiotrofi-
cos, obtém energia estocada em ligagdes quimicas de varios compostos, principalmente orga-
nicos, para crescerem e se multiplicarem. Logo, o fungo também requer fontes de carbono de
origem mais complexa. Para o crescimento adequado de Trichoderma spp., ¢ necessaria uma
serie de fatores nutricionais, os quais sio representados pelos elementos quimicos C, H, O, N,
P K, S, Ca, Mg, etc. Esses nutrientes assumem importancia vital 2 manutengio do metabolis-
mo celular primario e secundario, sendo responsaveis pela formacio de material celular (ex:
organelas, parede celular, membranas etc.) ou produtos (ex.: enzimas, metabélitos secundarios,
proteinas etc.) (Cochrane, 1958).

Carbordratos sio referidos como fontes de carbono, apesar de eles também proverem
hidrogénio e oxigénio. Proteinas e aminoacidos sio importantes fontes de nitrogénio, embora
fontes inorginicas possam ser empregadas no crescimento de Trichoderma spp., tais como sais
de amonio e nitratos (Danielson; Davey, 1973). As fontes organicas de nitrogénio tambéem pro-
vém carbono, oxigénio, hidrogénio e enxofre, que sio os elementos estruturais dos componentes
celulares e outros produtos. Ha indmeras opgdes de fontes de carbono, nitrogénio, minerais e
vitaminas disponiveis na forma de matérias-primas de origem vegetal e animal e que sio, na sua
grande maioria, residuos agroindustriais de baixo custo. Apesar da incrivel variabilidade genética
entre espécies e isolados de Trichoderma aliada a sua ampla diversidade nutricional e fisica para
crescimento in vitro, € importante salientar que os estudos de otimizacio das condiges ambien-
tais e nutricionais para sua produgio em larga escala devem ser conduzidos caso a caso.

Este capitulo tem por objetivo relatar, em linhas gerais, os principais sistemas de produgio
massal de Trichoderma spp. no Brasil e prover informagdes embasadas na ecofisiologia nutri-
clonal desse fungo, com relevincia ao sucesso do seu cultivo pela fermentacio solida estatica,
bifasica ou liquida submersa.

Fermentagio em Estado Solido de Trichoderma spp.

O processo de producio massal de um microrganismo visa a obtengio de um produto
com caracteristicas especificas de pureza, abundancia em estruturas infectivas, viabilidade em
armazenamento, economia na produgio, conveniéncia na utilizagio e transporte, facilidade
de aplicacio e eficiéncia no controle do patogeno-alvo.

Os esporos constituem-se, essencialmente, em células envolvidas por parede celular que as
protegem de condigdes ambientais adversas a sua germinacio, garantindo assim a sobrevivén-
cia do fungo. Abordagens voltadas para a otimizacio de meios de cultura devem considerar
ndo apenas o rendimento de esporos, mas também a qualidade dos mesmos, que inclui aspec-
tos como tolerdncia 4 dessecagio, estabilidade em uma preparagio seca, e eficicia no controle
biologico em si (Leite et al., 2012).
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Nesse sentido, a producdo industrial de Trichoderma spp. ¢ realizada através de dife-
rentes tipos de fermentagio. O cultivo por meio da fermentacio em estado solido, também
chamada fermentacio semi-solida ou fermentacio em meio semi-solido ou fermentagio
solida estatica, aplica-se a0 processo de crescimento de microrganismos sobre substratos
solidos na auséncia de agua livre. A dgua presente nesses sistemas encontra-se ligada a ma-
triz solida formando uma fina camada na superficie das particulas (Raimbault, 1998). Para
Arora et al. (2017), a fermentacio em estado solido é a melhor op¢io para produgio massal
de biopesticidas, uma vez que o microrganismo vai crescer em substrato semelhante ao seu
habitat natural. O substrato selecionado deve considerar o tamanho das particulas (de 180
um a 1,4 mm), o grau de polimerizagio e cristalinidade, fatores fisicos como temperatura,
pH, atividade de agua (a ) e aeragdo. Parimetros como tipo e concentracio de fontes de
carbono, nitrogénio e fosforo, pH, umidade e temperatura representam variaveis operacio-
nais determinantes no processo de fermentagio em estado solido (Singhania et. al., 2010).

Estudos sobre fatores nutricionais, fisicos, quimicos e bioldgicos envolvidos no pro-
cesso de esporulagio nio evidenciaram nenhum conjunto de parimetros 6timos e gerais
aplicaveis a uma determinada espécie de fungo, podendo inclusive estar relacionados aos
requerimentos especificos de cada isolado dentro das espécies flingicas de interesse (Steyart
et al,, 2010). A presenca ou auséncia de luz exerce um efeito interativo com as exigéncias
nutricionais na esporulacio, e os demais estimulos abioticos combinados com diferentes
condigdes resultam em sistemas de interagio com as fontes de carbono disponiveis (Sch-
moll et al., 2010; Fried! et al., 2008).

