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Pessa, Bianca Oliveira. Reaproveitamento De Residuo Agroindustrial de Arroz
Para Cultivo Microbiano. 2025. Dissertagdo (Programa de Pés-graduagcdo em
Biotecnologia) — UFSCar, Sdo Carlos, 2025.

RESUMO

O controle bioldgico € uma alternativa promissora aos agroquimicos no manejo de
pragas e doengas, pela crescente demanda por praticas agricolas mais sustentaveis.
Entre os microrganismos utilizados, destaca-se o fungo filamentoso Trichoderma
harzianum por seu potencial no controle biolégico e na promogédo do crescimento
vegetal, sendo cultivado em estado sélido (CES) com arroz como principal substrato.
Ao final do processo de cultivo, esse arroz se torna um residuo pouco utilizado e sem
uso descrito. Este estudo avaliou a viabilidade de reprocessar esse material para
reutilizacdo em novos ciclos de cultivo. O arroz residual foi transformado em uma
formulacao prensavel e utilizado como substrato para um novo ciclo de cultivo de T.
harzianum. Foram avaliadas a produgdo de esporos, a viabilidade celular, as
propriedades fisico-quimicas e a adicdo de bentonita de sédio como aditivo para
aumentar a produtividade. Entre os principais resultados, a formulacdo do arroz
residual com a adicado de 2% de bentonita resultou em um rendimento maximo de 1,4
x 10° esporos/grama de substrato seco, atingindo niveis comparaveis ao arroz
parboilizado fresco (2,2 x 10° esporos/grama de substrato seco), mantendo também a
viabilidade do microrganismo cultivado no residuo. A analise elementar (CHN) revelou
teores de carbono e nitrogénio semelhantes aos do arroz fresco, indicando que n&o
ha necessidade de suplementagao nutricional. Os resultados demonstram que a
reutilizacdo do arroz cultivado € tecnicamente viavel e representa uma alternativa
eficaz para reduzir custos e aumentar a sustentabilidade na producao de biopesticidas
a base de Trichoderma, além de contribuir para o uso de residuos agroindustriais em

biofabricas.

Palavras-chave: Biopesticidas, Fermentacdo em Estado Sdélido, Trichoderma

harzianum.



Pessa, Bianca Oliveira. Reuse of Rice Agroindustrial Waste for Microbial
Cultivation. 2025. Dissertation (Postgraduate Program in Biotechnology) — UFSCair,
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ABSTRACT

Biological control has emerged as a promising alternative to agrochemicals for pest
and disease management, driven by the growing demand for more sustainable
agricultural practices. Among the microorganisms employed, the filamentous fungus
Trichoderma harzianum stands out for its potential in both biological control and plant
growth promotion, typically cultivated in solid-state fermentation (SSF) using rice as
the main substrate. At the end of the cultivation process, this rice becomes an
underutilized residue with no established application. This study evaluated the
feasibility of reprocessing this material for reuse in successive cultivation cycles. The
residual rice was transformed into a pressable formulation and used as a substrate for
a new cultivation cycle of T. harzianum. Spore production, cell Vviability,
physicochemical properties, and the effect of sodium bentonite as an additive to
enhance productivity were assessed. Among the main findings, the formulation of
residual rice supplemented with 2% bentonite achieved a maximum yield of 1.4 x 10°
spores per gram of dry substrate, a level comparable to fresh parboiled rice (2.2 x 10°
spores per gram of dry substrate), while maintaining the viability of the microorganism
cultivated on the residue. Elemental analysis (CHN) revealed carbon and nitrogen
contents similar to those of fresh rice, indicating that additional nutritional
supplementation was unnecessary. Overall, the results demonstrate that the reuse of
cultivated rice is technically feasible and represents an effective strategy for reducing
costs and enhancing sustainability in the production of Trichoderma-based
biopesticides, while also contributing to the valorization of agro-industrial residues in

biofactories.

Keywords: Biopesticides, Solid-state Fermentation, Trichoderma harzianum.
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1. Capitulo 1 - Introdugao

Neste capitulo, apresenta-se o referencial tedrico que permeou o
desenvolvimento deste trabalho. Sera abordado o panorama do mercado de agentes
de controle biolégico, a descrigdo e aplicagdo de microrganismos do género

Trichoderma na agricultura, bem como a justificativa que permeia o trabalho.

1.1.Panorama geral da agricultura atual

A agricultura € o eixo central da seguranga alimentar mundial e desempenha
papel essencial na estabilidade econdémica global. A intensificagdo da produtividade
agricola € um dos maiores desafios enfrentados atualmente. Segundo estimativas da
Organizagao das Nacgdes Unidas para a Alimentagéo e a Agricultura (FAO, do inglés,
Food and Agriculture Organization), sera necessario aumentar a produgédo mundial de
alimentos em, pelo menos, 60% até 2050 para atender a demanda alimentar. Esse
desafio ocorre em um cenario marcado pela limitacdo de recursos naturais, mudancgas
climaticas e demanda por sistemas produtivos mais sustentaveis (/nternational Plant
Protection Convention, 2022; Asad, 2022).

O aumento da produtividade agricola observado desde a segunda metade do
século XX foi fortemente impulsionado pela Revolugdo Verde, caracterizada pela
adocdo de mecanizacgao intensiva e, especialmente, pelo uso massivo de insumos
quimicos, como fertilizantes sintéticos e defensivos agricolas. Embora essa estratégia
tenha possibilitado avancos expressivos na produgdo, também estabeleceu um
modelo agricola altamente dependente desses insumos (Zambeneddi et al., 2021).

No cenario global, o Brasil ocupa papel estratégico como um dos maiores
produtores e exportadores de commodities agricolas. O pais lidera o ranking mundial
de producdo e exportacdo de soja, café e acucar, além de figurar entre os maiores
produtores de milho, algodao e carnes. Em 2024, o agronegdcio representou cerca de
23,8% do Produto Interno Bruto (PIB) nacional e aproximadamente 40% das
exportacgdes brasileiras, consolidando sua importancia econdmica, e, segundo dados
do Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA), foi responsavel por cerca de 40% das
exportagdes nacionais (CNA, 2024; IBGE, 2025).
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Apesar desse protagonismo, a producao agricola enfrenta perdas significativas.
Estima-se que até 40% da producdo mundial seja comprometida por pragas e
doencgas, implicando redugdo de produtividade e aumento dos custos de manejo
fitossanitario (FAO; IPPC, 2022). Como resposta, consolidou-se no Brasil o uso
intensivo de agroquimicos, e o pais ocupa, desde 2008, a posicdo de maior
consumidor mundial desses insumos, com aproximadamente 720 mil toneladas de
ingredientes ativos comercializados em 2023 (IBAMA, 2024). Além disso, 0 uso
continuo dessas moléculas tem acelerado a evolugéo de resisténcia em pragas e
fitopatdgenos, exigindo doses mais elevadas ou substituicdes por compostos mais
caros e potencialmente mais toxicos (Alyokhin; Chen, 2017; Nchu, 2024).

Esse conjunto de fatores evidencia a vulnerabilidade de um modelo de produg¢ao
agricola fortemente dependente de insumos quimicos e reforga a necessidade de
alternativas sustentaveis que conciliem produtividade, seguranga alimentar e
conservagao ambiental. Nesse contexto, praticas como o Manejo Integrado de Pragas
(MIP) e o uso crescente de bioinsumos, especialmente agentes de controle bioldgico,

tém ganhado destaque como solugdes viaveis e ambientalmente mais seguras.

1.2.Bioinsumos

Historicamente, o uso de microrganismos como ferramenta agricola remonta a
estudos do inicio do século XX, com registros de aplicagbes experimentais no controle
de doencas e pragas. Nas ultimas décadas, especialmente a partir dos anos 1980, o
aperfeicoamento das técnicas de isolamento, cultivo e formulagao desses bioprodutos
permitiu a sua produgcdo em escala industrial para aplicagdes agricolas e notaveis
avancgos na producao de bioinsumos (Mascarin et al., 2019). A crescente preocupagao
com a contaminagao ambiental causada pelo uso excessivo de pesticidas quimicos
aumentou o interesse no Manejo Integrado de Pragas (MIP), onde os bioinsumos
atuam em conjunto ou substituem os quimicos (Cavalcante et al., 2008).

Bioinsumos sao produtos utilizados para fins agricolas que desempenham um
papel significativo na melhoria do rendimento e na saude das plantas, no aumento da
disponibilidade de nutrientes no solo e na proteg&o contra pragas e doengas. Dentro
do segmento dos bioinsumos existem os biopesticidas, os biofertilizantes, extratos de

algas e metabdlitos secundarios, que produzem uma variedade de compostos
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bioativos que estimulam o crescimento e desenvolvimento das plantas (Pacheco et
al., 2025, Thangaraj et al., 2025).

