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RESUMO 

No atual cenário agrícola brasileiro, o uso do controle biológico para manejo de pragas 

e doenças em plantas vem se destacando exponencialmente. Assim como na fruticultura, 

onde essa prática é de grande relevância no combate de perdas pós-colheita causadas 

por microrganismos fitopatogênicos, uma vez que os danos causados são responsáveis 

por até 80% do valor total de frutas produzidas no país. O propósito deste trabalho foi 

avaliar a inibição causada por produtos fermentados por microrganismos contra um 

fungo fitopatogênico, utilizando o método de confrontação direta in vitro. Os extratos 

foram obtidos através da fermentação por Trichoderma harzianum, Bacillus subtilis, 

Bacillus thuringiensis, e da bebida fermentada Kombucha, e estes foram confrontados 

com o fungo fitopatógeno Rhizopus microsporus (INCQS 40290), sendo observada 

porcentagens de inibição de 69 e 100 %, para Trichoderma harzianum e kombucha 

respectivamente, tornando-os alternativas para controle biológico de doenças causadas 

por este tipo de fungo fitopatogênico, com relevância para conservação de  frutos na fase 

de pós-colheita.  

  

Palavras-chave: Controle biológico. Perdas pós-colheita. Produtos fermentados. 

Trichoderma harzianum.  Bacillus subtilis. Bacillus thuringiensis.  Kombucha. Rhizopus 

microsporus. 
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ABSTRACT 

In the current Brazilian agricultural scenario, the use of biological control to manage pests 

and diseases in plants has been gaining exponential importance. As in fruit growing, 

where this practice is of great relevance in combating post-harvest losses caused by 

phytopathogenic microorganisms, since the damage caused is responsible for up to 80% 

of the total value of fruit produced in the country. The purpose of this work was to evaluate 

the inhibition caused by products fermented by microorganisms against a 

phytopathogenic fungus, using the direct in vitro confrontation method. The extracts were 

obtained through fermentation by Trichoderma harzianum, Bacillus subtilis, Bacillus 

thuringiensis, and the fermented drink Kombucha, and these were compared with the 

phytopathogenic fungus Rhizopus microsporus (INCQS 40290), with inhibition 

percentages of 69 and 100% being observed, for Trichoderma harzianum and kombucha 

respectively, making them alternatives for biological control of diseases caused by this 

type of phytopathogenic fungus, with relevance for fruit conservation in the post-harvest 

phase. 

 

 

Keywords: Biological control. Post-harvest losses. Fermented products. Trichoderma 

harzianum.  Bacillus subtilis. Bacillus thuringiensis.  Kombucha. Rhizopus microsporus. 
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1 INTRODUÇÃO 

Estima-se que na colheita entre 2009 e 2010, das cinco principais culturas 

mundiais (arroz, trigo, milho, batatas e soja), se a perda causada por fungos fosse 

evitada, a quantidade de alimento poderia alimentar 8,5% de toda a população mundial.  

Além disso, as infecções por fungos ainda prejudicam invertebrados essenciais para a 

agricultura, como o caso das abelhas (polinizadoras) e de inimigos naturais de insetos, 

causando desbalanceamento ecológico (Almeida; Rodrigues; Coelho, 2019). 

Diversos fungos apresentam capacidade de causar doenças em vegetais, sendo 

denominados fitopatogênicos. Entre alguns exemplos podemos citar a ferrugem asiática 

da soja, que é uma doença fúngica causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi, tal 

doença é considerada extremamente violenta para o cultivo de soja no mundo (Godoy, 

et al. 2014). Outros exemplos importantes de fungos fitopatogênicos são os Rhizopus 

spp., associados à doenças pós-colheita em diversas frutas e grãos, e o Sclerotinia 

sclerotiorum, responsável pela doença do mofo branco em culturas como soja, girassol 

e feijão (Lara, 2020).   

O controle das doenças é feito pela aplicação de fungicidas, de forma preventiva 

ou quando os sintomas já estão evidentes. A prática contínua desse meio de controle 

pode levar a um aumento de resistência contra a eficácia do produto aplicado, fazendo 

com que haja aumento no desenvolvimento da doença e retardação no crescimento da 

planta (Fontes; Valadares-Inglis, 2020). 

A respeito de controle de fungos fitopatogênicos, além da utilização de fungicidas 

químicos também existem os agentes de controle biológico (ACB) que também realizam 

o processo de prevenção e controle de forma menos agressiva para a planta e solo, 

diminuindo possíveis chances de resistência do fungo (Souza et al., 2014). O biocontrole 

de doenças em plantas, visa controlar as populações de agentes patogênicos utilizando 

outros organismos (Yang et al., 2001). Além disso, a aplicação de produtos naturais e 
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compostos químicos extraídos de diferentes fontes, tais como extratos de plantas, 

organismos naturais ou modificados, ou produtos genéticos são outros exemplos de 

controlo biológico (McSpadden; Fravel, 2002; Pal; Gardener, 2006) 

 A produção de substâncias antifúngicas pelos agentes de controle biológico pode 

inibir a germinação de esporos reduzindo impactos negativos na planta e auxiliando em 

seu crescimento. Outro fator importante que afeta a formação e germinação de esporos 

é a temperatura em faixa favorável à infecção pelo fungo (Kochman, 1979; Harmann, 

2000; Fontes; Valadares-Inglis, 2020). 