A luz € muito importante para a esporulacio de Trichoderma onde a maioria das espé-
cles necessita de luz para o inicio da conidiogénese. Trichoderma ¢ definido como fungo
de “luz azul®, pois para a produgio de conidios a energia luminosa pode variar desde o
espectro proximo ao ultravioleta até o azul (320 - 500 nm). A etapa inicial da percepgio da
luz pelos fotorreceptores nio depende da presenca de oxigénio molecular e da temperatura.
Mas ¢ dependente do estado metabolico das células. As células mais jovens e metabolica-
mente mais ativas sdo mais sensiveis a presenca de luz. Apos a etapa inicial vem a fase de
alteracdes fisiologicas e morfologicas e nessa fase a esporulagio dependente de processos
oxidativos, sendo que a producio de esporos ¢ inibida nas hifas que crescem na auséncia
de oxigénio. Ciclos alternados de 12 horas de luz e 12 horas de escuro (fotoperiodo de 12
horas) sio utilizados, pois assemelham-se mais as condicdes do ambiente natural. Cerca
de 24 horas ap6s o inicio do estimulo [uminoso, inicia-se a fotoconidiacio, enquanto a
maturacdo dos conidios pode levar até 5 dias, dependendo da espécie (Steyaert et al., 2010;
Casas-Flores; Herrera-Estrella, 2013; Steyaert et al., 2013).
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A 4gua apresenta papel de destaque na fermentacio estado solido, em virtude do seu
elevado grau de interacio com as substancias que compdem a fase solida (Gervais; Molin,
2003). Na fermentagdo estado solido, a agua esta relacionada a dois parimetros: o primeiro se
refere 4 umidade, que diz respeito a porcentagem de agua na massa total do meio; o segundo,
a atividade de agua (a ), que ¢ a quantidade de moléculas de agua disponiveis nas vizinhangas
imediatas das particulas do substrato afetando diretamente o crescimento microbiano e a
sintese de metablitos. O nivel de umidade varia de acordo com o ecossistema formado entre
0 microrganismo e o substrato. Baixos niveis de umidade levam 4 inibigo do crescimento
microbiano e, consequentemente, a ineficiente utilizacio do substrato. Em contrapartida, o
excesso de umidade resulta na diminuigio da porosidade, na baixa difusio de oxigénio e na
reducio de trocas gasosas, que prejudicam a respiracio microbiana (Hélker et al., 2004).

Grande parte das técnicas desenvolvidas para a produgio de fungos entomopatogénicos
no Brasil consiste no uso de cereais ou grios pré-cozidos como substrato, principalmente
arroz, a qual foi iniciada no final da década de 1960 sendo esta técnica transferida para a
producio massal de Trichoderma spp. Durante as décadas seguintes, adaptagdes no sistema
tornaram o processo mais pratico ¢ a producio mais eficiente (Lopes, 2009).

A grande maioria dos materiais viaveis para a biotransformagio e utilizados como subs-
tratos sio os grios de arroz, milho, trigo, sorgo, milheto, farelos, cascas (Hewavitharana et
al,, 2018; Sargin et al., 2013; Cavalcante et al., 2008), por apresentarem como principais com-
ponentes a celulose, hemicelulose, lignina, amido, pectina e proteinas, além de vitaminas e
minerais.

A produgio massal em substrato solido deve iniciar com a multiplicagio de cada cepa
proveniente da colecio (estoque), as quais podem ser preservadas desidratadas (liofilizadas)
e criopreservadas em nitrogénio liquido, ou sob ultracongelamento (-80 °C) para assegurar
a manutengio de caracteristicas morfologicas, fisiologicas e genética das mesmas. Segundo
Sandhya et al., (2005) a concentragio inicial do inoculo, em relagio a quantidade de substrato
utilizado, € um importante fator biologico, necessario para garantir a fermentacio do meio,
acelerar a colonizacio do substrato e ndo esgotar os nutrientes necessarios para o desenvolvi-
mento pleno do microrganismo.

A multiplicacio para obtencio do indculo inicial é realizada em placas de Petri (9,0 x 1,5
cm) com meio comercial de batata-dextrose-agar (BDA), as quais sio mantidas em cimara de
crescimento do tipo B.O.D., a temperatura de 26 + 2 °C, UR > 60%, com 12 horas de fotofase
durante a 7 dias (Figura 1A e 1B). A proxima etapa ¢ o fracionamento do arroz em sacos de
polipropileno (40 x 25 cm), preenchendo 1/3 do volume total, sendo em seguida esterilizados
durante 25 minutos a 120 C (1 atm) (Figura 1C). Nesse substrato ¢ realizada a inoculagio
mecanizada de uma suspensio a 10° conidios mL" de Trichoderma spp. oriunda da multi-
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plicacio do indculo inicial (Figura 1D). Esse material permanece horizontalmente em salas
climatizadas a 26 + 2 °C, 12 horas de fotofase por um periodo de 10 a 12 dias, para a obtencio
do maior indice de desenvolvimento e esporulagio do fungo no arroz (Figura 1E).

A- PRE INOCULO "’ B- MULTIPLICAC/KO INICIAL C- PREPARO DO SUBSTRATO
Multiplicagdo da cepa - Placas com meio BDA, 26 + - Fracionamento e esterilizagdo
proveniente da colegdo. 2°C, fotofase de 12h, 7 do arroz.

dias.

)

—t D- INOCULAGCAO MASSAL

Inoculagdo  automatizada
% dos esporos flngicos em
% sacos com arroz estéril.

E- CRESCIMENTO MASSAL

’?" Em prateleiras, sala 5
climatizada a 26 & 2°C,

.. fotofase de 12h, 10/12 dias.

F- MATERIA PRIMA
O arroz colonizado é a

matéria prima para as / =
formulagoes. F2- Separacio dos esporos flingicos- método | g

F1- Matéria prima triturada: formulagdo em pé.

MycoHarvester: formulagéo a base de esporos.

- F3- Demais formulagdes: gel, liquida.

Figura 1. Processo de produgio massal de Trichoderma spp. em substrato solido.

Fonte: Aida Terezinha Santos Matsumura.

Além da fermentacio estado solido, pode-se realizar a fermentacio através do processo
bifésico, onde o fungo é produzido inicialmente em meio liquido seguido de meio solido.
Nesse processo ocorre alta producio de biomassa atraves do cultivo em meio liquido e apos
a produgio de conidios estaveis e hidrofobicos no meio solido (Jenkins; Goettel, 1997). Nesta
fermentacio aspectos como o tempo de producio da fonte de indculo em meio liquido,
quantidade da fonte de indculo transferida a0 meio solido e compatibilidade dos substratos
envolvidos podem determinar o incremento da producio (Machado et al,, 2013; Moraes et
al, 2014).