No Brasil, o avanco dos bioinsumos foi impulsionado tanto por politicas
publicas, como o Programa Nacional de Bioinsumos (PNB), quanto pela evolugéo de
marcos regulatérios que simplificaram o registro e ampliaram a segurancga juridica
para produtores e fabricantes. De acordo com a CropLife Brasil (2024), o mercado
cresceu 15% na safra 2023/2024, um crescimento de 15% em relagdo ao ciclo
anterior. Esse desempenho supera amplamente a média global e posiciona o pais
entre os maiores consumidores de bioinoculantes, biofungicidas e bionematicidas.

A mesma fonte (CropLife Brasil, 2025) indica que, na safra 2024/2025, a area
tratada com bioinsumos chegou a 156 milhdes de hectares, um incremento de 13%
em relagao ao ciclo anterior, com taxa média de adogcao em area de 22%, quatro vezes
acima da média global. Projegdes indicam crescimento de até 60% no mercado até
2030, com previsao de superar R$ 9 bilhdes, e participagdo do Brasil chegando a
11,3% do mercado global, especialmente nos segmentos de bioinoculantes e
biodefensivos (Agrolink, 2025).

Além das vantagens agricolas diretas, a adogao de bioinsumos contribui para
reducao de custos de producido a medio e longo prazo e melhora a imagem do produto
agricola perante mercados internacionais, cada vez mais exigentes quanto a critérios
de sustentabilidade. Em cultivos como soja, milho e cana-de-agucar, os bioinsumos ja
sao utilizados em mais de 150 milhdes de hectares, representando cerca de 26% da

area cultivada nacional (Pacheco et al., 2025; Forbes Brasil, 2025).

1.2.1. Agentes de controle biolégico

O controle biolégico ocorre em qualquer ecossistema sem a necessidade da
agao humana. Por sua vez, o homem pode interferir, manipular e facilitar a agao dos
agentes de controle biolégico (Fontes e Valadares-Inglis, 2020). Os agentes de
controle biolégico, também conhecidos como biopesticidas, sdo um dos principais
segmentos de bioinsumos, essenciais para o Manejo Integrado de Pragas (MIP), pois
oferecem alternativas sustentaveis que reduzem a dependéncia de insumos quimicos
na agricultura (Bettiol et al., 2011).

O controle bioldgico oferece uma alternativa baseada no uso de inimigos

naturais das pragas, promovendo o equilibrio ecolégico. Sao baseados em



14

organismos vivos e utilizados para controlar populagdes de pragas, doencgas ou
organismos indesejados na agricultura. Essa abordagem vem ganhando destaque nas
ultimas décadas devido a crescente demanda por praticas agricolas mais seguras e
ambientalmente responsaveis (Fontes e Valadares-Inglis, 2020; Nchu et al., 2024).

Os agentes podem ser classificados conforme sua origem e modo de acgao,
incluindo organismos vivos (microrganismos, animais microscopicos e
macrorganismos) e produtos naturais derivados desses organismos. Os inimigos
naturais podem ser predadores, se alimentando de diversos individuos da praga ou
podem ser agentes de controle biolégico microbianos (Fontes e Valadares-Inglis,
2020).

Muitos microrganismos, como bactérias e fungos, secretam compostos
antimicrobianos (antibidticos, enzimas liticas, substancias volateis, sideroforos,
peptideos, proteinas, fendis, terpenos, policetideos) que inibem ou matam os
patdgenos (Asad, 2022). Por exemplo, fungos como Trichoderma spp. produzem mais
de 100 metabdlitos secundarios. Bacillus thuringiensis € a bactéria mais utilizada
globalmente, toxica para lagartas (Lepidoptera), besouros (Coleoptera), moscas
(Diptera) e nematoides (Fontes e Valadares-Inglis, 2020).

As doencgas e pragas controladas por agentes bioldégicos abrangem algumas
das mais relevantes em cultivos agricolas brasileiros. Em soja, destacam-se o mofo-
branco (causado por Sclerotinia sclerotiorum) e a antracnose (Colletotrichum
truncatum), além de nematoides como Meloidogyne spp. e Heterodera glycines, que
estdo entre os maiores responsaveis por perdas produtivas. Em milho, o controle
biolégico € aplicado contra o complexo de podridées radiculares (Fusarium spp.,
Rhizoctonia solani) e doencas foliares como a antracnose (Colletotrichum
graminicola). Na cana-de-acucar, destacam-se a podriddo-abacaxi (Ceratocystis
paradoxa) e podridées de raiz causadas por outros fungos do solo. Esses exemplos
ilustram que o controle biolégico ndo se limita a nichos especificos, mas atua sobre
patdbgenos amplamente distribuidos, muitos dos quais apresentam crescentes niveis
de resisténcia a fungicidas e bactericidas quimicos, reforcando sua relevancia
agronémica (Meyer; Mazaro; Silva, 2019; Yao et al., 2023; Chen et al., 2025).

A diversidade de agentes e seus mecanismos de acdao permite o
desenvolvimento de estratégias integradas de manejo, que combinam multiplas

taticas para aumentar a eficacia do controle e minimizar os riscos ambientais. Dessa
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forma, os agentes de controle bioldgico representam uma ferramenta essencial para

a agricultura sustentavel.

1.2.2. Producgao Industrial dos Agentes de Controle Microbiolégico

A demanda por agentes de controle biolégico no Brasil e no mundo reflete uma
preocupagao cada vez maior com a seguranga alimentar e a sustentabilidade da
producao agricola. Nesse contexto, os produtos baseados em microrganismos tém se
destacado como a principal categoria de bioinsumos. No Brasil, fungos do género
Trichoderma spp. tem sido um agente crucial, com o primeiro produto comercial
registrado em 2006 e um uso que ja abrange milhdes de hectares (Bettiol et al., 2013;
2014; Pacheco et al., 2025).

Para atender a demanda desses produtos, a produgao industrial de agentes
microbianos para uso agricola é fundamental e visa obter um produto com
caracteristicas padronizadas de pureza, viabilidade no armazenamento, economia,
facilidade de aplicacéo e eficiéncia no controle do alvo. A produgao de microrganismos
benéficos normalmente utiliza esporos como ingrediente ativo principal e é realizada
por meio de diferentes tipos de fermentacao: a fermentagao submersa, a fermentagao
bifasica e a fermentacdo em estado sdlido (FES) (Krishna, 2005; Farinas, 2015).

No processo da fermentagdo submersa os microrganismos séo cultivados em
um meio liquido que contém fontes de carbono, nitrogénio e outros nutrientes. Esse
processo oferece maior controle das variaveis, sendo amplamente utilizada para
producao de enzimas (Farinas, 2015). Entretanto, os propagulos produzidos nessa
fermentacao, denominados blastésporos, sdo hidrofilicos e perdem viabilidade mais
rapidamente durante o armazenamento (Pham et al., 2010). A fermentagao bifasica
envolve o uso do meio liquido para producao de blastésporos e a transferéncia desses
propagulos para um meio sélido para produzir os esporos que serao utilizados nos
diferentes tipos de formulagdo. (Silva et al., 2024).

A fermentacdo em estado sélido (FES) é considerada a melhor opgéo para a
producao massal de esporos fungicos, pois o crescimento de microrganismos ocorre
sobre substratos solidos, sem presenca de agua livre, condicdo semelhante a seu
habitat natural (Mascarin et al., 2019). Essa técnica apresenta vantagens como maior
densidade de esporulagdo, menores custos energéticos e possibilidade de utilizagao

de residuos agroindustriais como substrato. Os fatores que influenciam esse tipo de
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fermentacao incluem composi¢cao nutricional e granulometria do substrato, teor de
umidade, aeragao e temperatura (Krishna et al., 2005).

Componentes inertes tém sido amplamente empregados como suportes fisicos
em processos de fermentacdo em estado sélido, incluindo argilas bentoniticas,
vermiculita e espumas poliméricas. Esses materiais contribuem para a estabilidade
estrutural do substrato, favorecendo a distribuicdo de umidade, aeracao e formagao
de redes hifais continuas, aspectos essenciais para o crescimento de fungos
filamentosos em meios de baixa umidade, como no cultivo de Trichoderma (Wang et
al., 2021).