O êxito dos agentes de controle biológico é influenciado tanto por fatores abióticos 

quanto bióticos. Estes, incluem elementos climáticos, tais como temperatura, umidade e 

insolação, bem como as características das plantas hospedeiras, como idade, recursos 

alimentares e infoquímicos e atributos relacionados aos hospedeiros, como 

disponibilidade, abundância, diversidade etc. Estes fatores desempenham um papel 

crucial que podem moldar a capacidade adaptativa dos inimigos naturais ao enfrentar 

desafios ambientais, afetando diretamente sua busca por recursos (Michereff, 2001; Van 

Lenteren, 2012). 

No conjunto de agentes considerados biológicos, fungos dos gêneros 

Trichoderma e Gliocladium, bem como bactérias dos gêneros Bacillus e Pseudomonas 

destacam-se dentre os agentes microbiano de controle mais intensamente pesquisados 

e/ou utilizados atualmente, pois conseguem proporcionar o controle de patógenos 

habitantes da superfície das sementes e de patógenos veiculados pelo solo (Cawoy et 

al., 2015). O fungo Trichoderma spp. tem atraído atenção devido aos mecanismos 

antagonistas que apresenta, tais como o micoparasitismo, que envolve a produção de 

enzimas hidrolíticas que degradam a parede celular de agentes patógenos, capacidade 

hiper parasitária, competição por recursos (Nawrocka; Malolepsza, 2013) e indução de 

respostas de defesa nas plantas hospedeiras (Gomes; Costa; De Paula; et al. 2015). 

Já as bactérias do gênero Bacillus são as mais utilizadas em controle biológico, 

pois são facilmente encontradas no solo, superfície de plantas, rizosfera, grãos 
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armazenados, insetos mortos etc. E porque apresentam efeitos não poluentes ao meio 

ambiente, ausência de toxicidade e promovem o crescimento de plantas, além de agirem 

no controle de doenças (Fontes; Valadares-Inglis, 2020; Monnerat et al., 2020). 

Dentre as culturas microbianas com atividade antifúngica, é mencionado também 

a Kombucha, a qual é obtida através da fermentação por bactérias e leveduras em um 

chá adoçado, formando uma cultura simbiótica envolta em celulose microbiana (Yuniarto; 

Anggadiredja; Aqidah, 2016). Como resultado da fermentação é produzido, 

majoritariamente, etanol e ácido acético, os quais possuem alto desempenho 

antimicrobiano contra microrganismos patogênicos (Coelho; Saraiva; et al. 2022). 

Portanto, este trabalho almejou avaliar a ação de produtos fermentados por 

microrganismos (Trichoderma spp., Bacillus thuringiensis, Bacillus subtilis e da 

Kombucha) como agentes de controle de fungos fitopatogênicos, tendo como modelo o 

Rhizopus microsporus, uma vez que a afeta as culturas de milho e arroz, e que o cultivo 

deste possui papel expressivo no desenvolvimento socioeconômico do Brasil. 

2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

 Este trabalho teve como principal propósito avaliar a competência antifúngica dos 

produtos fermentados por microrganismos (Trichoderma spp, Bacillus thuringiensis, 

Bacillus subtilis e da Kombucha) contra o fungo Rhizopus microsporus. 

2.2 Objetivos Específicos 

Os objetivos específicos do trabalho foram: 

- Cultivo de Trichoderma spp., Bacillus subtilis e Bacillus thuringiensis por 

fermentação em estado sólido para obtenção de extratos fermentados; 

- Aquisição de fermentado de kombucha comercial; 
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- Realização de testes de inibição de Rhizopus microsporus pelos produtos 

fermentados, utilizando o método de confrontação direta in vitro. 

3 REVISÃO DA LITERATURA 

3.1 Controle biológico 

No último século, houve um amplo interesse sobre como controlar pragas usando 

inimigos naturais de maneira segura e eficaz no manejo integrado de pragas (MIP), 

especialmente em uma época em que a produção integrada é muito debatida como um 

passo em direção a uma agricultura sustentável (Parra, 2014; Fontes; Valadares-Inglis, 

2020). Anteriormente o objetivo era erradicar totalmente os patógenos, empregando o 

uso indiscriminado e contínuo de produtos químicos, sem levar em consideração as 

consequências desse processo a longo prazo. Esse método resultou em alterações no 

ambiente, incluindo seleção de patógenos resistentes, propagação de doenças 

secundárias, redução de microrganismos benéficos, além de apresentar efeitos nocivos 

ao ser humano, aos animais e ao meio ambiente, em razão do acúmulo de resíduos no 

solo, água e nos alimentos (Lane; Walker; Grantham, 2023; Júnior; Santos; Auer, 2000). 