Na fermentagio bifasica descrita por Santos (2017) o meio liquido utilizado foi a base
de glicose ¢ extrato de levedura contendo 45 g L' de fonte de carbono e 36 g L de fonte de
nitrogénio. Na pesquisa mencionada, 10 mL de suspensio fingica a 5,0 x 10° conidios/mL
com 0,05% de Tween® 80 foi inoculada em 90 mL de meio liquido em frascos Erlenmeyer de
250 mL. Os frascos sio entio acondicionados a 28 °C em mesa agitadora orbital a 325 rpm
sendo homogeneizados manualmente e diariamente para evitar crescimento micelial e espo-
rulaio nas paredes do frasco. Apos incubacio de 3 dias, este meio com > 1,0 x 10° propagulos
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mL! ¢ inoculado em substratos solido (arroz e/ou farelos) e materiais inertes (suportes de
esporulagio e crescimento). Apos inoculagio, os sacos sio incubados a 25 + 2 °C, UR 70 +
10% e fotofase de 12 horas, durante 10 dias. Apos esse periodo de incubacio, os conidios sio
extraidos do substrato por lavagem em dgua.

Apos a finalizagio do processo de multiplicagio massal, a matéria prima composta de
arroz colonizado por fungo devera passar pelo processo de secagem em estufa a 2842 °C com
circulacio forada de ar. Apos a secagem, a matéria-prima pode ser processada através de
diferentes tecnologias: (i) processo de trituracio mecinica dos grios de arroz colonizados com
o fungo, resultando na formulacio em po (Figura 1 F1); (11): separacio dos esporos fiingicos
atraves da metodologia de MycoHarvester, resultando na formulacio a base de esporos secos
(Figura 1 F2); (iii): processo de lavagem da matéria prima resultando em formulagdes 4 base
de gel ou liquidas. Neste contexto da fermentagdo solida usando arroz pré-cozido, o produto
final é a obtencdo de conidios aéreos de Trichoderma para formulagio e comercializacio.
Apesar de Trichoderma também produzir clamidosporos em substratos solidos, esta produgio
¢ muito baixa e pouco explorada em produtos comerciais, sendo inexistente no Brasil.

Quando a empresa utiliza mais de uma espécie e ou diferentes isolados de Trichoderma
spp., 0s mesmos devem ser cultivados separadamente e a mistura sera feita somente na etapa
de formulagdo do produto final. A formulacio final do produto deve manter a estabilidade
¢ aumentar a sobrevivéncia dos esporos durante o armazenamento, transporte e seu estabele-
cimento a campo.

O rendimento na producio de conidios de Trichoderma spp. esta relacionado as espécies
utilizadas no processo produtivo resultando em variagdes nas taxas de rendimento, além da in-
fluéncia das caracteristicas nutricionais e fisicas dos diferentes substratos solidos empregados
como fontes de carbono, nitrogénio e matriz para prover suporte fisico e aeracio (Tabela 1).

Tabela 1. Rendimento na produgio massal de diferentes espécies de Trichoderma cultivados em subs-
tratos solidos variados.

Isolado Rendimento Substrato Referéncia
CEN 287- T. harzianum 1,6 x 10° conidios mL Arroz Muniz et al,, 2018
CEN 288- T harzianum 2,6 x 10° conidios mL Arroz Muniz et al,, 2018
CEN 289- T. harzianum 1,4 x 10° conidios mL Arroz Muniz et al,, 2018
CEN 290- T harzianum 2,5 x 10° conidios mL- Arroz Muniz et al,, 2018
CEN 316- T harzianum 0,5 x 10° conidios mL: Arroz Muniz et al,, 2018
T, harzianum 2,1a58 10%esporos g Arroz Cavalcante et al., 2008
T harzianum 23274 10°esporos g' Farelo de milho Cavalcante et al., 2008
T, harzianum 512283 10°esporos g' Farelo de trigo Cavalcante et al., 2008
T viride 18a5,7 10%esporos g Arroz Cavalcante et al., 2008

continua...
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Isolado Rendimento Substrato Referéncia

T viride 23268 10%esporos g’ Farelo de milho Cavalcante et al., 2008

T viride 19224 10° esporos g' Farelo de trigo Cavalcante et al., 2008

T. koningii 23257 10%esporos g’ Arroz Cavalcante et al., 2008

T koningii Lla6,1 10°esporos g' Farelo de milho Cavalcante et al., 2008

T koningii 28288 10 esporos g’ Farelo de trigo Cavalcante et al., 2008

T. polysporum 1424 10%esporos g’ Arroz Cavalcante et al., 2008

T. polysporum 0,1a26 10°esporos g' Farelo de milho Cavalcante et al., 2008

T polysporum 1,726,5 10%esporos g’ Farelo de trigo Cavalcante et al., 2008

T harzianum EGE-K38 1x 10" esporos g Farelo de trigo Sargin et al,, 2013

T harzianum EGEK38 9,2 x 10° esporos g Farelo de Arroz Sargin et al,, 2013

T. harzianum EGE-K38 4 x 10° esporos g’ Semente de algodio Sargin et al,, 2013

T harzianum EGE-K38 5x 10° esporos g* Bagago de uva Sargin et al,, 2013

T harzianum EGEK38 2,8 x 10% esporos g’ Serragem Sargin et al,, 2013

T. harzianum EGE-K38 3,6 x 107 esporos g' Casca de noz Sargin et al,, 2013

T viride 6,5 x 10° UFC mL* P4 de coco Hewavitharana et al., 2018
T viride 6x 10° UFC mL! P6 de serra Hewavitharana et al,, 2018
T viride 5x 10° UFC mL* Arroz Hewavitharana et al., 2018
T. asperellum 5,5 x 10° UFC mL! P6 de coco Hewavitharana et al,, 2018
T asperellum 4,5 x 10° UFC mL! P6 de serra Hewavitharana et al., 2018
T asperellum 3,5x 10° UFC mL! Arroz Hewavitharana et al,, 2018
T harzianum 6,5 x 10° UFC mL! P6 de coco Hewavitharana et al,, 2018
T harzianum 5,5 x 10° UFC mL* P6 de serra Hewavitharana et al., 2018
T harzianum 4,5 x 10° UFC mL! Arroz Hewavitharana et al,, 2018
T. longibrachiatum 7 x 10° UFC mL! P6 de coco Hewavitharana et al., 2018
T. longibrachiatum 6x10° UFC mL* D6 de serra Hewavitharana et al., 2018
T longibrachiatum 6,5 x 10° UFC mL! Arroz Hewavitharana et al,, 2018
T virens 7x 10° UFC mL* P6 de coco Hewavitharana et al., 2018
T virens 6,5 x 10° UFC mL* D6 de serra Hewavitharana et al., 2018
T virens 6 x 10° UFC mL? Arroz Hewavitharana et al., 2018