No desenvolvimento de bioinsumos, a escolha do suporte esta diretamente
relacionada a sua fungdo. Em formulagbes secas ou granuladas, por exemplo, a
adicdo de argilas bentoniticas pode aumentar a estabilidade e a viabilidade dos
esporos durante o armazenamento, reduzindo a perda de integridade celular ao longo
do tempo (Silva et al., 2024). Além disso, devido as suas propriedades fisico-quimicas,
como elevada capacidade de troca catidnica, retencao hidrica e estrutura lamelar
expansivel, a bentonita € capaz de melhorar caracteristicas fisicas de substratos e
solos, aumentando a disponibilidade de agua e nutrientes e estimulando a atividade
microbiana e enzimatica associada a ciclos bioquimicos essenciais (Al-Taey et al.,
2023). Estudos mostram que a adigdo de bentonita pode aumentar a sobrevivéncia
de propagulos microbianos, como observado para Bacillus subtilis e Trichoderma
asperelloides, indicando que sua atuacao néo é apenas fisico-estrutural, mas também
protetora e estabilizadora de células e esporos (Silva et al., 2024).

No contexto da producéo de fungos para controle biolégico no Brasil, o arroz
permanece como o substrato padrdo para a produg¢do de esporos em larga escala,
devido a sua composicao nutricional, resisténcia estrutural, disponibilidade e custo
acessivel, além de permitir a padronizagdo microbiolégica e operacional
(Hewavitharana et al., 2018; Mascarin et al., 2019). No entanto, o uso intensivo desse
cereal na fabricagao de bioinsumos gera grande volume de residuo pds-fermentativo,
ainda com potencial bibtico significativo.

Assim, a incorporacao de bentonita nos processos de FES é uma estratégia
que visa reconstituir a porosidade, modular a retencdo de umidade e reduzir a
compactacgao estrutural ao longo de ciclos sucessivos de uso, mantendo a eficiéncia

de crescimento e esporulacao de Trichoderma harzianum.
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Considerando que a eficiéncia da producao de esporos em fermentagdo em
estado solido depende diretamente das caracteristicas fisico-quimicas do substrato,
especialmente da sua porosidade, capacidade de retengdo de agua e suporte ao
crescimento micelial, diferentes materiais tém sido avaliados na literatura. A Tabela 1
apresenta estudos que demonstram a variagao da esporulacao de fungos de interesse
em diferentes substratos,

biotecnoldgico, incluindo Trichoderma harzianum,

evidenciando que a estrutura do meio exerce papel chave na produtividade fungica.

Tabela 1 — Rendimento de microrganismos cultivados em estado sélido

Isolado Esporos/grama Substrato Cultivo Referéncia
T. harzianum 2,3-7,4 x 108 Farelo de milho 28 °C, 7 dias Cavalcante, 2008
T. harzianum 2,2-5,8 x 108 Arroz 28 °C, 7 dias Cavalcante, 2008
T. harzianum 9,2 x 107 Farelo de arroz 25°C, 8 dias Sargin, 2013
T. harzianum 11 % 100 Semente de 550 g gias Sargin, 2013

apalgodao

T. harzianum 1,6 x 108 Arroz 28 °C, 12 dias Muniz, 2018
T. harzianum 2,6 x 108 Arroz 28 °C, 12 dias Muniz, 2018
T. harzianum 0,5 x 108 Arroz 28 °C, 12 dias Muniz, 2018
B. bassiana 1,02 x 10 Arroz 25°C, 12 dias, Posada-Flérez, 2008
B. bassiana 1,6 x 10° Arroz 27 °C, 10 dias Cando-Narvaez, 2021
B. bassiana 2,8 x 10° Farelo de trigo 27 °C, 10 dias Cando-Narvaez, 2021
M.anisopliae 4.5 x 10° Arroz 27 °C, 12 dias Pham et al., 2010

Entretanto, o uso desse cereal como matéria-prima industrial levanta questoes
econbmicas, uma vez que se trata de um alimento basico para grande parte da
populacao brasileira e mundial. O arroz € um dos trés cereais mais importantes para
a alimentagdo, juntamente com o milho e o trigo, que juntas fornecem mais de 40%
do consumo caldérico humano. Além disso, estima-se que mais da metade da
populagdo do mundo possui o arroz como principal alimento consumido. Com o
crescimento do mercado de bioinsumos, a demanda por arroz como substrato também
se intensifica, aumentando a competicdo com o setor alimenticio (Ferreira, Barrigossi,
2021).

O residuo solido de arroz gerado apos o ciclo produtivo e a extragdo de esporos
deve ser descartado adequadamente, geralmente destinado a incineragdo para
producao de energia. A moagem desse residuo sélido para uso como substrato em
formulacbes pode ser uma alternativa simples, econdmica e livre de residuos,

utilizando o conceito de “biorrefinaria completa”, permitindo a bioconversao de um
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residuo agroindustrial em um produto de valor agregado para reduzir o impacto
ambiental (Farinas, 2015; Silva et al., 2024).

1.3. Género Trichoderma spp: mecanismos de agao para controle de

fitopatdogenos e promogao do crescimento vegetal

O género Trichoderma é um grupo de fungos filamentosos presente em
praticamente todos os tipos de solos e ambientes naturais. S&do microrganismos
versateis e oportunistas, capazes de atuar tanto como agentes de controle biolégico
quanto como promotores de crescimento vegetal. As espécies do género sao
tipicamente de crescimento rapido e reportadas por serem capazes de resistir a
condicbes ambientais adversas, principalmente por sua habilidade em produzir
esporos e outras estruturas de resisténcia. Entre as espécies de maior importancia
agricola estao T. harzianum, T. viride e T. atroviride, com destaque para T. harzianum
pela sua adaptabilidade a diferentes condi¢des edafoclimaticas e eficacia em variados

sistemas de cultivo (Meyer; Mazaro; Silva, 2019; Contreras-Cornejo et al., 2024).

1.3.1. Micoparasitismo

Através de estimulos quimicos no solo, o fungo é capaz de detectar outros
fungos e crescer em sua diregdo. Proteinas reconhecem o patégeno e o micélio
penetra a parede celular do patégeno, com liberagdo de enzimas hidroliticas como
quitinases e glucanases que degradam os componentes estruturais da parede celular
e podem inibir a germinagao dos esporos ou das hifas do fitopatégeno (Gomes et al.,
2015; Meyer; Mazaro; Silva, 2019; Contreras-Cornejo et al., 2024).

1.3.2. Antibiose

O género produz diversos metabdlitos secundarios, volateis e nao volateis, com
atividade antimicrobiana capaz de inibir ou impedir o desenvolvimento de diversos
patdogenos. Estudos de gendmica comparada demostraram que as espécies de
Trichoderma tém as maiores reservas de clusters de genes relacionados com a
biossintese de metabdlitos secundarios (Meyer; Mazaro; Silva, 2019; Contreras-
Cornejo et al., 2024).
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1.3.3. Competicao

O Trichoderma é um excelente competidor por espaco e recursos nutricionais.
Sua capacidade de colonizar rapidamente a rizosfera e utilizar uma ampla gama de
fontes de carbono e nitrogénio, incluindo exsudatos radiculares, reduz a
disponibilidade desses recursos para os patdégenos. A produgdo de sideroforos
(compostos que quela e sequestram ferro) e a solubilizacdo de fosfatos também
contribuem para essa vantagem competitiva (Meyer; Mazaro; Silva, 2019; Contreras-
Cornejo et al., 2024).

1.3.4. Inducgado de Resisténcia em Plantas (IRS/SAR)

A inducdo de resisténcia em plantas € um mecanismo indireto de controle
bioldgico. O género Trichoderma ativa o sistema de defesa da planta hospedeira por
diversas vias metabdlicas diferentes, seja pela liberagao de peptideos, proteinas e/ou
compostos de baixo peso molecular que atuam como moléculas sinalizadoras
(MAMPs). A interacdo com o Trichoderma desencadeia uma cascata de transdugao
de sinais que leva a fortificagao das paredes celulares (deposi¢ao de calose € lignina),
producdo de metabdlitos secundarios antimicrobianos (fitoalexinas) e proteinas de
defesa (PR-proteins, quitinases, glucanases) e, o acumulo de fitohormdnios como
acido salicilico (SA), etileno (ET) e acido jasménico (JA), que sado essenciais para a
resposta imune sistémica. Trichoderma pode modular o equilibrio hormonal da planta,
induzindo Resisténcia Sistémica Adquirida (SAR, do inglés, Systemic Acquired
Resistance) ou Resisténcia Sistémica Induzida (ISR, do inglés, Induced Systemic
Resistance) (Hermosa et al., 2014; Contreras-Cornejo et al., 2024; Thangaraj,

Balamurali e Muthusamy, 2025).