Embora as pesquisas tenham aumentado recentemente (Barrat; Moran; Bigler, 

2018), a utilização de predadores e parasitóides é uma prática conhecida há milhares de 

anos. No entanto, somente em 1919 o termo “controle biológico” foi proposto por Harry 

Smith, da Universidade da Califórnia, que o definiu como “a supressão de populações de 

insetos pela ação de seus inimigos naturais nativos ou introduzidos” (Smith, 1919). Os 

fundamentos do controle biológico resumem-se entre a dinâmica antagônica 

estabelecida entre os microrganismos, como: competição, predação, amensalismo e 

parasitismo. Múltiplos microrganismos inibem fitopatógenos por meio da competição por 

nutrientes, parasitismo direto e pela produção de metabólitos (Kredics et al. 2018; Júnior; 

Santos; Auer, 2000). 

No contexto agrícola, quando patógenos de plantas crescem de maneira 

prejudicial para a economia e se tornam pragas, é possível gerenciar e introduzir seus 
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predadores naturais no ambiente. Tal abordagem oferece uma alternativa mais 

sustentável do que os produtos químicos utilizados (Fontes; Valadares-Inglis, 2020). 

No controle biológico de doenças em plantas, existem três estratégias nas quais 

são utilizadas: controle do inóculo no patógeno, proteção da superfície da planta e 

indução da resistência. O controle do inóculo envolve a prevenção do patógeno como a 

rotação de culturas, aração e aplicação de antagonistas antes do plantio. A proteção da 

superfície consiste no uso dos antagonistas introduzidos na planta para prevenir 

doenças. Já a indução da resistência é utilizada contra viroses e patógenos vasculares 

(Michereff, 2001).  

O mercado brasileiro de biodefensivos cresceu de maneira expressiva nos últimos 

anos. De acordo com dados publicados pelo MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuária 

e Abastecimento), em 2018 a produção destes produtos registrou um aumento superior 

a 70%. Dentre os microrganismos destacados na formulação de bioinseticidas, destaca-

se a bactéria Bacillus thuringiensis, a qual desempenha um papel importante no controle 

de lepidópteros. Até o ano de 2018, 121 produtos biológicos foram registrados, e dentre 

eles apenas 20 são produtos ou formulações comerciais à base da bactéria Bacillus 

thuringiensis. Além deste, outros produtos biológicos também são comumente utilizados 

como:  Bacillus subtilis para o controle de diversas doenças e Trichoderma spp. para o 

controle de patógenos de solo e substrato e da parte aérea (Bettiol; Morandi, 2009; 

Medeiros; Silva; Pascholati, 2018).  

3.2 Perdas pós-colheita 

A produção atual de frutas e hortaliças se destaca ao abranger diversas espécies 

cultivadas, cuja capacidade de consumo vem progredindo e sustentando o setor 

hortifrutícola. Essa atividade é de extrema importância no agronegócio brasileiro, não 

apenas a respeito de aspectos socioeconômicos, mas principalmente pelo fornecimento 

de alimentos essenciais para a população (Ferreira, 2019). 

Cerca de 30% da produção total de frutas e vegetais no Brasil se perde ao longo 

do caminho, começando no campo e se estendendo desde o processo de embalagem 
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até a fase de transporte e comercialização (Guerra et al., 2014; Neves, 2016). Tais 

perdas pós-colheita são caracterizadas pela inadequação dos alimentos para consumo 

devido a presença de danos mecânicos, doenças ou problemas fisiológicos que afetam 

suas características físicas, químicas, microbiológicas e sensoriais (Santos; Vieira, 2011; 

Silva, 2017).   

Essas perdas podem ser classificadas em duas categorias: as quantitativas, que 

são visíveis e mensuráveis, e as qualitativas que afetam a qualidade do produto e seu 

comportamento no mercado. As perdas qualitativas incluem a redução da 

comestibilidade, nutrição, valor calórico, segurança, aceitabilidade do consumidor e valor 

econômico. Essas perdas acontecem normalmente antes do produto ser descartado, 

consumido ou utilizado de outra forma. Já as perdas quantitativas afetam a quantidade 

disponível para consumo, envolvendo variáveis como massa, volume, valor energético e 

valor monetário (Rinaldi, 2011; Diniz, 2013; Yahia; Fonseca; Kitinoja, 2019; Dantas et al., 

2020). 

Especificamente as doenças atribuídas a fungos, bactérias e leveduras surgem 

com frequência, representando uma parcela considerável de 80% a 90% das perdas 

totais ocasionadas por patógenos (Oliveira et al., 2006). Em razão do elevado teor de 

umidade e conteúdo nutritivo, frutas e vegetais são mais propensos a deterioração 

microbiana na fase de pós-colheita (Yahaya; Mardiyya, 2019).  

O processo de infecções quiescentes é caracterizado pela inibição do 

desenvolvimento do patógeno no tecido do hospedeiro durante o período de infecção, 

onde ocorre a adaptação do patógeno às condições fisiológicas do hospedeiro (Prusky; 

Pumbley, 1992). Geralmente, tal tipo de infecção se inicia na fase de pré-colheita, 

quando os frutos ainda se encontram na planta. Entretanto, a partir do momento em que 

são colhidos, passam por modificações fisiológicas que os tornam mais vulneráveis à 

ação dos patógenos (Cavalcanti, 2005). Frequentemente, as infecções quiescentes são 

causadas por fungos do gênero: Alternaria, Colletotrichum, Lasiodiplodia e Botrytis. No 

caso de infecções adquiridas, que ocorrem por ferimentos após a colheita, destacam-se 
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os fungos Penicillium, Cladosporium, Aspergilus, Rhizopus e outros, que manifestam 

rapidamente sintomas de podridões (Oliveira et al., 2006). 

