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RESUMO

O controle biolégico constitui uma estratégia de grande interesse e importancia para
viabilizar a reducdo ou substituicdo do uso de pesticidas quimicos sintéticos no
controle de pragas na agricultura. Um organismo amplamente utilizado no biocontrole
de doencas de plantas e de grande interesse para a industria de biopesticidas é o
fungo Trichoderma. O presente trabalho teve por objetivo avaliar a viabilidade de
propagulos de Trichoderma asperellum T356, sendo estes microesclerddios (MS) e
conidios submersos, em capsulas de alginato integras e liofilizadas. O fungo foi
produzido por fermentacédo submersa em frascos agitados e, apds a recuperacéo dos
propagulos por filtracéo, estes foram encapsulados em matriz de alginato pelo método
de extrusdo. Foi avaliada a cinética de producdo de microesclerédios, enquanto a
concentracédo e a viabilidade de conidios e de microesclerddios nas capsulas integras
e liofilizadas foi monitorada ao longo de 120 dias de armazenamento sob diferentes
temperaturas. As capsulas integras e liofilizadas foram caracterizadas em termos de
tamanho, umidade, rendimento e espectroscopia de Infravermelho com Transformada
de Fourier — FTIR. As capsulas integras foram ainda analisadas em termos do seu
peso meédio, numero médio e densidade aparente, enquanto que as capsulas
liofilizadas foram submetidas a analise de microscopia eletronica de varredura (MEV).
Em relacdo a viabilidade dos propagulos, foi observada uma diminuicdo gradativa ao
longo do tempo para ambas as formulagbes. Os espectros FTIR sdo sugestivos de
interacbes entre o polimero alginato e o microrganismo. Os resultados obtidos
demonstram que foi possivel obter capsulas de alginato contendo T. asperellum T356,
com manutencdo da viabilidade do fungo apds o processo de encapsulacdo e

liofilizacdo, constituindo um grande potencial para uso em controle biologico.

Palavras-chaves: Alginato. Biocontrole. Fungos. Encapsulacao.



ABSTRACT

Biological control is a strategy of great interest and importance to enable the reduction
or substitution of the use of synthetic chemical pesticides in pest control in agriculture.
An organism widely used in the biocontrol of plant diseases and of great interest to the
biopesticides industry is the fungus Trichoderma. The present work had the objective
of evaluating the viability of Trichoderma asperellum T356 propagules, being these
microsclerodes (MS) and conidia submerged in intact and lyophilized alginate
capsules. The fungus was produced by submerged fermentation in shaken flasks and,
after recovery of the propagules by filtration, they were encapsulated in the alginate
matrix by the extrusion method. Microsclerotia production kinetics were evaluated,
while concentration and viability of conidia and microsclerodes in the intact and
lyophilized capsules were monitored for 120 days of storage under different
temperatures. The intact and lyophilized capsules were characterized in terms of size,
moisture, yield and Fourier Transform Infrared - FTIR spectroscopy. The intact
capsules were further analyzed in terms of their mean weight, mean number and
apparent density, while the lyophilized capsules were submitted to scanning electron
microscopy (SEM) analysis. In relation to the viability of the propagules, a gradual
decrease over time was observed for both formulations. FTIR spectra are suggestive
of interactions between the polymer alginate and the microorganism. The results
obtained show that it was possible to obtain alginate capsules containing T. asperellum
T356, with maintenance of the viability of the fungus after the process of encapsulation

and lyophilization, constituting a great potential for use in biological control.

Keywords: Alginate. Biocontrol. Fungi. Encapsulation.
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1 INTRODUCAO

O emprego de compostos quimicos sintéticos tem sido a estratégia de controle
de pragas mais utilizada ao longo dos ultimos anos. Entretanto, o uso intensivo e
indiscriminado favoreceu o aparecimento de pragas secundarias sem eliminar de fato
0s problemas existentes. Devido a sua toxicidade, causam prejuizos ao ambiente e a
saude humana (MARQUES et al.,, 2004). Os impactos causados pelo uso dos
agrotéxicos na agricultura tém preocupado a sociedade de maneira crescente,
motivando o interesse pelo emprego de estratégias de controle biolégico em
consonancia com o desenvolvimento de sistemas de cultivo mais sustentaveis e
menos dependentes do uso de produtos quimicos (MORANDI; BETTIOL, 2009).