1.3.5. Promogéao do Crescimento Vegetal

Além do controle de doencgas, muitas linhagens de Trichoderma, incluindo T.
harzianum, promovem o crescimento das plantas, aumentando a biomassa, o
desenvolvimento do sistema radicular, a absorcdo de nutrientes e a eficiéncia

fotossintética. Dentre os fatores pelos quais o género é reconhecido estdo a producéo
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de fitohorménios, como o &acido indolacético (AIA) e analogos de auxina, que
influenciam o alongamento celular e a arquitetura das raizes, a melhora na
solubilizagdo e absorgdo de nutrientes, como fésforo, ferro, zinco e outros
micronutrientes, tornando-os mais disponiveis para a planta e a protecdo contra
estresses abidticos, como o estresse salino e hidrico, tornando as plantas mais
tolerantes (Hermosa et al., 2014; Contreras-Cornejo et al., 2024; Thangaraj,

Balamurali e Muthusamy, 2025).

1.3.6. Principais Patégenos Controlados pelo Género Trichoderma

Esses mecanismos podem atuar de forma sinérgica, resultando em controle
eficiente e duradouro das doencas de plantas. Os principais fitopatégenos incluem
causadores de murchas, podriddes radiculares e tombamento, como espécies do
género Fusarium spp., Pythium spp., Rhizoctonia spp., Sclerotinia spp., Botrytis spp.,
Phytophthora spp., Verticillium spp., Colletotrichum spp., (Yao et al., 2023; Chen et al.,
2025).

Além de outros fungos, o género Trichoderma spp. pode controlar doencgas
bacterianas como a podriddo mole em repolho causada por Pectobacterium
carotovorum subsp. Carotovorum. Foi demonstrado controle de Pseudomonas
syringae pv. lachrymans em pepineiro e Ralstonia solanacearum e Xanthomonas
euvesicatoria em tomateiro. O género também ¢é antagonista conhecido de
nematoides fitoparasitas como Pratylenchus zeae e Radopholus similis (Meyer;
Mazaro; Silva, 2019; Yao et al., 2023; Chen et al., 2025).

1.4. Justificativa

O crescimento acelerado do mercado de bioinsumos no Brasil, impulsionado
pela busca por alternativas sustentaveis aos insumos quimicos, tem ampliado
significativamente a demanda por microrganismos utilizados no manejo fitossanitario
e na promogao do crescimento vegetal. Nesse contexto, o cultivo em estado sdlido
(FES) é amplamente empregado em biofabricas para a produ¢do de agentes de
biocontrole, destacando-se o uso de Trichoderma harzianum devido a sua eficiéncia

e adaptabilidade a diferentes sistemas agricolas.
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Dentre os substratos utilizados para FES, o arroz destaca-se como principal
insumo, em razdo de sua elevada disponibilidade de amido, estabilidade fisica e
excelente area superficial, caracteristicas que favorecem altas taxas de esporulacio.
No entanto, o uso intensivo desse cereal para fins industriais implica um desvio de um
alimento basico da cadeia de abastecimento humano, especialmente no Brasil, onde
0 arroz ocupa posicao central na seguranga alimentar (Ferreira, Barrigossi, 2021).

Adicionalmente, o arroz representa parcela relevante dos custos de producéao
em biofabricas, de modo que a busca por alternativas que reduzam sua demanda é
estratégica tanto do ponto de vista econémico quanto ambiental. Apds o primeiro ciclo
de cultivo e a extracdo de esporos, o arroz utilizado como substrato € atualmente
descartado, geralmente por incineragdo, mesmo contendo residuos de matéria
organica e metabalitos que poderiam sustentar novos ciclos de fermentagéo ou servir
como insumo para outras aplicagdes (De La Cruz Quiroz, 2015; Silva et al., 2024).

O reaproveitamento desse material residual apresenta potencial para
racionalizar o uso de recursos, reduzir custos operacionais, diminuir o volume de
residuos agroindustriais e mitigar impactos ambientais associados a sua destinagéo,
além de possibilitar o desenvolvimento de novas formulagbes e produtos, como
biofertilizantes ou condicionadores de solo, alinhando-se aos principios da economia
circular.

Apesar de seu potencial, sdo escassos os estudos cientificos que avaliem a
viabilidade técnica e econdmica do reuso do arroz apds cultivo de microrganismos,
nesse sentido, a presente pesquisa busca contribuir para preencher essa lacuna,
propondo e avaliando um processo de reaproveitamento do arroz residual proveniente

da producgao de T. harzianum como substrato para novo ciclo de cultivo.

1.5.Objetivos

1.5.1. Objetivo Geral

O objetivo deste estudo foi investigar o reaproveitamento de arroz residual,
previamente utilizado como substrato, em novos ciclos de Cultivo em Estado Sdélido,
utilizando Trichoderma harzianum como organismo modelo para a produgédo de

microrganismos.
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1.5.2. Objetivos Especificos

Para atingir o objetivo geral, os objetivos especificos deste trabalho foram:

e Desenvolver uma formulacéo a base do residuo de arroz previamente cultivado
para sua utilizagdo como substrato no Cultivo em Estado Sdlido de
Trichoderma harzianum;

e Comparar o desempenho do cultivo no arroz reprocessado com aquele obtido
em arroz fresco, quanto a producao de biomassa;

e Comparar a viabilidade da cepa no substrato reaproveitado em relagao ao

substrato fresco.

2. Capitulo 2 — Materiais e Métodos

Este capitulo apresenta os procedimentos experimentais utilizado para avaliar
o reuso do residuo de arroz previamente empregado no cultivo de Trichoderma

harzianum, visando a um segundo ciclo de cultivo do mesmo microrganismo.

2.1. Materiais

Os experimentos realizados neste trabalho utilizaram esporos da espécie
Trichoderma harzianum (cepa LQC99), da Colegao de Microrganismos de Importancia
Agricola e Ambiental (CMAA) da Embrapa Meio Ambiente, localizada em Jaguariuna,
Sao Paulo, Brasil (22°43'43" S; 47°01'04" W). Suspensdes de esporos foram
preparadas em solugéao estéril de NaCl a 0,85% (p/v) (Dinédmica®, Indaiatuba, Brasil),
com 20% (v/v) de glicerol (Dindmica®, Indaiatuba, Brasil), e armazenadas a -80 °C.
Essas suspensbes foram utilizadas como fonte de indculo para cultivo do
microrganismo em meio Batata-Dextrose-Agar (BDA) (Neogen®, Michigan, EUA).

O arroz residual, previamente utilizado como substrato para o cultivo de
Trichoderma harzianum, foi fornecido em forma de p6 pela empresa Simbiose Agro®,
localizada em Cruz Alta, Rio Grande do Sul, Brasil (28°44'12.55" S; 53°37'1.24" W), e
empregado como substrato reaproveitado nos ensaios experimentais. Foi utilizada
bentonita sédica (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) como suporte inerte nas

formulagées. Como controle, foi utilizado arroz parboilizado tipo 1 (marca Qualita),
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adquirido em mercados locais, que serviu como substrato de referéncia para
comparagao da produgao de biomassa.

Para a extracédo dos esporos ao final dos cultivos, utilizou-se solugdo de NaCl
0,85% contendo 1% de polioxietileno monooleato de sorbitano (Tween® 80, Synth®,
Diadema, Brasil), além de gaze tipo “queijo” para filtracdo. A determinagcéo da
viabilidade dos esporos, foi realizada por meio de plagueamento em meio BDA
suplementado com 0,5% de Triton™ X-100 (Dinédmica®, Indaiatuba, Brasil), em placas

de Petri estéreis.

2.2.Formulagoes contendo o arroz residual de Trichoderma harzianum

Com o objetivo de estabelecer uma formulagdo base viavel para os
experimentos subsequentes, foram conduzidos testes preliminares com foco na
maximizacao do uso do residuo de arroz como substrato. Ao todo, cinco formulagdes
foram avaliadas, todas preparadas na proporcao de 1:1 (m/m), organizadas em dois
grupos principais: (i) formulagdes contendo uma fonte externa de amido (amido de
milho); e (ii) formulagdes compostas exclusivamente pelo residuo de arroz
reaproveitado.

As formulagdes testadas foram as seguintes:

e Formulagédo 1: 10% (m/v) de amido de milho gelatinizado + pd do residuo de
arroz;

e Formulagéo 2: 15% (m/v) de amido de milho gelatinizado + pé do residuo de
arroz;

e Formulagéo 3: 20% (m/v) de amido de milho gelatinizado + pd do residuo de
arroz;

e Formulagéo 4: 20% (m/v) do p6 do residuo gelatinizado + pé do residuo;

e Formulagéo 5: 30% (m/v) do p6 do residuo gelatinizado + p6 do residuo.

Para o preparo do gel, tanto de amido de milho quanto do p6 do residuo de
arroz, foi realizada com agua destilada, a 70 °C, sob agitagcao constante em agitador
mecanico, por 15 minutos. Apds a gelatinizagao, o gel foi misturado, em proporgao 1:1
(m/m), a fracao do residuo de arroz. A homogeneizagao foi realizada com o auxilio de

um liquidificador, para obter de uma massa de consisténcia uniforme.
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Nessa etapa preliminar, ndo foi realizada a quantificagdo da producédo de
biomassa fungica; a selegcao da formulagédo base considerou exclusivamente critérios
qualitativos, como consisténcia, aparéncia visual, coesdo da matriz e resisténcia
mecanica do material, para investigar a possibilidade de usar o residuo como principal

componente do substrato ou a necessidade de suplementagao externa de amido.