2.3 Gênero Rhizopus spp. 

O fungo do gênero Rhizopus pertence ao filo Mucoromycota, subfilo 

Mucoromycotina, ordem Mucorales (Spatafora et al., 2016). O corpo desses fungos é 

formado por numerosos filamentos denominados hifas, formando um emaranhado que 

se chama micélio (Spier, 2005). O Rhizopus spp. desenvolve-se sobre matéria orgânica 

úmida, apresentando coloração escura podendo ser encontrado no solo, em frutas, 

vegetais em decomposição, em fezes de animais e em pão velho (Spier, 2005). Tal 

coloração escura corresponde à vasta esporulação das colônias do fungo, que 

inicialmente são brancas e posteriormente escurecem com o tempo (Zheng et al., 2007).  

Na agricultura, além de causarem doenças em plantas, também são responsáveis 

por causarem problemas como a podridão mole, durante o transporte e no 

armazenamento de frutas e vegetais na fase de pós-colheita (Kwon et al. 2001; Zheng 

et al., 2007). As complicações causadas por esse fitopatógeno podem ocorrer quando o 

fruto ainda se encontra na planta, onde o fruto, quando já acometido pelo fungo, tende a 

cair prematuramente, e a ação da podridão continua também no solo (Fischer; Lourenço; 

Amorim, 2008). 

A podridão mole é uma típica doença de pós-colheita, na maior parte dos casos, 

ocorre devido a ferimentos causados nos frutos e pela suscetibilidade dos tecidos 

vegetais durante o processo de amadurecimento (Costa; Ventura; Lopes, 2006). A 

infecção ocorre em sua superfície, conforme ilustrado na figura 1, lugar onde se encontra 

o inóculo (Scariot, 2013), e em seguida há o desenvolvento de micélios, esporangióforos, 

e esporângios do fungo Rhizopus spp. (Tanaka; Betti; Kimati, 1997). 
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Figura 1 - Podridão de Rhizopus em fruto de mamão 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte:  Oliveira, 2007 

A propagação da doença ocorre de forma simples, pelo contato através do suco 

de um fruto contaminado, o qual contém os esporos, para um fruto saudável. Os frutos 

atacados também podem apresentar alterações em sua cor e consistência, assim como 

a percepção de crescimento micelial denso e branco (Scariot, 2013).  

2.4 Kombucha 

A Kombucha é uma bebida fermentada de origem asiática e apresenta uma 

história milenar, sendo seus primeiros registros observados por volta de 200 a.c. No 

entanto sua utilização cresceu pelo restante dos continentes devido aos seus efeitos 

antioxidantes, antimicrobianos, anticancerígenos, entre outras propriedades 

(Chakravorty et al., 2016). Pesquisas também sugerem que a bebida é rica em 

probióticos, contribuindo para o equilíbrio da microbiota e a função intestinal (Watawana 

et al., 2015). 
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Na produção da Kombucha são comumente utilizados os chás preto e verde em 

sua fermentação, isso porque possuem alto teor de cafeína necessária para o 

desenvolvimento da cultura (Rodrigues et al., 2018). A preparação da bebida envolve 

além da utilização das folhas da planta para o chá, também o uso de sacarose como um 

substrato para a fermentação, e um SCOBY (Symbiotic Culture of Bacteria and Yeasts), 

como agente no processo de fermentação (Chakravorty et al., 2016), formado pela 

simbiose entre bactérias do gênero Acetobacter e fungos Saccharomyces (Hohmann; 

Kunz; Vandresen, 2020). 

À medida que as leveduras osmofílicas realizam a fermentação do açúcar 

presente no chá e geram etanol, as bactérias oxidam o álcool e produzem ácido acético 

(Teoh; Heard; Cox, 2004). Outros ácidos orgânicos também são formados nesse 

processo tais como: glucônico, lático, málico, cítrico e tartárico, que também possuem 

atividade antibacteriana e previnem a contaminação da kombucha por bactérias 

patogênicas (Leal et al., 2018). 

Alguns estudos sobre a Kombucha demonstram sua eficácia antimicrobiana 

englobando tanto bactérias gram-positivas, quanto gram-negativas. Essa capacidade 

pode ser primariamente atribuída aos ácidos orgânicos produzidos na fermentação, 

principalmente o ácido acético, e também a proteínas e catequinas, capazes de inibir 

microrganismos que apresentam características gram-positivas e gram negativas 

(Jayabalan et al., 2014). Alguns estudos apontados por Battikh et al. (2012), 

documentaram a capacidade da kombucha contra os seguintes fungos fitopatogênicos: 

Helicobacter pylori, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, Agrobacterium 

tumefaciens, Bacillus cereus, Shigella sonnei, Salmonella enteritidis e Escherichia coli. 

2.5 Gênero Trichoderma 

O gênero Trichoderma pertence à classe Sordariomycetes do filo Ascomycota. 

Nas espécies onde sua fase sexual é conhecida, esta é determinada pela formação de 

corpos de frutificação denominados de peritécios, os quais se desenvolvem em 
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estromas, apresentando colorações que variam entre o verde, amarelo, creme e marrom, 

determinadas pelo substrato colonizado pelo fungo (Magalhães; Heinrich, 2019). 