Em relacdo ao armazenamento, apesar de nio existir uma padronizacio nas metodologias
de avaliacio, as empresas aferem a qualidade de seus produtos por basicamente trés critérios:
contagem de esporos (minimo de 1 x 10° conidios g'), germinacio (minimo de 85%) e viabi-
lidade (minimo de 8,5 x 10" UFC g"). A vida de prateleira dos produtos varia de 30 a 180 dias
em temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C) e 180 a 360 dias em geladeira ou cimara
fria (4 a 6 °C) (Morands; Bettiol, 2009).

Todo processo de fabricagio deve passar por um controle de qualidade e seguir as normas
de boas praticas de fabricacdo, sendo acompanhado pelo sistema APPCC (Anélise de Perigos
e Pontos Criticos de Controle) visando a garantia, efetividade e eficicia do controle dos
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perigos & produgio. Paralelo ao processo de producio, faz-se necessario o desenvolvimento de
um rigoroso procedimento de controle de qualidade, o que permitira acompanhar qualquer
variagio ou contaminagio que possa ocorrer durante o processo de producio e posterior
armazenamento do produto.

Esse controle de qualidade visa garantir a concentracio, a pureza, a viabilidade, a deter-
minaco taxonomica (no caso de diferentes espécies) para a manutengio das caracteristicas
desejadas no produto final. Para garantir a qualidade final do produto, é necessario o mo-
nitoramento do processo desde a manutencio das cepas até seu estabelecimento a campo.
O monitoramento do processo deve ser feito por pessoas aptas a detectar qualquer falha no
processo produtivo. O controle de qualidade sera abordado no capitulo 9.

Os dados do Ministerio da Agricultura Pecudria e Abastecimento (Mapa) mostram o total
de produtos registrados no Brasil. Sdo considerados produtos de baixa toxicidade os biologi-
cos, microbioldgicos, semioquimicos, bioquimicos, extratos vegetais ou de uso na agricultura
organica. Para 0 ano de 2019, do total de 1.210 defensivos, apenas 1,4% se caracterizam como
produtos biologicos sendo menos de 1% de produtos destinados a agricultura orgénica.

Produtos registrados no Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento e (Agrofit,
¢2003), como fungicidas ou nematicidas incluem as espécies de Trichoderma harzianum,
Trichoderma asperellum, Trichoderma stromaticum e Trichoderma koningiopsis.

Nesse contexto, as diferentes formulagdes destes fungicidas e nematicidas registrados no
Brasil 4 base de Trichoderma spp. se distribuem em WP: po-molhavel; WG: granulos disper-
siveis; SC: suspensio concentrada; EC: concentrado emulsionavel. Devido 4 diversidade de
condicdes climaticas, alvos e preferéncia de mercado, um unico microrganismo podera ser
formulado de maneiras distintas para atender a diferentes mercados. Assim, existe disponivel
para consultas o indice de codigos e as denominagdes das diferentes formulagdes, segundo a
terminologia ABNT NBR 12679/2018 (Associacio..., 2013). Adicionalmente, a norma ABNT
NBR 851072018 rege sobre as caracteristica fisicas de cada tipo de formulacio (Associagio...,
2013).

Fermentacio Liquida Submersa de Trichoderma spp.

A fermentacio liquida submersa ¢ um método amplamente difundido e utilizado na
producio de biomassa microbiana, enzimas e metabélitos secundarios de microrganismos
com multiplas fungdes e aplicacdes nos setores veterinario, farmacéutico, alimenticio e agri-
cola. Tradicionalmente, a fermentagio microbiana consiste em um processo anaerobico, sem
presenca de oxigénio, baseado na transformacio de substratos orginicos em moléculas mais
simples com baixa geracio de energia na forma de ATP e baixa produgio de biomassa celular.
A fermentacio aerobica, ao contrario, envolve um processo de fosforilacio oxidativa na pre-
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senca de oxigénio que ocorre durante a respiracdo celular, gerando alta produgdo de energia
e de biomassa microbiana. Este tipo de fermentacio na presenca de oxigénio é, portanto, o
principal bioprocesso visando a producio massal de biomassa de microrganismos benéficos,
que também sio aerobicos facultativos, para exploracio como agentes de controle biologico.
Os componentes de um meio liquido para fermentagio de Trichoderma spp. demandam
nutrientes classificados em fontes de carbono e nitrogénio, componentes inorganicos (sais
minerais) e vitaminas, de acordo com a fungio no meio de cultivo. Em ordem de grandeza e
exigéncia ao crescimento de Trichoderma spp., carbono, oxigénio, nitrogénio, hidrogénio e en-
xofre sdo os nutrientes exigidos em maiores concentracdes nesta ordem (Zabriskie et al., 2008).
A composicio nutricional do meio de cultura liquido bem como os fatores fisicos do am-
biente de producio exerce uma forte influéncia na formagio, rendimento e qualidade dos pro-
pagulos cultivados durante a fermentagio liquida. Os principais fatores que podem impactar
de forma significativa nas culturas liquidas de Trichoderma spp. estio indicados na Figura 2.