2.3.Processamento do arroz residual em diferentes tamanhos de molde

Todas as formulagbes selecionadas foram moldadas utilizando uma prensa
hidraulica com aquecimento (modelo SL 10/30, Solab Cientifica®, Piracicaba, Brasil),
sob condigdes controladas de temperatura e pressdo. O processo consistiu na
aplicacéo de 10.000 psi, a 70 °C, durante 15 minutos. Os moldes, esféricos, em ago
inoxidavel, apresentavam altura fixa de 3 mm e didmetros variaveis de 4,5 mm, 9,5 mm
e 14,5 mm. A Figura 1 mostra um exemplo de molde utilizado e as pastilhas feitas em

cada diametro.

2
Pastilha pequena Pastilha média Pastilha grande
2.A) Altura: 3mm 2.B) Altura: 3mm 56 Altura: 3mm
Didmetro: 4,6mm Didmetro: 9,3mm ' Diametro: 14,4mm

Figura 1. Molde metalico (1.) utilizado para a obtengao das pastilhas, e representagao dos
trés tamanhos produzidos com altura uniforme e variando o didametro.
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2.4.Cultivo de Trichoderma spp. e obtengao dos esporos para os

experimentos de fermentagao em estado sélido

Para garantir a padronizag&do dos ensaios, uma nova suspensao de esporos foi
preparada para cada experimento ao longo deste trabalho. O in6culo inicial da cepa
Trichoderma harzianum foi obtido por meio da reativagao de esporos armazenados
sob ultracongelamento (-80 °C), pela transferéncia para placas de Petri contendo
meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA).

As culturas foram incubadas em camara climatizada do tipo B.O.D., sob
condi¢gbes controladas de temperatura (28 +2 °C) e fotoperiodo (12 horas de luz/12
horas de escuro), durante 7 dias. Ao final do periodo de incubagéo, os esporos foram
coletados com uma solugdo estéril de NaCl 0,85% (p/v) contendo 0,1% (v/v) de
Tween® 80. A concentracdo da suspensao foi determinada com o auxilio de uma
camara de Neubauer e ajustada para 1,0 x 107 esporos por grama de substrato seco

em todos os experimentos, conforme metodologia adaptada de Favaro et al., 2022.

2.5.Fermentacao em Estado Sélido

O crescimento de Trichoderma harzianum foi avaliado nas formulagdes
desenvolvidas. Como controle, utilizou-se arroz parboilizado tipo 1, empregado como
substrato de referéncia para cultivo convencional. Para o ajuste de umidade, 20 g de
arroz parboilizado, com umidade inicial de 3%, foram imersos em 50 mL de agua
destilada, a temperatura ambiente, por 30 minutos, atingindo aproximadamente 30%
de umidade final. O tempo de exposicao foi definido com base na estabilizagcdo da
umidade, conforme metodologia adaptada de Cavalcante et al. (2008). Para as
formulagbes prensadas, com umidade inicial em torno de 20%, optou-se por nao
realizar ajuste de umidade. A submersdo foi descartada pois comprometeu a
integridade das pastilhas.

As amostras foram distribuidas em frascos Erlenmeyer de 125 mL, contendo
20 g de substrato, e submetidas a esterilizagdo em autoclave a 121 °C por 20 minutos.
Apos o resfriamento, os frascos foram inoculados com suspensao de esporos de T.
harzianum, ajustada para a concentragédo de 1 x 107 esporos por grama de substrato
seco. Os frascos foram incubados em camaras de crescimento do tipo B.O.D., a

28 +2 °C, sob fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro, por um periodo
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de sete dias. Durante a incubacdo, as amostras foram agitadas manualmente uma

vez ao dia, para evitar a compactag¢ao da biomassa.

Figura 2. Frascos Erlenmeyer contendo pastilhas de arroz utilizadas como substrato
soélido para o cultivo. Cada frasco contém aproximadamente 20g de pastilhas.

2.6.Adicao de bentonita como suporte inerte a fermentacao em estado

solido

Para melhorar a retengdo de umidade do substrato, a bentonita sddica foi
incorporada em concentragdes de 2% e 5% (m/m), calculadas com base na massa
total final da formulagao. A adigao foi realizada apds a gelatinizagéo do arroz residual
em po, durante o preparo da massa. A escolha pela bentonita sddica deve-se a sua
elevada capacidade de absorg¢ao de agua e expansao, caracteristicas que favorecem
a estabilidade hidrica ao longo do cultivo. O efeito da adigéo foi avaliado com base na

producao de biomassa, expressa em esporos por grama de substrato seco.

2.7.Extracao dos esporos da fermentacao em estado soélido

Ap0ds o término do periodo de cultivo a extragao dos esporos foi realizada por
meio de um processo de filtragem. A biomassa fungica foi submetida a agitagdo em
solugao salina contendo NaCl a 0,85% e Tween 80 a 1% (v/v), na proporgao de 2,5 mL
de solugao para cada 1 g de substrato seco. As amostras permaneceram sob agitacéo
em agitador orbital, a 250 rpm e 25 £ 2 °C, durante 30 minutos. Aliquotas da solugao

foram utilizadas para a contagem de esporos em camara de Neubauer, sob
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microscopio optico com aumento de 40x, conforme metodologia descrita por Bettiol et
al. (2013).

2.8.Equacoes

A concentragao foi inicialmente expressa em esporos por mililitro, conforme a

equacao 1:

N x FD x 25

L =
esporos/m 102

(Equacéao 1)
Sendo:
N = média de contagem nas areas da camara;
FD = fator de dilui¢ao utilizado;
25 = numero de quadrantes utilizados na camara de Neubauer;

104 = volume total da lamina, em mililitros.

A concentracao final foi convertida para esporos por grama de substrato seco,

obtida pela equacgao 2:

esporos/mL x volume de extragao

esporo/g = massa de substrato seco

(Equacéo 2)
Sendo:
esporos/mL = a concentracio estimada pela Camara de Neubauer;
Volume de extragdo = volume da solu¢do NaCl 0,85%/Tween 1% utilizado (50mL);
Massa de substrato seco = quantidade inicial de substrato utilizada no cultivo (20g).

A viabilidade dos esporos foi determinada por plagueamento em meio BDA
suplementado com 0,5% de Triton™ X-100, utilizando diluicbes seriadas da
suspensao e a técnica de espalhamento em superficie (spread plate). As placas foram

incubadas a 28 +2 °C, por 48 horas, em camara do tipo B.O.D. A viabilidade foi
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estimada com base no crescimento e na formacdo de Unidades Formadoras de
Colbnias (UFC), conforme metodologia descrita por Bettiol et al. (2013).
O calculo para determinagdo de UFC por grama, com base na contagem em

placa de Petri, foi realizado pela equagéao 3:

N x diluicao x volume de extracgao

UFC =
/9 massa de substrato seco

(Equacéo 3)

Sendo:

N = numero médio de colbnias da diluicdo selecionada;

Dilui¢éo = diluicao seriada em que a contagem das col6nias em placa é obtida;
Volume de extragdo = volume da solugao NaCl 0,85%/Tween 1% utilizado (50mL);

Massa seca extracdo = quantidade inicial de substrato utilizada no cultivo (20g).

2.9.Caracterizagoes

Para avaliar as propriedades dos substratos foram realizadas analises
complementares que contribuiram para a compreensdo do desempenho das
formulagcdes no cultivo em estado sdélido. As técnicas aplicadas incluiram analise
elementar (CHN), microscopia eletrénica de varredura (MEV) e medida do angulo de
contato.

A analise elementar (CHN) foi utilizada para determinar os teores de carbono
(C), hidrogénio (H) e nitrogénio (N) no arroz parboilizado e no residuo de arroz. As
amostras secas e moidas foram submetidas a combustdo completa em Analisador
Elementar AE 2400 (PerkinElmer, Massachusetts, EUA) e os dados obtidos
permitiram estimar a necessidade de suplementacao nutricional nas formulacdes.

A caracterizagdo morfolégica da superficie e das fraturas das pastilhas foi
realizada por MEV, com auxilio do equipamento JSM-6510 (JEOL). As amostras foram
fixadas em stubs de aluminio, metalizadas com ouro e analisadas em modo elétron
secundario sob diferentes ampliagdes.