Já na fase assexuada, o micélio vegetativo dá origem a estruturas conhecidas 

como conidióforos, que possuem um eixo central e ramificações laterais (Jaklitsch, 

2009). Estas, culminam em espirais divergentes compostas por células conidiogênicas, 

chamadas de fiálides, as quais possuem formato de garrafa ou alongado. Nas 

extremidades das das fiálides é que são produzidos os típicos conídios unicelulares que 

podem variar de formatos, sendo eles: ovais, alongados ou esféricos (Monte; Bettiol; 

Hermosa, 2019). A figura ilustra a estrutura dos conidióforos de um Trichoderma spp. 

Figura 2 - Conidióforos de Trichoderma spp. 

 

Fonte: Agroinovadores. Disponível em: 
https://agro.genica.com.br/2019/09/27/trichoderma-ssp/ Acessado em: 18 de setembro 

de 2023. 

De acordo com Druzhinina et al. (2011), atualmente mais de 250 espécies de 

Trichoderma foram identificadas através de análises moleculares, sendo que a maioria 
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destas não está amplamente distribuída no solo, mas sim restrita em florestas tropicais, 

onde atuam como parasitas de outros fungos e como decompositores de madeira. 

Grande parte das cepas deste fungo é encontrado em climas temperados e em solos 

ácidos como habitat preferencial. No entanto, possuem a capacidade de se tornarem 

resistentes a algumas condições extremas, através de estruturas chamadas de 

clamidósporos e microescleródios (Monte; Bettiol; Hermosa, 2019). 

Algumas espécies como T. asperellum, T. atroviride, T. harzianum lato sensu e T. 

virens são aplicadas no tratamento de sementes ou até mesmo, aplicada em áreas de 

cultivo a fim de agirem no controle biológico de doenças em plantas e no crescimento 

vegetal. Sendo o Trichoderma harzianum a ‘morfo-espécie’ mais comumente empregada 

no controle biológico de doenças de plantas no mundo todo (Woo et al., 2014).  

Um aspecto importante a se analisar é a presença abundante de genes que 

codificam enzimas hidrolíticas, como glucanases, proteases e quitinases, as quais 

podem apresentar propriedades de defesa das plantas contra infecções fúngicas, 

decomposição da matéria orgânica e da parede celular de fungos invasores (Kubicek et 

al., 2011). As enzimas degradadoras da parede celular de distintas cepas de 

Trichoderma têm demonstrado sua eficácia inibindo a germinação de esporos, no 

crescimento de hifas e no desenvolvimento de estruturas de resistência em diversos 

patógenos, dentre eles destaca-se o Rhizopus spp. (Monte, 2001). 

2.6 Gênero Bacillus 

As bactérias pertencentes ao gênero Bacillus são amplamente empregadas no 

controle biológico de pragas, a maioria das espécies são saprófitas, sendo encontradas 

em diversos tipos de substratos como: solo, rizosfera, superfícies de plantas, grãos 

armazenados, insetos mortos, entre outros (Boer; Diderichsen, 1991; Monnerat et al., 

2020). 

As bactérias do gênero Bacillus são gram positivas, possuem células com a forma 

de bastonetes retos, aos pares ou cadeias com extremidades arredondadas ou em 

ângulo reto; se movem por meio de flagelos peritríquios, formam endósporos ovais ou, 
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algumas vezes, redondos ou cilíndricos , sendo muito resistentes às condições abióticas 

extremas, como temperaturas, pH ou exposição a produtos químicos , baixos níveis de 

umidade; sendo aeróbios ou aeróbios facultativos (Melo; Azevedo, 1998; Bahadir; Liaqat; 

Eltem, 2018).  

No entanto, algumas linhagens desse gênero de bactérias também são 

reconhecida como uma rizobactéria promotora do crescimento de plantas, possui 

potencial de suprimir doenças por meio de alguns mecanismos de competição por 

espaço e nutrientes, e também a indução de resistência contra fungos em plantas 

(Kloepper, 1999). 

Entre os bioinseticidas mais utilizados, Bacillus thuringiensis se destaca como 

agente altamente vantajoso. Isso se deve a sua alta especificidade e por não apresentar 

atividade tóxica para os mamíferos e plantas. A atividade entomopatogênica do B. 

thuringiensis ocorre devido à presença de cristais protéicos, denominado delta–

endotoxinas ou proteínas Cry, que são produzidas na fase estacionária e acumuladas no 

compartimento da célula mãe durante a esporulação. Essas toxinas têm um amplo 

espectro de ação, sendo tóxicas a insetos de diversas ordens (Schnepf et al., 1998; 

Monnerat et al., 2020). 

Já o Bacillus subtilis é uma bactéria que se destaca pela sua formação de 

endósporos de forma cilíndrica ou elipsoidal e apresenta multiplicidade de mecanismos 

antagônicos de defesa contra fitopatógenos (SILVA et al., 2008). Suas colônias podem 

exibir uma ampla variedade de cores, que vão desde um tom esbranquiçado até um tom 

mais escuro, isso depende das condições e do meio de cultura em que se desenvolvem 

(Monnerat et al., 2020). Bactérias antagônicas como B. subtilis, de modo geral, agem por 

antibiose, parasitismos e competição (Kupper; Fernandes; Goes, 2003). 