Fonte Carbono
Fonte Nitrogénio
Minerais
Vitaminas

De de
indculo
e o Pressdo hidrostatica
(o)
==

Figura 2. Fatores fisicos, quimicos, genéticos e nutricionais que afetam as variaveis de crescimento de
Trichoderma sob cultivo submerso em biorreatores com agitacio mecnica.

Fonte: Gabriel Moura Mascarin.

No sistema de fermentagdo liquida submersa, é possivel produzir diferentes propagulos de
Trichoderma spp., diferentemente da fermentagio em estado solido em que apenas conidios
e micélio sdo geralmente obtidos. Portanto, a fermentagio liquida submersa confere excelente
versatilidade ao desenvolvimento de diferentes propagulos fiingicos, tais como conidios sub-
mersos, micélio, microesclerddios e clamiddsporos, conforme ilustrados na Figura 3.
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; Gabriel Moura Mascarin.

Fotos: Nilce Naomi Kobori;

Figura 3. Exemplos de propagulos submersos de Trichoderma harzianum (cepa T-22) produzidos sob
cultivo liquido. A) Conidios submersos, B) Clamidédsporos, C) Micélio e D) Microesclerodios (notar
pigmentacio escura dessas estruturas).

A Tabela 2 mostra as principais diferencas e aplicagdes desses diferentes propagulos
de Trichoderma em comparagio com os conidios aéreos, sendo que a fermentacio liquida
submersa leva uma grande vantagem no quesito tempo de cultivo, que geralmente é mais curto
do que no sistema de fermentacio em estado solido.

Tabela 2. Rendimentos e tempos de produgio de diferentes propagulos de Trichoderma spp. para uso
como ingrediente ativo em produtos comerciais.

Propégulo Forma de Rendimento Tempo de Eficicia Armazena- Forma de
fermentagio fermentagio mento’ aplicagio
Conidios aéreos  Substrato solido 5x 10° conidios g*  Variavel (13 Boa- 3212 meses Solo, parte
substrato semanas) Excelente aérea, sementes
Micelio Fermentagio solida  Muito variavel (1 a 50 >1 dia Regular - la6meses  Solo, parte aé-
ou liquida mg mL") Boa rea e sementes
Conidios Fermentagio liquida ~ 1x107a2x 10° 3210 dias Regular - 1 2 6 meses Solo, parte
submersos conidios mL? Boa aérea, sementes
Clamidésporos  Fermentacio liquida 1x10Pa2x10° 3210 dias Boa - 12 meses Soloe
clamidésporo mL* Excelente sementes
Microesclerédios  Fermentagio liquida ~ 2x 10*a5 10* mi- 3a7 dias Boa- 12 meses Soloe
croes clerodios mL? Excelente sementes

‘O tempo de prateleira dos propagulos de Trichoderma vai depender da espécie e isolado do fungo, bem como das condicdes nutricionais
do meio de produgio que impactam na sua qualidade e também nas condigdes de armazenamento (temperatura, tipo de embalagem, vicuo,
umidade final dos propagulos, método de secagem e tipo de formulagio).
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Ha intmeros estudos entre as décadas de 1980 e 1990 que demonstram a viabilidade
e facilidade em se produzir, principalmente, conidios submersos, micélio e clamidosporos
de varias espécies de Trichoderma spp. em meios liquidos sob cultivo submerso utilizando
ingredientes, muitas vezes, de baixissimo custo, tais como levedo de cerveja e melaco de cana,
como ¢ relato resumidamente a seguir. Um sistema de fermentacio liquida para espécies de
Trichoderma e Gliocladium foi desenvolvida por Papavizas et al., (1984) usando um garrafio
plastico autoclavavel de 20 L para escalonar a producio de Trichoderma em um volume util
de 7-10 L de caldo fermentando contendo conidios submersos. Um sistema de injecio de ar
estéril por meio de compressores de aquario foi adaptado com filtros e tubulacio a fim de
fornecer oxigenagio ao meio de cultivo liquido.

Neste sistema, o meio liquido utilizado foi composto de melago (3%) e levedo de cerveja
(0,5%), o que proporcionou ao final de 10-15 dias de fermentacio um rendimento maximo de
3,2 x 10° g" de biomassa flingica seca de T harzianum. Esta biomassa fingica seca consistiu
basicamente em conidios submersos, clamiddsporos e micélio. Desses, clamidosporos foram
aqueles que persistiram e sobreviveram por mais tempo apos inoculagio em solo, ap6s formu-
lacio e secagem com pirofilita, um mineral filossilicato composto do hidroxido de silicato de
aluminio. Mais adiante, Jin et al. (1991), resolveram modificar a atividade de 4gua e, conse-
quentemente, a pressio osmotica do meio liquido (RM8), composto por meio de Richard
suplementado com suco de extratos vegetais chamado V8, para crescimento de T harzianum
430 °C e 150 rpm com o intuito de aumentar a sua producio de conidios submersos e tole-
rdncia 4 secagem a vacuo. Para isso, os autores usaram como osmoélito o polimero polietileno
glicol 200 (PEG 200) adicionado a 6% (v/v) a0 meio RM8 gerando um potencial hidrico de
-1,88 MPa. Esses mesmos autores verificaram que a adigio de PEG 200 a0 meio RM8 em fases
mais iniciais do crescimento (0 ou 24 horas) da cultura liquida do fungo permitiu desenca-
dear o processo de conidiogénese ou esporulagio submersa mais precocemente. A produgio
maxima foi em torno de 6 x 10° conidios submersos mL'em 84 h de cultivo e essas células
apresentaram alto teor de trealose na sua massa seca, o que lhes conferiu uma maior tolerdncia
a dessecacio (Jin et al., 1991; Harman et al., 1991).