A hidrofilia superficial foi determinada por meio da medida do angulo de

contato. As imagens foram capturadas com tensidmetro éptico Theta Lite (Biolin
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Scientific AB), e a analise foi realizada com o software do equipamento. Superficies
com angulo inferior a 90° foram classificadas como hidrofilicas.

A resisténcia mecanica das pastilhas formuladas a partir do residuo de arroz
foi avaliada por meio da analise de corte/cisalhamento utilizando o analisador de
textura TA.XT Plus (Extralab, Brasil). O ensaio foi conduzido com velocidade de 1,5
mm/s, distancia de 10 mm e trigger force de 0,04903 N. O parametro de interesse foi
a forgca maxima de fratura, expressa em Newtons (N), considerada um indicador da

resisténcia mecanica do material.

2.10. Forma de analise dos resultados

Cada experimento foi conduzido com trés repeticbes independentes, sendo
realizadas trés réplicas por repeticao. Os resultados foram expressos como média +
desvio padrao e submetidos a analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de
Tukey para comparacao das médias, com nivel de significancia de 5% (p < 0,05). As

analises estatisticas foram realizadas utilizando o software OriginLab 2021 v9.8.

3. Capitulo 3 — Resultados e Discussao

Os resultados obtidos neste estudo demonstram a viabilidade técnica do reuso
do arroz previamente colonizado por microrganismos como substrato em um novo
ciclo de fermentacdo. Os dados aqui apresentados sao corrobados por estudos
prévios (Cunha et al., 2020; Cando-Narvaez et al., 2022), que ja haviam levantado a
possibilidade de reutilizacido dos substratos da fermentacdo em estado sélido. Em
particular, os trabalhos evidenciam que o arroz residual, apos a primeira extracdo de
esporos, mantém caracteristicas capazes de sustentar novos ciclos de cultivo (Cando-
Navarez et al., 2021).

Outro aspecto de destaque €& a contribuicdo para a sustentabilidade. A
possibilidade de reuso do substrato sdlido alinha-se diretamente aos principios da
bioeconomia e da agricultura circular, nos quais residuos de processos industriais séo
reincorporados a cadeia produtiva. Entretanto, € importante reconhecer que a
reutilizacdo do arroz pode apresentar limitagdes. Um dos desafios refere-se ao

possivel acumulo de metabdlitos secundarios e alteragdes na estrutura fisica do
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substrato apds sucessivos ciclos, fatores que podem comprometer o crescimento
micelial em longo prazo.

Além disso, variagdes entre espécies e isolados sugerem que a aplicabilidade
da estratégia deve ser validada individualmente para cada microrganismo de
interesse. Apesar desses pontos, os resultados obtidos demonstram que, pelo menos
em condigdes controladas, a reutilizagdo do arroz € uma pratica viavel, com potencial

para ser integrada em escala industrial.

3.1.Formulagao das pastilhas de residuo de arroz

Nesse trabalho, sera denominado “residuo de arroz” o arroz em p6 oriundo da
producdo de conidios de Trichoderma harzianum. O desenvolvimento de uma
formulacdo adequada ao crescimento do microrganismo no arroz residual constituiu
uma etapa central para validar a proposta deste estudo, uma vez que ainda sao
escassos na literatura relatos do reaproveitamento desse substrato em especifico
apods seu uso nas biofabricas. A partir do residuo de arroz, foram avaliadas diferentes
formulacdes, algumas contendo apenas diferentes concentragdes de residuo e outras
combinando residuo e uma fonte externa de amido. O obijetivo foi encontrar uma
composi¢cao que permitisse o processo de prensagem e o0 crescimento do
microrganismo, maximizando a proporgao do residuo utilizado.

A gelatinizacdo em agua, do arroz residual a 70 °C, foi realizada para facilitar a
hidrolise do amido pelo microrganismo, devido ao seu papel na modificagao estrutural,
promovendo a exposi¢cao de regides amorfas mais acessiveis as enzimas fungicas e
conferindo ao material propriedades adequadas ao processo de compactacgao (Tester;
Debon, 2000). A formulacéo preliminar selecionada foi obtida a partir da gelatinizagéo
de 30% (m/v) do residuo e da mistura, em proporg¢ao 1:1 (m/m), com sua fragdo em
p6. Essa formulagdo apresentou consisténcia moldavel e resisténcia mecanica
suficiente para a producdo e manuseio de pastilhas estaveis.

O crescimento preliminar do T. harzianum foi observado nas formulacdes
contendo apenas residuo, o que demonstra que o material retém nutrientes suficientes
para sustentar o metabolismo do fungo. Esses resultados, mesmo sendo preliminares,
reforcaram a hipétese do reuso do substrato, ainda que passando por uma etapa extra
de processamento. Trabalhos prévios relatam resultados semelhantes ao avaliar

outros tipos de residuos agroindustriais ricos em amido, como farelos e subprodutos
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de milho, que também foram capazes de sustentar o crescimento de fungos
filamentosos sem fontes de suplementagéo adicional (Singhania et al., 2009; Holker
et al., 2004).

3.2. Teste da formulagao do residuo em diferentes tamanhos de molde

A influéncia da area superficial na producdo de esporos foi avaliada pela
prensagem da formulagdo em trés moldes com diametros diferentes. A hipétese se
baseou no comportamento caracteristico de fungos filamentosos, cujo crescimento
tende a se concentrar nas superficies expostas do substrato sélido, onde ha maior
disponibilidade de oxigénio e, consequentemente, condigcbes mais favoraveis a
esporulacdo. O didmetro das pastilhas foi pensado levando em consideragao o
tamanho médio dos graos de arroz (entre 5 e 7mm de comprimento) (Mitchell et al.,
2000).

Os resultados estdo apresentados na Tabela 2, que mostra a produgao de
biomassa expressa como a média de esporos por grama de substrato seco e a

concentragéo de esporos por area (mm?)em cada cultivo.

Tabela 2 — Produgao de biomassa em diferentes tamanhos da pastilha

Amostras Esporos (g*'; média + DP) Esporos por mm?
Arroz parboilizado 57x108+0,5x 107 A 1,6 x 10°
Pastilha Pequena 6,3x 107+ 0,1 x 1078 4,7 x 104

Pastilha Média 5,7x107+0,5 % 1078 1,0 x 10°
Pastilha Grande 5,3x107+0,9 x 1078 8,9 x 104

Os valores representam média + desvio padrao. Médias seguidas de letras distintas diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Os resultados mostram que o arroz parboilizado apresentou a maior média na
producao de esporos por grama de substrato, valor significativamente superior ao das
formulagcbes em pastilhas. Considerando a area superficial, o arroz também exibiu a
maior densidade de esporos por mm? (1,6 x 10°), o que esta de acordo com o tamanho
médio dos graos.

Entre as formulagdes testadas, a Pastilha Média apresentou a densidade de
esporos por area mais proxima a do arroz fresco, com 1,0 x 10° esporos/mm?2. Além
do desempenho bioldgico, observou-se que a pastiiha média apresentou maior

uniformidade fisica e resisténcia mecanica durante o manuseio, em comparagcdo com
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as pastilhas pequena e grande, que demonstraram maior fragilidade. Assim, a pastilha
média foi selecionada para os experimentos subsequentes.

Trabalhos prévios sugerem que a rigidez mecanica do substrato € um fator
determinante para o crescimento superficial do micélio, favorecendo a fixagao e a
esporulacao (Yang et al., 2024). Entretanto, a area superficial, isoladamente, néo é
suficiente para determinar o desempenho do cultivo. Outros fatores interagem de

maneira complexa, modulando o crescimento e a esporulagéo fungica.

3.3.Viabilidade do microrganismo cultivado no arroz recuperado

No presente trabalho, a viabilidade do microrganismo Trichoderma harzianum
cultivado nas pastilhas formuladas a partir do residuo de arroz foi determinada por
meio da contagem de Unidades Formadoras de Coldnias (UFC/g), a fim de comparar
os resultados com o substrato controle (arroz parboilizado). Os dados obtidos estao
apresentados na Tabela 3, na qual se observa que todas as formulagdes derivadas

do residuo mantiveram a viabilidade do microrganismo ao longo do cultivo.

Tabela 3 — Viabilidade do microrganismo cultivado nas pastilhas

Amostras UFC/g (média * DP)

Arroz parboilizado (controle) 3,5x108+ 0,4 x 108A
Pequena 1,8x107£0,3x 1078

Média 1,7x107£0,2x 1078

Grande 1,5x107£0,2x 107¢

Os valores representam média + desvio padrao. Médias seguidas de letras distintas diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Os resultados indicam que a formulacao testada preservou a capacidade de
multiplicagao celular de T. harzianum. Do ponto de vista biotecnoldgico, a manutengao
da viabilidade € particularmente relevante, pois sugere que as células produzidas
mantiveram alta taxa de viabilidade e o reaproveitamento do residuo nao
comprometeu a funcionalidade do microrganismo, o que é um indicador crucial para a
aplicacao do material em processos de biocontrole. Estudos prévios ja demonstraram
que o género Trichoderma spp. possui notavel plasticidade fisiologica, sendo capaz
de adaptar seu metabolismo a diferentes matrizes lignoceluldsicas e agroindustriais,
mantendo desempenho satisfatério mesmo diante de variagdes nutricionais
(Papagianni, 2004; Harman et al., 2012).