 Esta espécie é predominantemente encontrada no solo e na rizosfera, onde 

desempenha um papel crucial na proteção contra diversos agentes patogênicos que 

afetam as plantas. O grande interesse em B. subtilis reside na sua capacidade de 

produzir uma variedade de metabólitos secundários, com aplicações tanto na agricultura 
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quanto na medicina. Na agricultura essa bactéria tem o potencial de formar biofilmes que 

promovam proteção nas raízes das plantas, além de contribuir na solubilização e 

mineralização do fósforo, e no crescimento de plantas (Oliveira et al., 2009). 

4 PROCEDIMENTOS METODOLÓGICOS 

4.1 Microrganismos 
 
 O Bacillus thuringiensis (Bt) utilizado no projeto foi isolado de produtos comerciais 

(Agrinor), o Trichoderma harzianum (Th) foi gentilmente cedido pela CATI - Fazenda 

Ataliba Leonel (cepa IB1917) e o Bacillus subtilis (cepa 23) foi gentilmente cedido pelo 

laboratório de Bioquímica de Alimentos da faculdade de Engenharia de Alimentos da 

UNICAMP. Os microrganismos foram mantidos no laboratório de microbiologia do IFSP 

- Campus Avaré em slants de ágar nutriente, no caso das bactérias, e batata dextrose, 

no caso do fungo, recobertos por glicerina estéril, a 5 oC, repicados a cada 6 meses. O 

SCOBY (cultura simbiótica de bactérias e leveduras) de kombucha foi adquirido em 

comércio virtual (Kefir life super Food). 

 O fungo fitopatogênico Rhizopus micosporus (INCQS 40290) foi gentilmente 

cedido pelo Laboratório de Bioprocessos do Departamento de Química e Bioquímica do 

Instituto de Biociências da UNESP – Botucatu, sendo mantidos no laboratório de 

microbiologia do IFSP - Campus Avaré em slants de ágar batata dextrose recobertos por 

glicerina estéril, a 5 oC, repicados a cada 6 meses. 

 

 4.2   Cultivo dos microrganismos utilizados como agentes de controle 

 O Bt, Bs e o Th foram cultivados por fermentação em estado sólido (Vidotto et al., 

2022) utilizando Erlenmeyers de 250 mL contendo meio composto por 30 g de arroz 

branco tipo I adicionado de 35 mL de água de torneira, autoclavados a 121oC por 15 

minutos. Após resfriados, os Erlenmeyers foram inoculados com 3 discos de ágar 

(nutriente e batata dextrose, respectivamente) de 1,5 cm de diâmetro, totalmente 

recobertos pelos microrganismos. Após homogeneização utilizando um bastão de vidro 

estéril, foram incubados a 28 °C durante 120 h. Os extratos fermentados dos 
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microrganismos foram obtidos pela adição de 50 mL de solução salina 0,85% (m:v) 

contendo 0,05% (v:v) de polisorbato 80 estéril em cada frasco, os quais foram agitados 

por 20 minutos em agitador rotativo a 200 rpm em temperatura ambiente. Os extratos 

foram filtrados em gaze estéril e imediatamente aplicados nos ensaios de inibição do 

fungo fitopatogênico. Parte dos extratos remanescentes foram utilizados para as análises 

de quantificação dos microrganismos neles presentes.  

Para o fermentado de kombucha foi utilizado o chá “starter” recebido junto das 

placas SCOBY do fornecedor, não sendo feito nenhum preparo adicional. Este chá é 

composto de infusão de chá verde (Camellia sinensis) adoçada e fermentada com 

SCOBY de kombucha.  

4.3 Cultivo do fungo fitopatogênico para o ensaio de inibição 

 A capacidade de inibir o crescimento do fungo fitopatogênico Rhizopus 

micosporus (INCQS 40290) pelos extratos fermentados de Bt, Bs, Th e kombucha foram 

testados pelo método de confrontação direta in vitro (adaptado de Fernandes et al., 

2019). Para tanto, o fungo Rhizopus microsporus (Rm) foi cultivado por 7 dias a 28°C em 

ágar batata dextrose, utilizando a técnica da picada. Discos de 6 mm foram recortados 

da borda da cultura pura e dispostos em 3 pontos equidistantes do mesmo meio de 

cultura em placas de Petri de 10 cm de diâmetro. Ao redor dos discos, foram adicionados 

5  L dos extratos fermentados, em quatro pontos equidistantes entre si e do disco de 

Rm. Os testes foram realizados em triplicatas e dois controles foram realizados, 

substituindo os extratos fermentados por água estéril e infusão de chá verde (Camellia 

sinensis) preparado conforme indicação do fornecedor do SCOBY de kombucha.  As 

placas foram incubadas a 28 °C e o crescimento do fungo foi observado por 7 dias, sendo 

o raio da colônia do fungo medida com uma régua. A percentagem de inibição foi 

calculada pela equação [1] e os dados analisados estatisticamente por ANOVA e teste 

Tukey com 95% de confiança. 