O controle biolégico possui definicdo abrangente e compreende todos os
métodos que tém como objetivo bioldgico principal limitar o desenvolvimento de
pragas. Pode ser obtido pela manipulacdo do ambiente de forma a favorecer a
populacdo dos microrganismos benéficos presentes, ou pela introducdo massal de
antagonistas previamente selecionados, e pesquisas na area vém se tornando um
frutifero campo de estudo. De acordo com Mascarin et al. (2018), existem atualmente
82 produtos biopesticidas registrados no Brasil, conforme consta no AGROFIT
(Sistema de Agrotoxicos Fitossanitarios) do MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuéria
e Abastecimento) (AGROFIT, 2018). O sistema compreende um banco de
informacdes sobre os produtos agroquimicos e afins registrados no Ministério da
Agricultura. Ainda de acordo com Mascarin et al. (2018), os produtos estéo distribuidos
entre fungos (60%), bactérias (29%), baculovirus (10%) e nematdides (1%).

A aplicacdo de microrganismos vivos ou de metabdlitos tem sido estudada com
0 objetivo de promover a germinacao e o crescimento de sementes, bem como para
o controle de certos patdgenos (JUNGES, et al., 2016). Uma estratégia empregada é
0 uso de fungos para o controle de patégenos de plantas em solos manipulados,
embora ndo haja eliminagdo completa. Para que sejam mantidos niveis aceitaveis ao
meio ambiente, assim como meios de producdo economicamente viaveis, é
necessario que as técnicas de utilizacdo de fungos como agentes de biocontrole
sejam aprimoradas (GRIGOLETTI JUNIOR; SANTOS; AUER, 2000).
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Dentre os fungos usados como controle de patdgenos em campo, as espécies
do género Trichoderma, Persoon, 1794, estédo entre as mais utilizadas mundialmente
para uso em controle de fitopatdgenos, pois ndo sdo patogénicas aos seres humanos
e a outros animais e estdo presentes em praticamente todos os tipos de solo e
associados a matéria organica, sao facilmente isolados, cultivados e multiplicados e
colonizam com eficiéncia o sistema radicular de diversas plantas (HARMAN, 2006;
VERMA et al., 2007). Tais fungos sdo os mais usados no controle bioldgico de
fitopatdgenos devido ao facil desenvolvimento e a facilidade de serem cultivados em
uma gama de substratos.

Um recente artigo publicado pelo grupo da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA) em colaboracdo com pesquisadores norte-americanos
(KOBORI et al., 2015) relata a producéo de microesclerodios por T. harzianum, sendo
0s microesclerodios estruturas de resisténcia, formada até entdo exclusivamente em
condicBes de cultivo liquido submerso, mais interessante para o desenvolvimento de
formulacbes persistentes no campo e com maior estabilidade durante o
armazenamento. Os microesclerddios apresentam maior persisténcia no ambiente em
relac@o aos conidios aéreos, e a producao de estruturas em um processo fermentativo
submerso é de relevada importancia biotecnoldgica e econémica. O presente artigo
trabalhou com Trichoderma asperellum Samuels, Lieckf. & Nirenberg 1999, em cultivo
submerso para obtencéo de microesclerodios e conidios para utilizar em formulacdes
encapsuladas como controle bioldgico.

Para o preparo de formulados com micélio e/ou conidios de fungos, tem-se
utilizado o alginato de sédio como a principal matriz inerte da formulacdo em cépsulas
esféricas. Segundo estudos, o alginato tem produzido formula¢cfes Uteis no controle
de patégenos na agricultura. O polissacarideo ndo € tdxico ao microrganismo
formulado nem ao homem, por isso tem sido utilizado também como aditivo em alguns
alimentos industrializados e como materiais de moldagem em Odontologia. O alginato
€ utilizado junto com ions metalicos no preparo de um gel. Dependendo do tipo de
alginato e do ion metélico utilizado na formulacdo, o gel torna-se inerte e com certa
porosidade, o que auxilia na aplicabilidade do produto (MORETINI; MELO, 2007).