Em seguida, Jin et al. (1996) produziram conidios submersos de T harzianum (cepa T-22)
em meio modificado de RM8 adicionado de 9% de glicerol em um fermentador de bancada
(1,5L) a 32 °C com 50% de saturagio de ar e agitacio mecanica de 1000 rpm, cujo resultado
revelou uma concentracio final de 1,1 x 10" conidios submersos g de biomassa seca (conidios
+ micélio) em 68 h de cultivo, apos inoculagio do meio com pré-cultura liquida de 2 dias de
idade. Novamente, esses conidios foram tolerantes 4 dessecagio em funcio da alta pressio os-
motica gerada pelo glicerol no meio de cultivo, conferindo as células esta qualidade fenotipica.
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Em estudo realizado por Sriram et al. (2011), notou-se que a adigio de glicerol a0 meio
liquido de produgio de conidios submersos de T harzianum conferiu um tempo de prateleira
prolongado por até 12 meses sob armazenamento a temperatura ambiente com variagio de
23229 °C, 0 que ¢ uma caracteristica extremamente desejavel em um bioproduto comercial.
Outros trabalhos prévios que reportam esfor¢os em otimizar a producio de conidios sub-
mersos de Trichoderma spp. ndo tiveram tanto sucesso, pois os rendimentos obtidos ficaram
na faixa de 4,1 29,2 x 107 conidios submersos mL" com até 3 dias de cultivo (Jakubikova et
al,, 2006; Syahiddin, 2007). Entretanto, as exigéncias nutricionais e ambientais requeridas ao
crescimento em fermentagio liquida podem variar consideravelmente entre espécies e cepas de
Trichoderma, o que implica em estudos de otimizagio caso a caso.

Um dos trabalhos que, recentemente, foi considerado um divisor de 4guas na historia da
producio massal de Trichoderma spp. resgatou e aperfeicoou o método de fermentagdo liquida
submersa para manipular as condicdes nutricionais e ambientais durante o crescimento deste
fungo, de forma a produzir propagulos usando um meio de baixo custo e com alta eficiéncia
no processo, menor dependéncia de mio de obra e proporcionando uniformidade e quali-
dade a0 produto final mediante controle mais rigoroso dos parimetros fermentativos. Este
trabalho, de cunho disruptivo, foi concretizado por meio de uma parceria entre um grupo de
pesquisadores brasileiros e outro de pesquisadores norte-americanos do Departamento de Agri-
cultura dos Estados Unidos (USDA) de Peoria, Illinois, cujos resultados renderam um artigo
e uma patente onde descrevem a composigio e o processo producio via fermentagio liquida
submersa de um propagulo de resisténcia de Trichoderma denominado microesclerddio (Ko-
bori et al., 2015; Jackson et al., 2015 patente). Na natureza, nio ha relatos sobre a formagio de
microesclerodios por Trichoderma até o presente momento, o que torna esta estrutura fungica
singular ao seu desenvolvimento induzido somente meio liquido artificial. No entanto, nio
¢ possivel descartar a hipotese de que Trichoderma possa formar esta estrutura de resisténcia
nos seus mais variados nichos ecologicos. Por definiio, microesclerddio é considerado uma
estrutura pluricelular formado por células do pseudoparénquima e geralmente acompanhadas
de pigmentacio mais escura, ou simplesmente é formado por agregados de hifas compactadas
com deposicio de quitina e pigmentos durante sua maturagio fisiologica, tornando-se uma es-
trutura densa e melanizada, semelhante a esclerodios de fungos fitopatogénicos, porém numa
escala micrometrica variando de 50 a 500 pm em tamanho (Jackson; Payne, 2016).

Geralmente, os fungos filamentosos, em especial aqueles com agio fitopatogénica, for-
mam microesclerddios para superar e sobreviver a condigdes nutricionais e ambientais desfa-
voraveis, oferecendo uma vantagem adaptativa. A descoberta da formacio de microesclerodios
em espécies de Trichoderma spp. abre uma nova abordagem ao desenvolvimento de produtos
mais persistentes no campo para aplicagio via tratamento de sementes ou diretamente no
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solo. Nio obstante, ha ainda caréncia de estudos comparando a bioeficicia e persisténcia entre
microesclerodios e conidios aéreos em condi¢des de campo.

O processo de fermentagio liquido submerso desenvolvido para Trichoderma spp. visa
produzir rapidamente e de forma economica propagulos estaveis denominados microesclerd-
dios para uso em controle de doengas de plantas e promocio do crescimento vegetal. Usando
a fermentacio liquida e condiges nutricionais e ambientais apropriadas ao crescimento de
Trichoderma spp. em biorreatores de 5 até 100 L de capacidade, for possivel otimizar sua
producio chegando a rendimentos simultineos de 5-10 x 10° microesclerodios L' e 1-2 x 10
conidios submersos L em apenas 3 dias de cultivo, com uso de pré-culturas liquidas de 3 dias
de idade para inoculagio (Figura 4).

2) Fermentagao das culturas em frascos agitados

1) Cultura-estoque (inéculo)

BELLCO
250m ¥

3) Fermentag&@o em biorreator
4) Fermentagdo em biorreator de bancada de 3 ou 5 Litros

piloto de 100 ou 200 Litros

Figura 4. Sequéncia da produgio de biomassa de Trichoderma spp. por fermentago liquida submersa
¢ 0 processo de escalonamento em biorreatores com agitacio mecnica.

Fonte: Nilce Naomi Kobori; Gabriel Moura Mascarin.

O custo do meio liquido para atingir esses rendimentos de producio foi estimado em
menos de 20 centavos de dolar norte-americano (Tabela 3).
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Tabela 3. Resultados e custo de producio de microesclerodios de Trichoderma harzianum (cepa T-22)
em fermentagdo liquida submersa usando um biorreator com agitagio mecanica.