 

%𝑖𝑛𝑖𝑏𝑖çã𝑜 = (1 − (
஼௥௘௦௖௜௠௘௡௧௢ ௗ௢ ௙௨௡௚௢

஼௥௘௦௖௜௠௘௡௧௢ ௗ௢ ௖௢௡௧௥௢௟௘
))100     [1] 
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O diâmetro da colônia do fungo fitopatogênico foi medida utilizando as médias da 

horizontal, vertical e diagonal de cada colónia da placa, como mostrado na figura 3, como 

exemplo. 

 

Figura 3 - Medição do raio da colônia do fungo fitopatogênico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autoria própria  

 

4.4 Quantificação dos microrganismos presentes nos extratos fermentados  

 O extrato de Bt e Bs foram caracterizados pelo seu pH e contagem de esporos de 

Bacillus, realizado conforme metodologia descrita por Monnerat et al. (2020), utilizando 

meio ágar nutriente adicionado de sais. Uma alíquota de 1,5 mL do extrato foi transferida, 

sem qualquer diluição, para um tubo Eppendorf. Este tubo foi então submetido a um 

choque térmico, imerso em um banho-maria a uma temperatura de 80ºC, por um período 
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de 12 minutos, seguido de resfriamento em banho de gelo durante 5 minutos. Esse 

procedimento visou a eliminação das células vegetativas, deixando apenas os esporos 

viáveis. Posteriormente, a amostra passou por diluições decimais seriadas em tubos 

contendo solução salina 0,85% (m:v) contendo 0,05% (v:v) de polisorbato 80. Logo após, 

as diluições 10-6 de Bs e 10-7 de Bt foram plaqueadas, em triplicata, em placas de Petri 

contendo ágar nutriente adicionado de sais.  

O extrato de Th foi caracterizado pelo seu pH e contagem de esporos viáveis em 

meio ágar batata dextrose, sendo o extrato diluído em solução salina 0,85% (m:v) 

contendo 0,05% (v:v) de polisorbato 80, em uma sequência decimal. Em seguida, a 

diluição 10-7 foi plaqueada, em triplicata, em placas de Petri contendo ágar batata 

dextrose (PDA).   

O extrato de kombucha foi caracterizado pelo seu pH. 

5 ANÁLISE DOS RESULTADOS 

 5.1 Antagonismo dos produtos fermentados contra fungo fitopatogênico 

Os extratos fermentados que foram obtidos após a inoculação em estado sólido, 

de Trichoderma harzianum, Bacillus subtilis, Bacillus thuringiensis e da Kombucha, foram 

testados quanto a sua capacidade de inibição contra o fungo fitopatogênico Rhizopus 

microsporus. A figura 4 ilustra o meio de fermentação recoberto para T. harzianum e B. 

thuringiensis, bem como os extratos fermentados obtidos. 
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Figura 4 - (A) Crescimento do fungo Trichoderma harzianum e (B) da bactéria Bacillus 

thuringiensis após cinco e dois dias de incubação, respectivamente. (C) Extrato 

fermentado de Trichoderma harzianum e (D) de Bacillus subtilis  

 

Fonte: Autoria própria, 2023 

A figura 5 apresenta o comportamento do crescimento do Rhizopus micosporus 

(INCQS 40290) em água PDA após incubação por 7 dias a 28°C. 
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Figura 5 - Rhizopus micosporus (INCQS 40290) em água PDA após incubação 

por 7 dias a 28°C. 

 

Fonte: Autoria própria, 2023 

A quantificação de microrganismos nos extratos fermentados de Bt, Bs e Th estão 

apresentados na Tabela 1. 

Tabela 1 - Concentração de microrganismos viáveis nos extratos fermentados de 

Bacillus thuringiensis, Bacillus subtilis e Trichoderma harzianum em unidades 

formadoras de colônias por mL de extrato. 

Microrganismo 
Concentração dos extratos fermentados 

(UFC/mL) 

Bacillus thuringiensis 2,1.10ଽ 

Bacillus subtilis 3,0.10଼ 

Trichoderma harzianum 2,7.10଼ 

A figura 6 traz os ensaios de confronto direto dos extratos fermentados com o 

fungo fitopatogênico em estudo, comparando o início da incubação e o término desta. 
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Figura 6 - Extratos de Th (A e B), Kombucha (C e D), Bs (E e F) e Bt (G e H), em seus 

primeiros e últimos dias de teste por confrontação direta in vitro contra Rhizopus 

microsporus. 

 

Fonte: De autoria própria, 2023 
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As figuras 7 e 8 apresentam o tamanho da colônia de Rhizopus micosporus 

(INCQS 40290) ao longo dos dias de incubação em confronto com os extratos 

fermentados e a porcentagem de inibição calculada para o segundo dia de incubação e 

no último dia (variou de microrganismo para microrganismo), respectivamente. 

Figura 7 - Diâmetro médio, e respectivos desvios-padrões, do Rhizopus 

micosporus (INCQS 40290) incubado em confronto direto com Bt, Bs, Th e kombucha 

ao longo do tempo de incubação. 
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Figura 8 - Porcentagem de inibição média, e respectivos desvios-padrões, do 

Rhizopus micosporus (INCQS 40290) pelos extratos fermentados de Bt, Bs, Th e 

kombucha após o segundo e último dia de incubação. As letras indicam o resultado do 

teste Tukey com 5 % de significância, sendo letras iguais não diferentes entre si. 