No contexto, o presente trabalho focou no preparo, caracterizagéo e avaliacdo

da viabilidade de propagulos de Trichoderma asperellum isolado T356 em capsulas
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de alginato. Trata-se do primeiro relato comparativo em relagdo ao encapsulamento

da cepa considerando o emprego de capsulas de alginato integras e liofilizadas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Formular e caracterizar capsulas de alginato contendo microesclerédios e

conidios submersos de Trichoderma asperellum T356.

2.2 Objetivos especificos

- Realizar a manutencéo da cepa de Trichoderma asperellum T356;

- Cultivar o microrganismo e avaliar a cinética de producao de microesclerédios;

- Desenvolver uma formulacao solida microencapsulada a base de alginato na forma
de cépsulas frescas integras e de capsulas liofilizadas;

- Avaliar a viabilidade dos propagulos ao longo do tempo sob condi¢cdes de
armazenamento;

- Caracterizar as formulacfes de acordo com propriedades fisico-quimicas.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 Controle quimico

O controle quimico é compreendido como o uso de substancias ou misturas de
substancias quimicas para prevencao, destruicdo e inibicdo dos efeitos prejudiciais
causados por microrganismos. O uso do termo defensivo agricola tem como base a
disponibilidade de produtos utilizados por agricultores nas lavouras. Entretanto, tal
termo ndo menciona os riscos ao meio ambiente e a saude dos agricultores (BELLEI,
2017).

O uso de agrotoxicos para protecdo de plantas se torna atrativo pela
simplicidade, previsibilidade e necessidade de pouco entendimento para aplicagéo. E
preciso ter conhecimento de como aplicar tal produto para se obter sucesso no
tratamento de patdgenos. Para isso, deve-se estudar a ecologia dos sistemas,
interacdes bioldgicas, informacdes sobre ecologia e fisiologia da espécie, dentre
outros (MORANDI; BETTIOL, 2009).

A utilizacdo de agroquimicos que atingem plantas, em alguns casos, pode
trazer mais desvantagens do que beneficios. Cresceram informacdes sobre possiveis
impactos no uso de produtos no ambiente, tanto na salude humana como na
agricultura. Consequentemente, tém sido realizadas nas ultimas décadas pesquisas
para o desenvolvimento de produtos quimicos eficientes e menos téxicos a
organismos ndo-alvos para uso em campo. A eficacia do controle quimico, mesmo em
baixas concentracdes, a auséncia de toxicidade frente aos mamiferos e animais
superiores, a facil obtencao, a viabilidade econ6mica, a ndo acumulacao no tecido
adiposo humano e de animais domésticos, dentre outros fatores, devem estar
associadas a atividade dos produtos.

Os agentes quimicos empregados no controle de microrganismos
fitopatogénicos séo classificados em dois grupos, os desinfetantes e os agentes
guimioterapicos. Os primeiros causam a morte do patégeno, pois agem diretamente
sobre estruturas de propagacdo. Ja 0s quimioterapicos sdo substancias que
interferem nas vias metabdlicas dos microrganismos. Podem ser sintéticos ou naturais
(antibidticos). Nos dois casos, 0 agente quimico pode impedir a proliferacdo ou causar

a morte do microrganismo. No entanto, essa distingéo € pouco nitida em muitos casos,



20

pois dependendo do tempo de contato e da dosagem aplicada, a mesma substancia
podera agir de uma ou outra forma (BORZANI et al., 2001).

As praticas agricolas, nas ultimas décadas, foram guiadas para o0 uso
indiscriminado de recursos e produtos quimicos a fim de produzir volumes macicos de
alimentos, devido a maior competicdo por recursos, mudancas climaticas e outros
fatores. Tais praticas desencadearam enorme poluicdo em diferentes ambientes, além
de contaminacdes ao solo e a agua, o que afetaram o0 bem-estar humano
(ANTONACCI et al., 2018).

Para o uso eficiente de produtos quimicos em campo, devem ser levados em
consideracdo fatores como o numero, o intervalo e o tempo de aplicacdo, a
estabilidade do produto e a auséncia de toxicidade. Por outro lado, 0 seu uso intensivo
pode levar ao surgimento de pragas secundarias e a selecdo de patdgenos
resistentes. Outras desvantagens sdo o impacto ao ambiente, por serem toxicos e
poluentes; o comprometimento da salde de produtores agricolas e dos consumidores,
além da sua inespecificidade, podendo eliminar microrganismos benéficos a planta
(DIAS, 2011).