33

Do ponto de vista aplicado, isso amplia as perspectivas de uso do residuo, uma
vez que a viabilidade microbiana € um requisito para formulagdes comerciais de
bioinsumos. A manutengdo da atividade do T. harzianum em substratos
reaproveitados indica que, com ajustes finos no processo de formulagdo ou
processamento, € possivel alcancgar niveis de produtividade proximos aos do

substrato convencional, mas com menor custo € maior sustentabilidade ambiental.

3.4.Cultivo das pastilhas com bentonita como suporte na formulagao

A incorporagao de suportes inertes em substratos para cultivo microbiano € uma
estratégia utilizada para otimizar propriedades fisicas e quimicas de formulagdes,
melhorando a eficiéncia dos sistemas de fermentacdo em estado sélido. Esses
suportes fornecem uma matriz fisica ao microrganismo, favorecendo a adesao, o
crescimento e a esporulagédo, sem necessariamente atuarem como fonte de nutrientes
(Krishna, 2005; Al-Taey et al., 2023; Silva et al., 2024; Yang et al., 2024).

Dentre os suportes possiveis, destaca-se a bentonita sodica, composta
predominantemente por montmorilonita, um filossilicato lamelar constituido por folhas
tetraédricas de Si—O e octaédricas de Al-(Mg)-O, conforme indicado na Figura 3.
Entre essas lamelas encontram-se cations Na* hidrataveis, que permitem a entrada
de moléculas de agua no espaco interlamelar, promovendo inchamento e formagao
de dominios hidratados estaveis. A hidratagao de Na* no espaco interlamelar aumenta
a retencdo de umidade no substrato. (Ferreira, 2009; Silva & Ferreira, 2008; Al-Taey
et al., 2023).

Figura 3. Estrutura lamelar da montmorilonita presente na bentonita sodica.
Adaptado de Barbosa; Amorim; Ferreira (2007).
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Para avaliar a influéncia dessa propriedade no cultivo, foram formuladas
pastiihas com 2% e 5% de bentonita, além de um tratamento sem aditivo, e
comparadas ao controle (arroz parboilizado). Os resultados de produgéo de esporos
sao apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Produgédo de biomassa das formulagées com bentonita

Amostras Esporos (g'; média * DP)
Arroz parboilizado (controle) 22x10°+£0,7 x 108 A
Residuo + 2% de bentonita sédica 1,4x10°£ 0,1 x 1088
Residuo + 5% de bentonita sodica 1,2x10°£ 0,7 x 108€
Residuo sem aditivo 3,0x 108+ 0,1 x108P

Os valores representam média + desvio padrao. Médias seguidas de letras distintas diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

A diferencga nos valores é refletida também no aspecto visual das pastilhas apds
o cultivo, evidenciando variagdes quanto a densidade micelial e esporulagao (Figura
4).

Figura 4. Aspecto das pastilhas apés o cultivo de Trichoderma harzianum. (A)
Pastilhas de residuo contendo 2% de bentonita; (B) Pastilhas de residuo sem aditivo.

A presenca de bentonita exerceu impacto positivo na esporulagdo de T.
harzianum. A formulagcao com 2% de bentonita apresentou desempenho superior ao
substrato sem aditivos, resultando em produgcdo de esporos préxima ao arroz
parboilizado. Esse aumento pode ser atribuido as caracteristicas fisico-quimicas da

bentonita, como sua elevada capacidade de retencao hidrica e formagdo de uma
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matriz coloidal semelhante a um gel. Essa propriedade contribui para maior
estabilidade da umidade no substrato, condicdo essencial ao crescimento micelial em
sistemas de fermentacéo sélida (Al-Taey et al., 2023; Silva et al., 2024; Yang et al.,
2024).

Ao comparar as formulagdes testadas com o controle (arroz parboilizado
fresco), observa-se que, embora o desempenho do residuo suplementado com 2% de
bentonita ndo tenha alcangado o mesmo patamar, os valores obtidos aproximam-se
do controle. Essa evidéncia demonstra que o reaproveitamento do residuo de arroz,
quando associado a estratégias de modificagédo fisica como a adigdo de bentonita,
pode se tornar uma alternativa viavel para reduzir a dependéncia do uso de arroz
fresco na producéo industrial de Trichoderma.

A formulacdo com 2% de bentonita apresentou producdo de esporos
significativamente maior do que o residuo sem aditivos e desempenho préximo ao
arroz parboilizado. Esse resultado pode ser atribuido a capacidade de hidratagao
interlamelar da bentonita, que mantém a umidade local e evita o ressecamento da
matriz ao longo do cultivo, condigdo essencial para o crescimento micelial em
fermentacao sélida (Silva & Ferreira, 2008; Al-Taey et al., 2023; Yang et al., 2024).

Esses resultados estdo em consonancia com estudos prévios que destacam o
potencial da bentonita como condicionador em sistemas de cultivo microbiano.
Segundo Al-Taey et al. (2023), a argila favorece tanto a reten¢cdo de agua quanto a
atividade enzimatica e a diversidade microbiana em substratos sélidos. A presente
investigacao reforga tais achados ao demonstrar que concentragcbes moderadas de
bentonita (2%) sdo capazes de elevar significativamente a produtividade de esporos
em substratos reaproveitados.

Do ponto de vista aplicado, o uso de bentonita representa uma alternativa de
baixo custo e ampla disponibilidade, que pode contribuir para a otimizagcédo de
biofabricas. Assim, a adicdo de bentonita configura-se como uma estratégia para
aumentar a viabilidade do reuso do arroz em ciclos sucessivos de cultivo,
aproximando o desempenho desse residuo ao obtido com arroz fresco e ampliando

as perspectivas de sustentabilidade no setor de bioinsumos.

3.5.Caracterizagoes do material
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3.5.1. Analise Elementar

A analise elementar do arroz parboilizado e do residuo de arroz buscou
compreender a composi¢ao quimica dos materiais e avaliar se o primeiro ciclo de
cultivo de microrganismos no arroz impacta a disponibilidade de nutrientes essenciais
ao crescimento microbiano. Foram quantificados os teores de carbono (C), hidrogénio
(H) e nitrogénio (N), elementos centrais para o metabolismo fungico, tanto no arroz
parboilizado) quanto no residuo reaproveitado apods cultivo inicial de Trichoderma

harzianum. Os resultados estao apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 - Composigao elementar dos substratos (% p/p)
Substrato Carbono (C) Hidrogénio (H) Nitrogénio (N)
Arroz parboilizado 41,46 7,38 1,15

Pastilhas de arroz 41,21 6,98 0,99
reprocessado

Observou-se que os valores obtidos para C, H e N foram semelhantes entre os
tratamentos, sugerindo que o residuo mantém composicao elementar suficientemente
proxima a do arroz fresco, preservando seu potencial como substrato. O carbono,
elemento predominante na matriz amilacea do arroz, manteve-se praticamente
constante, o que indica que o residuo ainda preserva carboidratos passiveis de serem
metabolizados como fonte de energia em cultivos sucessivos. Ja o hidrogénio
apresentou uma discreta redugao, possivelmente associada a perda de umidade e ao
consumo de fragdes organicas durante a fermentacgao.

Essa constatagdo se alinha a resultados obtidos por Papagianni (2004), que
indica que fungos filamentosos conseguem sustentar metabolismo ativo em
substratos parcialmente esgotados, desde que a disponibilidade de carbono e
nitrogénio permanega em niveis minimos adequados. Estudos recentes ressaltam que
a proporgao C/N exerce forte influéncia sobre a taxa de esporulacéo e a produtividade
de metabdlitos fungicos (Li et al., 2019). No presente trabalho, a relagcdo C/N do
residuo (aproximadamente 41,6) manteve-se proxima a do arroz fresco (36,0),
reforcando a ideia de que o material pode sustentar novos ciclos de cultivo sem
necessidade imediata de suplementagao nutricional.

Além da analise elementar, é importante considerar a composicao do arroz em

termos de macronutrientes estruturais, particularmente o amido, que constitui a
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principal reserva energética do grao. O arroz parboilizado apresenta cerca de 80% de
amido em sua composicao (Lopes; Lopes, 2008). Entretanto, durante o processo
fermentativo, parte desse amido € consumido pelo microrganismo, resultando em um
decréscimo esperado no teor residual. De fato, Cunha (2020) relatou que, apds a
incubagao e extragao liquida de esporos, o arroz conidiado apresentou teor de amido
reduzido para aproximadamente 67,5%. Essa observacao reforca que o cultivo
microbiano promove uma utilizacdo substancial das reservas energéticas do
substrato, ainda que mantendo niveis suficientes para sustentar ciclos adicionais de
crescimento.