 

Os extratos de Trichoderma e Kombucha apresentaram capacidade de inibição 

significativa contra Rhizopus micosporus (INCQS 40290), sendo a porcentagem de 

inibição máxima de 69% e 100%, respectivamente. Nota-se principalmente que, durante 

os 4 dias de observação, o fungo fitopatogênico não cresceu onde esses extratos foram 

disponibilizados nas placas, isso porque o desempenho dos extratos fermentados como 

antagonistas é considerado alto, em relação ao fungo fitopatogênico utilizado. No que se 

refere a inibição do Th, considera-se que a resposta obtida pode ser ocasionada pela 

presença de enzimas degradadoras da parede celular encontradas em distintas cepas 

de Trichoderma, essa por sua vez, têm demonstrado grande eficácia, inibindo a 

germinação de esporos, no crescimento de hifas e no desenvolvimento de estruturas de 
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resistência em diversos patógenos, dentre eles destaca-se o Rhizopus spp. (Monte, 

2001). 

Outra observação interessante foi que inicialmente (2 dias de incubação) o Bt 

apresentou alguma inibição do fungo, em relação ao controle, porém no terceiro dia de 

incubação não havia efeito inibitório algum. Situação similar foi evidenciada com o Th, 

uma vez que no início da incubação a inibição foi estatisticamente igual à observada no 

fermentado de kombucha, porém, após o quarto dia de incubação a kombucha superou 

a inibição do Th.  

Em um estudo proposto por Bhattacharya et al. (2016) foi descrito a progressão 

da atividade antimicrobiana da Kombucha contra bactérias entéricas, onde foi possível 

determinar alguns componentes responsáveis pela atividade antimicrobiana da bebida 

fermentada como, compostos fenólicos, flavonóides, acetato de etila e ácidos orgânicos. 

A alta inibição do extrato fermentado de kombucha pode estar relacionada ao 

ácido acético produzido durante a fermentação, isso porque alguns fungos não se 

desenvolvem em meios ácidos. Četojević-Simin et al. (2008) e Vukmanović et al. (2022) 

realizaram testes de inibição em microrganismos Gram-negativos (Salmonella enteritidis, 

Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis) e Gram-positivo 

(Staphylococcus aureus) em comparação com inibição por ácido acético,concluindo que 

esse composto presente na kombucha foi um dos principais causadores da inibição. 

O efeito antagônico de Trichoderma asperellum e de Bacillus subtilis foi 

demonstrado em um trabalho elaborado por Gabardo et al. (2020). Nele foi empregado 

o método de Gibbs pelo teste de culturas pareadas in vitro. No experimento utilizando Bs 

evidenciaram o surgimento de halo de inibição e formação de escleródios para S. rolfsii, 

S. sclerotiorum e C. dematium var truncata. Já para a produção de metabólitos tóxicos 

voláteis o fungo T. asperellum se mostrou mais eficiente, sendo capaz de inibir o 

crescimento micelial de todos os fitopatógenos aplicados no estudo, tais como Sclerotium 

rolfsii, Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani e Colletotrichum dematium var. 

Truncata.  
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Já os extratos de Bt e Bs, foram os que menos apresentaram capacidade de 

inibição, nestes casos, a placa foi precocemente preenchida pelo fungo, indicando que 

ambas as bactérias do gênero Bacillus utilizadas neste trabalho não apresentaram 

capacidade antagônica contra esse fungo Rhizopus micosporus (INCQS 40290). De 

acordo com Passari et al. (2014), 16 isolados de Bt foram analisados a partir de solo 

rizosférico e verificaram que nove destes isolados apresentaram atividade inibitória 

significativa contra os fungos Fusarium culmorum, Fusarium graminearum e Fusarium 

oxysporum, com percentagem de inibição variando de 47% a 76%. 

A avaliação da inibição de crescimento de fungo fitopatogênico utilizando B. 

subtilis como antagonista também foi testada por Méndez-Úbeda; Hernández; Páramo-

Aguilera (2017). No estudo, o Bs apresentou melhor percentual inibitório contra Fusarium 

equiseti e Fusarium sp, de 83% a 100%, utilizando do método de duplo confronto in vitro 

entre o antagonista e o fitopatógeno. 

6 CONCLUSÃO 

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que a Kombucha e o fungo 

Trichoderma harzianum são os principais inibidores do crescimento do Rhizopus 

micosporus (INCQS 40290) demonstrando porcentagens de inibição de 69 e 100 %, 

tornando-os alternativas para controle biológico de doenças causadas por este tipo de 

fungo fitopatogênico, com relevância para conservação de frutos na fase de pós-colheita.  

Como continuidade do trabalho sugere-se avaliar os agentes microbianos na 

inibição de outros fungos fitopatogênicos de importância comercial para o Brasil, além 

de explorar os compostos presentes no extrato fermentado de kombucha que pode 

conduzir a inibição tão significativa, contribuindo para o desenvolvimento, por exemplo, 

de filmes de cobertura com atividade antimicrobiana para frutas. 
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