A andlise histérica do uso de agrotOxicos € importante para se examinar 0s
embates negativos do controle quimico sobre o ambiente e a salude de agricultores.
Vérios estudos tém por objetivo comparar a visibilidade do uso de agrotoxicos e
neoplasias entre a populagao diretamente ou indiretamente exposta a esses produtos
quimicos (BELLEI, 2017).

Como controle alternativo para o uso de defensivos agricolas, tem-se usado a
associacdo de defensivos e extratos vegetais com propriedades antifungicas no
manejo integrado de doencas vegetais, principalmente na agricultura organica e
familiar. Alguns extratos, como o etanolico de Beauprea crassifdlia Brongn, 1871,
possuem compostos fendlicos e derivados de triterpenos com potencial atividade
inibitéria de crescimento sobre fungos da espécie Fusarium solani e Sclerotinia
sclerotiorum (Lib.) de Bary, 1884 (ANDRADE, et al. 2018).

Do total de vendas de agrotoxicos no Brasil, estima-se que apenas 1 a 2 %
desse mercado seja representado por biopesticidas. Enquanto até 2011 existiam 1352
agroquimicos registrados no Brasil, somente 26 produtos eram a base de agentes

bioldgicos e apenas trés produtos a base do género Trichoderma (BETTIOL, 2011).
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Dessa forma, a substituicdo parcial ou completa do controle quimico pelo
controle biolégico constitui uma estratégia de interesse e importancia para viabilizar
agricultura mais sustentavel e uso racional dos agrotoxicos nas lavouras, gerando

alimentos mais saudaveis e sem residuos quimicos.

3.2 Controle bioldgico

A crescente preocupacao da sociedade com os impactos causados pelo uso
dos agrotoxicos na agricultura abre caminhos para estimular o emprego de estratégias
de controle biol6gico no desenvolvimento de sistemas de cultivo mais sustentaveis e
menos dependentes do uso de produtos quimicos (MORANDI; BETTIOL, 2009).

Uma alternativa viavel para restaurar a biodiversidade funcional em
ecossistemas agricolas é o uso de controle biologico, pois na natureza existem
inimigos naturais contra insetos ou outras pragas que causam prejuizos na agricultura.
O uso de fungos como controle bioldgico, quando bem administrados, podem
determinar, em um agroecossistema especifico, a regulacdo de populacdes de pragas
e evitar prejuizos ao meio ambiente (MEDEIROS et al., 2018).

Desde a antiguidade, uma prética de controle biolégico que persiste até hoje é
realizada através do uso de extratos de plantas conhecidas por propriedades
inseticidas (aquelas que contém piretrinas, rotenoides e alcaloides). Poucas sdo de
interesse comercial em outros paises, como nos Estados Unidos da América. O uso
de alcaloides rotenoides naturais vem desde o século XVI. A partir da metade do
seculo XIX atingiram 2,5 mil toneladas. Atualmente a producdo anual vem sofrendo
um declinio, chegando hoje a cerca de 1250 toneladas, em virtude do alto custo de
producdo, extrema toxicidade a mamiferos, odor desagradavel, entre outros
(SBRAVATTI JUNIOR, 2003).

Nos ultimos anos, algumas tecnologias de controle bioldgico ganharam impulso
no equilibrio de doencas de plantas cultivadas. Tecnologias de controle biol6gico néo
s6 minimizam ou substituem o uso de pesticidas prejudiciais ao meio ambiente, como
também o uso pode ser mais acessivel financeiramente e eficiente em alguns
programas de controle das doencas (RAMANUJAM et al., 2010).
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Uma variedade de organismos e a técnica para a incorporacao de esporos nas
sementes sdo estudadas com o objetivo de se conseguir um eficiente sistema de
controle de patdégenos. A aplicacdo de microrganismos vivos ou de metabdlitos € um
método utilizado na promocédo de germinagdo de sementes e crescimento de plantulas
vigorosas e também no controle de certos patégenos (JUNGES et al., 2016).

Para controle alternativo de doencas no cultivo de viveiros florestais, utilizam-
se microrganismos endofiticos, que sado agentes que ndo causam doenca, mas
impedem o avanco de patégenos, por serem capazes de penetrar na planta e se
disseminar sistematicamente no hospedeiro (SBRAVATTI JUNIOR, 2013).