Portanto, embora as analises realizadas neste trabalho n&o tenham
quantificado diretamente o teor de amido, a literatura sugere que essa redugéo esta
associada ao metabolismo do fungo durante a fermentacdo. Analises futuras
relacionadas ao teor de amido, aliado a analise elementar, poderao fornecer uma
visdo mais abrangente sobre a dinamica de consumo dos nutrientes ao longo dos
ciclos de cultivo, contribuindo para otimizar a formulacdo de substratos e avaliar sua

sustentabilidade em processos industriais.

3.5.2. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

No presente trabalho, a microscopia eletronica de varredura (MEV) foi utilizada
para comparar a superficie do arroz parboilizado com a superficie da formulacdo em
pastilha elaborada a partir do residuo reaproveitado. As imagens obtidas revelaram
superficies com morfologia irregular e presenca de porosidades em ambos os
tratamentos, apresentados na Figura 5 (arroz parboilizado) e na figura 6 (pastilha de

residuo).
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Figura 5. Micrografias de MEV da superficie do arroz parboilizado em diferentes
resolucgdes.

No arroz parboilizado (Figura 5), a superficie apresentou estrutura granulada
tipica do grao parcialmente gelatinizado, com cavidades e fissuras que funcionam
como pontos de ancoragem para o micélio. No caso da pastilha (Figura 6), embora a
compactacdo do material durante o processo de prensagem tenha modificado a
morfologia em comparacgao ao arroz parboilizado, as caracteristicas de irregularidade
e rugosidade foram preservadas em grau suficiente para permitir a adesao das hifas

e garantir colonizagao satisfatéria.
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Figura 6. Micrografias de MEV da superficie do arroz reprocessado em diferentes
resolugdes.

Essas irregularidades desempenham papel importante no cultivo em estado
solido, uma vez que favorecem a fixacdo das hifas e ampliam a area disponivel para
absorcao de nutrientes A presenca de porosidades e fissuras & particularmente
relevante, pois substratos excessivamente compactos podem dificultar a difusdo de
oxigénio, elemento indispensavel ao crescimento de fungos aerdbicos como
Trichoderma spp.. Estudos prévios destacam que a porosidade do substrato esta
diretamente associada a intensidade da colonizagao fungica, sendo que superficies
mais irregulares favorecem a formacao de biofilmes miceliais e a subsequente
esporulagao (Wang et al., 2020).

De forma geral, os achados de MEV reforgam a manutencédo da superficie
irregular e porosa apos o reprocessamento, confirmando que a transformagéo do
arroz residual em pastilhas prensadas ndo compromete suas propriedades fisicas

essenciais para o cultivo em estado sdlido.

3.5.3. Angulo de Contato



40

A analise do angulo de contato foi realizada para avaliar a molhabilidade da
superficie do substrato, caracteristica que exerce influéncia direta sobre a adesao
celular e a disponibilidade de agua para os microrganismos durante o cultivo em

estado sodlido.

Angulo Inicial

Angulo Final

Figura 7. Angulo de contato da pastilha de residuo no instante inicial (A) e apés 10 s (B). A
reducao do angulo indica o comportamento hidrofilico da superficie.

Os resultados obtidos demonstraram que a superficie das formulacdes
apresentou comportamento marcadamente hidrofilico. O angulo inicial foi em média
de 55°, como mostra a Figura 4. Apds 10 segundos, esse valor foi reduzido para
aproximadamente 15°, evidenciando rapida absor¢cdo da agua pelo substrato. Esse
comportamento esta associado a natureza amilacea do arroz, que contém grupos
hidroxila em suas cadeias poliméricas de amido, capazes de estabelecer liga¢des de
hidrogénio com as moléculas de agua, facilitando sua difusdo no material.

A molhabilidade observada é desejavel para processos fermentativos pois

favorece a manutengdo da umidade no microambiente do substrato e promove
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condi¢bes adequadas ao metabolismo microbiano. Conforme apontado por Wang et
al. (2020), a presencga de superficies hidrofilicas contribui para maior eficiéncia na
colonizagao fungica, sendo um fator importante para o desenvolvimento das hifas. A
literatura destaca que superficies com elevada afinidade a agua tendem a facilitar a
fixacdo de células microbianas e a formacédo de biofilmes estaveis, os quais
desempenham papel essencial na produtividade em cultivos solidos (Setiyawan et al.,
2023).

Enquanto a microscopia eletronica de varredura destacou a presenca de
porosidades e irregularidades superficiais, esses resultados sugerem que essas
mesmas microestruturas favorecem a difusdo de agua, ampliando a disponibilidade

hidrica para o micélio.

3.5.4. Resisténcia mecanica

A resisténcia mecanica dos substratos € um parametro relevante em
fermentacdo em estado solido, pois esta diretamente relacionada a porosidade,
permeabilidade ao oxigénio e a capacidade de penetragao das hifas. Estruturas muito
compactadas podem restringir o crescimento micelial, enquanto matrizes mais friaveis

tendem a favorecer a colonizagao e a esporulagao.

Tabela 6 — Forga de Ruptura Média (N)

Pastilha de residuo + 2% de bentonita 4,589
Pastilha de residuo sem aditivo 3,398
Arroz parboilizado 8,117

A forga de ruptura observada para o arroz parboilizado in natura, apos ajuste
de umidade por submersao, foi de 8,117 N, refletindo elevada rigidez estrutural e baixa
friabilidade do grdo. Em contraste, a pastilha produzida a partir do arroz reprocessado
apresentou forgca de ruptura de 3,398 N, caracterizando uma matriz mais friavel e
porosa, condicdo que favorece a expansao micelial e a distribuicdo de umidade no
leito de cultivo. A formulagao contendo 2% de bentonita apresentou forca intermediaria
de 4,589 N, situando-se entre o arroz reprocessado e o arroz parboilizado.

Essa resisténcia mecanica moderada sugere que a bentonita contribuiu para a
coesdo estrutural do substrato, porém sem comprometer totalmente sua porosidade.

Esse equilibrio é consistente com o comportamento visual observado nas pastilhas
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cultivadas e com o0 aumento da producéao de esporos nessa formulagéo. A propriedade
de hidratagao interlamelar da bentonita sddica, que forma microdominios coloidais de
retencdo de agua, provavelmente desempenhou papel importante na manutencgéo da
umidade local, reduzindo o ressecamento e favorecendo a colonizag&o micelial (Silva
& Ferreira, 2008; Al-Taey et al., 2023).

4. Capitulo 4 — Conclusodes

Os resultados obtidos demonstram que o arroz residual previamente utilizado
como substrato no cultivo de Trichoderma harzianum pode ser reaproveitado através
de reprocessamento para voltar ao ciclo de fermentacdo em estado sélido. O
reprocessamento do substrato manteve viabilidade esporulante e proporcionou niveis
significativos de producéao de biomassa apds o primeiro ciclo.

A adigao de 2% de bentonita sddica ao residuo promoveu melhor equilibrio
entre porosidade, retencdo de umidade e coesdo estrutural, resultando em maior
produtividade de esporos quando comparada ao residuo sem aditivo e apresentando
desempenho préximo ao substrato controle (arroz parboilizado). Esse efeito esta
associado as propriedades de hidratagcao interlamelar da montmorilonita, capazes de
estabilizar a disponibilidade hidrica no microambiente de cultivo.

Assim, o reaproveitamento do arroz residual aliado a modificacéo fisica da
matriz configura-se como uma estratégia viavel, sustentavel e de baixo custo,
reduzindo o consumo de arroz fresco nas biofabricas e contribuindo para a maior
eficiéncia de processos de producao de bioinsumos.

Do ponto de vista aplicado, este trabalho abre caminho para o desenvolvimento
de formulagdes solidas estaveis e dispersiveis em agua, baseadas em pastilhas
produzidas a partir do residuo. Tais formulagdes apresentam potencial para facilitar o
armazenamento, 0 manuseio e a aplicagao direta no campo, estimulando a adogao
de agentes bioldgicos de controle por produtores rurais.

Em sintese, os resultados reforcam a importancia do reaproveitamento de
residuos agroindustriais na promocao de processos produtivos mais eficientes e
alinhados as demandas contemporaneas da agricultura sustentavel, fortalecendo a
consolidagédo dos bioinsumos como ferramentas estratégicas no manejo integrado e

na reducao da dependéncia de insumos quimicos.
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