Atributos Resultados
Custo do meio liquido de produgio <US$0,20 L*
Tempo curto de fermentagio 34 dias
Altos rendimentos de microesclerddios (MS) 1 x 10°MS L', biomassa seca 30 g L
Tolerancia a dessecacio 90-100% apos 24 horas de incubagio
Excelente vida-de-prateleira Minimo de 12 meses a 4 °C e minimo de 6 meses a 28 °C.
Eficacia de biocontrole Excelente - conidios oriundos dos microesclerddios sio

produzidos no proprio local em que sio aplicados.

Fonte: Patente US9642372B2 - Jackson, Mascarin e Kobori, 2015.

Kobori et al. (2015) testaram diferentes concentragdes de carbono total e variagdes da
razio C:N em meios de cultivo. Os resultados revelaram que nos meios com menor razio
C:N e baixo teor de carbono no meio (8 g L"), ou seja meios pobres em nitrogénio e carbono,
houve sempre uma maior producio de conidios submersos, cujo inicio da formacio dessas
células se dava geralmente no inicio do cultivo entre 24 a 36 horas. Ao contrario desta ten-
déncia, meios com maiores razdes C:N e maior teor de carbono (36 g L") produziram tanto
microesclerodios quanto conidios submersos, porém em meios com razio C:N menores (30:1
e 10:1) induziram somente a formagdo de microesclerédios em quantidades consideravelmente
elevadas (Tabela 4).

Tabela 4. Influéncia das variveis concentragio de glicose (g L?), cidos casaminos (g L?), carbono
total (g L) e razio C:N na produgio de microesclerddios e conidios submersos de Trichoderma
harzianum (cepa T-22) apds 4 dias de cultivo liquido submerso em frascos agitados a 300 rpm e a 28
C com escotofase total.

Meio  Glicose  Acidos casami-  Carbono ~ Razio  Conidio submer-  Microescle Conidios produzidos em
liquido (gL nos (g L") (gL CN so (x10° L") rodios (x10°L")  granulos de MS (x10" g)
1 10 10 8 10: 1 2540 0bf -
2 16,6 34 8 30:1 32,1 ab 0b
3 18 2 8 50:1 158¢ 0b
4 45 45 36 10: 1 0d 83a 1,52 a
5 75 15 36 30:1 0d 333a L12b
6 81 9 36 50:1 499a 258a 0,99 ¢

Fonte: Kobori et al. (2015). ‘Medias seguidas por letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey-Kramer teste, /X 0,05).
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Um fator de grande relevincia para a indlstria de biopesticidas é se os propagulos
produzidos na fermentacio liquida ou solida de Trichoderma spp. sio passiveis de secagem e
estabilizacio para dar subsidio a formulagio de um produto solido com tempo de prateleira
desejavel de no minimo 6 meses & temperatura ambiente (25-30 °C). Nesse contexto, outro
resultado interessante gerado com essa pesquisa (Jackson et al, 2015 patente; Nilce N.
Kobori, dados ndo publicados) foi a notavel capacidade de esses propagulos submersos de
Trichoderma se mostrarem recalcitrantes ao processo de secagem, necessario a obtencio de
uma formulacio solida para posterior aplicagio no solo ou em sementes. Uma das vantagens
dos microesclerodios é que estes sdo estruturas de resiliéncia com reserva nutricional suficiente
para iniciar a germinacio e producio in situ de uma grande quantidade de conidios aéreos, o
que contribui para criar uma alta densidade de indculo do fungo no solo ou na rizosfera das
plantas tratadas.

A Figura 5 ilustra o processo de secagem via aeragio forcada em cabine hermética com
duracio de até 16 horas (secagem lenta) e secagem e recobrimento simultaneamente de semen-
tes com microesclerddios e conidios submersos via leito fluidizado, mostrando subsequente-
mente a viabilidade tanto do fungo quanto das sementes ap0s reidratagio em meio agar-agua
(Nilce N. Kobori, dados ndo publicados). Os microesclerddios secos na forma de granulos,
quando reidratados adequadamente, sio capazes de germinar em menos de 24 horas e, sub-
sequentemente, produzem uma grande quantidade de conidios usando suas proprias reservas
nutricionais (detalhe na Figura 5B).

Na Tabela 4, apos secagem lenta de microesclerodios formulados com terra diatomacea a
7,5% peso/volume (p/v), observa-se uma elevada producio de conidios a partir dos granulos
sob reidratacio durante 7 dias em meio agar-dgua. Essa concentracio na magnitude de 10
conidios por grama de granulos de microesclerddios de Trichoderma é muitas vezes superior
as concentragdes de conidios aéreos declaradas em rotulos de produtos comerciais registrados
no Brasil.

No quesito armazenamento, formulagdes secas compostas por grinulos de microesclero-
dios de Trichoderma se mantiveram viaveis por um periodo superior a 12 meses sob arma-
zenamento a 4 °C, e foram capazes de aumentar a germinacio e sobrevivéncia de plantulas
de meldo expostas ao inoculo do patégeno Rhizoctonia solani, fungo causador da doenca
damping-off em inimeras espécies vegetais (Kobori et al., 2015; Jackson et al., 2015 patente).

O processo de fermentacdo liquida submersa descrito por Kobori et al. (2015) e patenteada
por Jackson et al. (2015) teve por objetivo aumentar a eficiéncia, qualidade e reduzir os custos
de producio em larga escala de microesclerodios e conidios submersos de Trichoderma, atre-
lado a baixa contaminagio e alto rendimento de biomassa final. Além disso, a fermentacio
submersa ¢ totalmente compativel aos equipamentos de processamento pos-produgio para
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Fotos: Nilce Naomi Kobori; Gabriel Moura Mascarin.