Uma estratégia muito empregada é o uso de fungos para o controle de
patdgenos de plantas em solos manipulados, embora ndo haja eliminacao completa.
Segundo Jaber e Ownley (2017), fungos entomopatogénicos, por exemplo, podem ser
usados como controle biolégico ocasionando promocao do crescimento das plantas e
a colonizacao da rizosfera. Entretanto, papéis biolégicos ainda ndo estao totalmente
compreendidos, mas proporcionam oportunidades para 0 uso multiplo de fungos em
estratégias de manejo integrado de pragas.

Para que sejam mantidos niveis aceitaveis ao meio ambiente, ou seja,
concentragcdes dos produtos que sejam capazes de manter o biocontrole de pragas,
assim como meios de producdo economicamente viaveis, €& necessario 0
aprimoramento de novas técnicas na utilizacdo de fungos como agentes de
biocontrole (GRIGOLETTI JUNIOR; SANTOS; AUER, 2000). De acordo com
CARVALHO et al. (2011), tratamentos com fungicidas ou agentes de biocontrole em
sementes ajudam a reduzir a disseminacao de bactérias. Tais tratamentos protegem
contra doencas e eliminam os patdégenos, o que é fundamental para o estabelecimento
da cultura. Dentre os fungos que apresentam excelentes resultados de controle de
patégenos em campo, destacam-se os do género Trichoderma.

Um dos fatores da baixa aplicabilidade das formulagBes no Brasil € o fato de
haver poucos registros legais no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) de produtos que poderiam ser comercializados para aplicacdo em campo. O
limitado conhecimento dos consumidores a respeito das consequéncias a saude
publica e ambiental, devido ao uso dos agrotoxicos, também dificulta a difusdo de

conceitos e vantagens no uso de bioprodutos na substituicdo dos produtos quimicos.
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Pesquisas para o esclarecimento dos mecanismos de interagao entre os agentes de
biocontrole e os patégenos de plantas e um maior incentivo na introducdo de
bioformulacdes podem ser alternativas viaveis para expandir a aplicabilidade desses
bioprodutos (MACHADO et al., 2012).

3.3 Trichoderma

Trichoderma spp. séo fungos naturais de solos de clima temperado e tropical e
gue podem viver de forma saprofitica de vida livre ou parasitando outros fungos
(HARMAN et al., 2004). Sado agentes biolégicos que tém sido utilizados tanto para
controle de patdgenos radiculares como da parte aérea (GRIGOLETTI JUNIOR;
SANTOS; AUER, 2000), sendo reconhecidos como antagonistas de numerosos
fungos patégenos na agricultura (HARMAN, 2006), além de promoverem o
crescimento vegetal.

Trichoderma spp. pertencem ao filo Ascomycota, ordem Hypocreales e familia
Hypocreaceae. S&o caracterizados por produzirem conidios, a partir de conidiégenos,
presentes ou ndo em estruturas especializadas ou por fragmentacao do talo micelial
(MACHADO et al., 2012).

Estdo entre os microrganismos mais utilizados mundialmente para uso em
controle de fitopatdgenos, pois ndo sdo patogénicos aos seres humanos e a outros
animais; estdo presentes em praticamente todos os tipos de solos e associados a
matéria organica; sao facilmente isolados, cultivados e multiplicados e colonizam com
eficiéncia o sistema radicular de diversas plantas, sendo reconhecidos como
antagonistas de numerosos fungos patégenos na agricultura, além de promoverem o
crescimento vegetal (HARMAN, 2006; VERMA et al.,, 2007). Sdo os fungos mais
usados no controle biolégico de fitopatégenos devido ao seu facil desenvolvimento e
a facilidade de serem cultivados em uma grande gama de substratos.

Isolados de Trichoderma spp. podem ser aplicados separadamente, em
combinag¢do com outros antagonistas, ou ainda com fungicidas quimicos compativeis
ja comumente empregados no controle de fitopatdgenos no solo. Podem ser
empregados no tratamento de sementes, substratos de crescimento de plantulas ou

diretamente no solo para controlar patégenos como Rhizoctonia solani, Pythium spp.
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e Fusarium spp., que atacam tecidos juvenis, causando iniameros problemas em
viveiros ou na fase de implantacdo de mudas no campo (VERMA et al., 2007).

Espécies de Trichoderma também podem ser usadas como biomarcadores para
controle biol6gico em patégenos de batatas, como o nematoide Globodera pallida. A
modificagao do solo por Trichoderma harzianum causou uma redug&o significativa da
infecgdo por G. pallida em raizes de batata. A reducéo dos cistos no solo e a taxa de
reproducdo do nematoide foram de 49% e 60%, respectivamente (CONTINA;
DANDURAND; KNUDSEN, 2017).

A competicAdo por espagos e recursos, antibiose e micoparasitismo s&o 0s
mecanismos principais no controle de doencas por Trichoderma spp. (HARMAN,
2006). Uma caracteristica do estagio assexual (anamorfico) destes ascomicetos é a
producédo de conidios, formados a partir de células conidiogénicas, presentes ou nao
em estruturas especializadas ou por fragmentacao do micélio (MACHADO et al.,
2012). As estirpes de Trichoderma produzem enzimas extracelulares e antibioticos
com efeitos antifingicos, sendo por isso usadas como agentes de biocontrole
(KOBORI et al., 2015).

Devido a eficiéncia reprodutiva, metabolismo diverso e capacidade altamente
competitiva das cepas na nhatureza, ha uma maior sobrevivéncia do género
Trichoderma em diferentes habitats. Espécies de Trichoderma possuem um
comportamento antagonista devido ao seu hiperparasitismo. Entretanto, algumas
espécies também conseguem produzir potenciais metabdlitos bioativos capazes de
melhorar o potencial antagonista. H4 uma extensa investigacdo no uso de suas
proteases para biorremediacdo (SHARMA et al., 2017).

Os efeitos do uso de Trichoderma em cultivo de plantas, incluindo a resisténcia
sistémica ou localizada, sdo mostrados em estudos recentes. Estes fungos produzem
uma mistura rica de enzimas antifungicas, como quitinases e 3-glucanases 1,3, que
apresentam acdo sinérgica com outras enzimas antifUngicas e com outros materiais
(HARMAN, 2006). Sao eficientes antagonistas de fitopatégenos, produzem hifas que
podem colonizar plantas como milho e feijao e sdo economicamente mais viaveis na
producéo de agentes de biocontrole (RESENDE et al., 2004).

Dependendo das condi¢cdes ambientais e da severidade da doencga, pode trazer

beneficios sociais, ambientais e econdmicos ao eliminar, eventualmente, o nimero de
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aplicagcbes de fungicidas quimicos (CARVALHO et al, 2011). A acdo por
micoparasitismo juntamente com a producéo de antibiéticos parecem ser 0s provaveis
mecanismos subjacentes ao seu uso como agentes de controle biologico (SHARMA
et al., 2017).

Em virtude da sua versatilidade de acdo, além de agirem como indutores de
resisténcia das plantas contra doencas, algumas linhagens de Trichoderma sé&o
utilizadas no controle de fitopatbgenos e na promoc¢do do crescimento vegetal,
tornando-se um dos fungos mais pesquisados em condi¢des de laboratorio, casa de
vegetacdo e campo. Entretanto, a sua acdo como estimulador de crescimento &
complexa e precisa ser realizada com a producao de diversas enzimas e compostos
benéficos, bem como com interacdes de fatores bioquimicos (MACHADO et al., 2012).

O método mais empregado para a producdo de bioinseticidas a base de
Trichoderma é a obtencdo de esporos a partir de cultivo em substrato sélido,
normalmente na forma de graos umedecidos (BETTIOL, 2011; WOO et al., 2014), a
exemplo do emprego de grdos de arroz. Este processo apresenta algumas
desvantagens, como falta de controle de qualidade, longos tempos de fermentacéo e
dificuldades no escalonamento do processo (KOBORI et al., 2015).

Para que o0 processo seja viavel economicamente e possa ser competitivo
comercialmente quando comparado aos produtos quimicos, € necessario que o fungo
seja produzido em larga escala, de forma eficiente, em intervalos de tempo reduzidos
e empregando substratos de baixo custo. Dessa forma, os propagulos podem ser
produzidos em biorreatores com cultivo submerso, tipo air-lift ou com agitacao
mecanica. Neste ultimo caso, o desafio € a reducao da formacao de micélio na cultura
liguida de forma a evitar a limitacdo de oxigénio e minimizar as dificuldades de
agitacao da cultura.