Figura 5. Métodos de secagem de microesclerddios e conidios submersos de Trichoderma apos produ-
¢do por fermentacio liquida submersa. A) Secagem lenta em cimara com aeraco forcada. B) Teste de
viabilidade e produgdo de conidios pelos grinulos de microesclerédios formulados com inerte argilo-
mineral, ap6s 7 dias sob reidratagio em meio agar-dgua (2% m/v (massa/volume)). C) Leito fluidizado
de bancada para testes em escala piloto com controle de vazio de atomizacio da calda fermentada
contendo microesclerddios e/ou conidios submersos de Trichoderma sp. e controle da temperatura de
secagem. D) Detalhe do tratamento via recobrimento de sementes de trigo usando o leito fluidizado
de bancada (fotos 4 esquerda) e, em seguida na foto 4 direita, detalhe da germinacio das sementes
acompanhada do crescimento e proliferacio de Trichoderma sp. em meio agar-dgua.

beneficiamento, extracio, secagem e formulacio de Trichoderma spp., uma vez que usa os
mesmos equipamentos da industria de fermentagio liquida de outros microrganismos.

Uma questio importante concerne 4 decisio de qual tipo de propagulo se pretende utilizar
no biocontrole de fitopatogenos, o que dependera também a forma de aplicagio e sistema de
producio da cultura de interesse. Entre clamidosporos, conidios e microesclerddios, os dois
ultimos tém a capacidade de germinar em menos de 24 horas, logo esses propagulos sio mais
rapidos do que clamiddsporos. Além disso, tanto conidios submersos quanto microesclerd-
dios produzidos em meio liquido sio mais facilmente coletados para fins de processamento
em formulacdes solidas ou liquidas. Entretanto, microesclerddios estabilizados em matrizes
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inorganicas, como terra diatomacea, na forma de grinulos secos (< 5% umidade final) tém
proporcionado uma excelente vida de prateleira tanto em temperatura ambiente (minimo de
6 meses) ou sob refrigeragio a 4 °C (minimo de 12 meses) (Jackson et al., 2015 patente; Kobori
et al,, 2015).

A avaliagio da sobrevivéncia desses microesclerodios em formulagio granular é realizada
mediante teste de germinacio vegetativa (miceliogénica) seguida da producio de conidios
(germinacio esporogénica) por estas estruturas apos reidratagio por um periodo entre 7 a 10
dias a 28°C em meio agar-agua (2% p/v) (Kobori et al., 2015). Em estudos ndo publicados,
Kobori e colaboradores também verificaram que é possivel realizar secagem rapida utilizando
a técnica de atomizacio ou do inglés spray drying tanto de conidios submersos quanto de
microesclerodios produzidos em meio liquido. Esses mesmos autores também conseguiram
concentragdes de até 2 x 10" conidios submersos L™ e 5 x 10" microesclerodios L' em apenas 3
dias de fermentacio liquida em biorreator de bancada de 5 L com adequada aeragio e agitacio
(Kobori et al., em preparagio). Uma patente de Israel de 1989 também relata uma produgio de
no maximo 5 x 10" conidios submersos L' de T harzianum apos 60 h de cultivos submersos
em biorreatores de 500 L sob constante iluminagdo, temperatura entre 25 e 30°C e pH inicial
entre 5,8 e 7, utilizando uma composi¢io de meio com fontes de carbono e nitrogénio com-
plexas e de baixo custo (Tabachnik, 1989 - Patente US4837155A).

A desvantagem da fermentacio liquida é o investimento inicial na compra de biorreatores
sofisticados que permitem um controle sistematico dos pardmetros fermentativos; todavia
este custo € diluido ou amortizado com o tempo de uso do equipamento e com as vantagens
inerentes ao processo que traz economicidade, uniformidade entre lotes, rapidez e automacio,
aliados 4 facilidade de escalonamento industrial para fins de formulagio e empacotamento.

Finalmente, vale salientar que a fermentagdo liquida submersa € um processo moderno
e robusto, 0 qual continuara se aperfeigoando nos mais variados sistemas de producio de
microrganismos benéficos aplicados na agricultura. Devido s intmeras vantagens em
custo operacional, versatilidade em produzir rapidamente diferentes estruturas fungicas
de Trichoderma, somada a facilidade de automacio e escalabilidade gerando vantagens
competitivas em relagio a fermentagio solida-estatica, & indubitavel e inevitavel que haja uma
tendéncia de as empresas de biopesticidas migrarem ou investirem nesta tecnologia a curto e
médio prazo. A uniformidade e qualidade do produto final com atraente custo-beneficio sio
inerentes a este bioprocesso e contribuira com a expansio da adogdo de Trichoderma e outros
fungos beneéficos na agricultura brasileira.
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Consideracoes Finais

Dentre os fungo as espécies de Trichoderma spp. sio mais utilizadas comercialmente no
Brasil (mais de 5 milhdes de hectares tratados) com varias biofabricas produzindo dezenas de
toneladas por semana de esporos deste fungo crescidos em grios de cereais por fermentacio
em estado solido, € seguro afirmar que existe uma oportunidade incrivel de adotar esta tec-
nologia para desenvolver novas formulagdes comerciais a base de seus propagulos submersos.

No geral, existe uma ampla caréncia envolvendo pesquisa em tecnologia de producio
massal de Trichoderma por fermentagio liquida submersa, bem como de outros fungos fila-
mentosos benéficos que sio utilizados como biocontroladores de pragas e doencas de plantas
no Brasil. As perspectivas esperadas com os avancos nestes estudos em parceria com o setor
privado, composto pelas industrias de biopesticidas microbianos, é a expansio e consolidagio
das tecnologias de fermentacio para Trichoderma spp.

No aspecto biotecnoldgico, formulagdes de biopesticidas devem visar a competitividade
econdmica frente aos produtos quimicos, o que esta diretamente relacionado com a eficiéncia
do processo produtivo, a otimizagio e utilizagio de matérias-primas de qualidade e com prego
acessivel. Alem disso, a protecio e manutengio da viabilidade do principio ativo visando a
persisténcia e a eficacia em campo. Outro aspecto relevante de bioformulacdes € a especificida-
de dos microrganismos que, na visdo ambiental, de saide do trabalhador e ainda nio residual
a0 consumidor, ¢ extremamente favoravel.
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