Considerando que no Brasil ainda ndo foram desenvolvidas formulagdes de
propagulos de Trichoderma spp. mais estdveis ao armazenamento e de maior
persisténcia no ambiente em relacdo aos conidios aéreos, 0 emprego de
microesclerodios em formulagbes para aplicacdo em campo € vantajoso, pois ira
conferir uma maior persisténcia e habilidade de sobrevivéncia sob condigdes
ambientais adversas. Isto porque os microesclerddios sdo aglomerados quitinizados

de hifas formando uma estrutura de resisténcia do microrganismo que tem se
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mostrado mais eficazes do que produtos a base de conidios quando aplicados
diretamente ao solo (JACKSON; JARONSKI, 2009). Estes propagulos permanecem
viaveis por longos periodos no solo (KOBORI et al., 2015) e sdo mais resistentes a
fatores bidticos e abidticos, o que sugere a necessidade de aplicacdo de doses
menores por hectare (MASCARIN et al., 2014).

O sucesso dos fungos do género Trichoderma como controle biol6gico deve-se
ao fato de serem oportunistas simbiontes de plantas, além de fortes competidores no
solo e produtores de antibiéticos contra fungos fitopatogénicos (Auler et al., 2013).
Segundo Lorito e colaboradores, 1993, essas caracteristicas sdo fundamentais para
tal sucesso.

A cepa de T. asperellum T356 é nova e foi isolada por pesquisadores da
EMBRAPA ARROZ E FEIJAO, pelo pesquisador Murilo. Ja foram realizados testes da
cepa contra patdgenos causadores da doenca do feijoeiro comum e obtiveram

resultado positivo na acéo antagonista desta cepa em relacao a doenca.

3.4 Sclerotinia sclerotiorum

O fungo Sclerotinia sclerotiorum € o causador da doenca mofo branco, que
causa a podriddo umida coberta por um micélio branco algodonoso na superficie do
solo e/ou tecido hospedeiro, podendo causar a queda de estruturas da planta e perda
total na producédo (ETHUR et al., 2001).

E o patdgeno de muitas plantas na agricultura, como o feijoeiro comum,
Phaseolus vulgaris L. e do girassol, Helianthus annuus, sendo presente em todas as
regibes produtoras. A producdo de estruturas de resisténcias, como os esclerodios,
permite ao fungo persistir no solo por longos anos (LEITE et al., 2000). Os esclerddios
viaveis no solo e a falta de controle quimico eficaz ou poucas formulacfes de controle
bioldgico dificultam o controle da doenca. Para o controle efetivo da doenca, faz-se
necessario a inclusado de préticas culturais, como o uso de sementes sadias, escolha
de melhor época para o cultivo e a rotacéo de culturas (LEITE et al., 2000).

O numero de hospedeiros do S. sclerotiorum chega, pelo menos, a 408 espécies
e 278 géneros de plantas. Possui uma vasta distribuicdo geografica. Em alguns
estados do Brasil, como Goias e no Distrito Federal, esta relacionado a perdas
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significativas de rendimento das lavouras comerciais, chegando a 50% na cultura do
feijoeiro comum e 18,7% na cultura da soja (CHARCHAR et al., 1999).

O controle do fungo € necessario para evitar perdas na agricultura. Estudos
recentes demonstram alternativas de controle do patdégeno, com o uso de Trihoderma
Spp. como antagonistas, em substituicdo de produtos quimicos.

O controle da patologia em plantas necessita de medidas mais eficientes e mais
saudaveis para planta e para o ser humano. Microrganismos antagonistas do fungo
S. sclerotiorum sdo alternativas viaveis para o controle, pois sdo capazes de se
estabelecer, colonizar e dispersar no ecossistema. Os agentes biolégicos também ndo
causam danos ao meio ambiente.

Nos ultimos anos, aumentou o0 uso de 6leos extraidos de plantas objetivando o
controle alternativo de S. sclerotiorum. Valadares e colaboradores, 2018,
mencionaram em seu trabalho que no futuro, produtores agricolas poderdo usar os
Oleos essenciais como importantes potenciais fungicidas, diante disso se faz
necessario aumentar os estudos nessa area.

As caracteristicas antifungicas de alguns oOleos essenciais de plantas ja foram
bem descritas na literatura. No trabalho de Valadares e colaboradores foi observado
gue os principais constituintes quimicos dos 6leos essenciais extraidos de plantas
como a Piperaceae aduncum, Linnaeus, 1753, foram promissores como anti-
Sclerotinia. Doses acima de 10 pL, do 6leo de P. aduncum mostraram efeito

antifingico parecidos com fungicidas comerciais (VALADARES et al., 2018).

3.5 Phaseolus vulgaris L. (Feijoeiro comum)

O feijdo como alimento béasico propicia fonte de nutrientes na alimentacao
humana. E um dos alimentos mais consumidos diariamente. O feijio como alimento
basico propicia contetudo calorico, proteico, mineral, e vitaminico importantes para
nutricdo. E a principal fonte de proteinas de populacées de baixa renda, além de ser
um alimento tradicional na dieta alimentar (MESQUITA et al., 2005).

Para atender ao mercado consumidor, algumas caracteristicas do feijoeiro
comum necessitam ser atendidas, como sensibilidade aos estresses bidticos e

abidticos e um maior controle de organismos patogénicos. No Brasil, ha varios
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cultivares do feijoeiro comum. O cultivo se baseia em trés safras, praticamente em
todo o territério nacional, durante o ano todo, sujeito as condicbes ambientais.

O sistema de producéo do feijoeiro teve importantes mudancas. Passou a ser
cultivado em sistemas altamente tecnificados e os programas passaram por alta
produtividade e resisténcia a pragas agricolas. As caracteristicas promoveram uma
melhor aceitagéo de mercado (CARBONELL et al., 2010).

Dentre as pragas que afetam o feijoeiro comum, pode citar o bruquideo Zabrotes
subfasciatus (Boh.), que provoca danos como a perda de peso, reducdo do poder
germinativo, dentre outras. O uso de cultivares mais resistentes tem sido alternativa
de controle contra o patégeno causador do bruquideo, no Brasil (WANDERLEY;
OLIVEIRA, 1997).

A podridao radicular € outra praga que atinge o feijoeiro comum. Provocada por
fungo Rhizoctonia solani Kuihn, a doenga inviabiliza o plantio do feijoeiro. O controle
da doenca é dificil e ndo é economicamente viavel (RODRIGUES et al., 2002).
Fungos como Sclerotinia sclerotiorum causam a doenca do mofo branco no feijoeiro
comum e pode ser evitada com o uso de biocontrole a base de Trichoderma
asperellum.

A reducgdo dos impactos causados por microrganismos patogénicos do feijoeiro
comum esta sendo conseguida pelo emprego de Trichoderma asperellum como
controle biolégico. Os estudos focam nos efeitos diretos dos antagonistas sobre
fitopatdgenos e estdo sendo benéficas no controle de doengas do feijoeiro comum
(PEDRO et al., 2012).

3.6 Formulagdes em alginato

O alginato é um polissacarideo presente em algas marinhas marrons
(Phaeophyceae), como um componente estrutural, e em algumas bactérias do solo,
como cobertura extracelular (FIGUEIRA et al., 2014). A capacidade de reter agua e
também as propriedades estabilizantes, espessantes e gelificantes permitem ampla
utilizacdo em aplicac6es inovadoras na Medicina, na area farmacéutica, na producao
de formulacdes para controle biolégico e em outras aplicacdes industriais.

Os alginatos sdo usados em técnicas de microencapsulacdo devido as

caracteristicas de biodegradabilidade e biocompatibilidade. O encapsulamento de
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principios ativos pode ser potencializado pela associacdo de alginato com argila
mineral e bentonita sédica. A associacdo é promissora por resultar na formacao de
um material nanocomposto com propriedades organicas e inorganicas (BATISTA et
al., 2013).

Segundo Batista et al. (2013), o uso de biopolimeros, particularmente os
alginatos, justifica-se por serem de facil degradacdo hidrolitica e enzimatica,
biocompativeis e ndo toxicos ao meio ambiente. O alginato tem a capacidade de
formar géis insollveis em &gua, embora os géis apresentem alta porosidade, o que
eleva os niveis de difusédo do principio ativo contido no gel, sem que haja dissolugéo.

Em se tratando do emprego de capsulas de alginato em formulacdes para
controle biolégico em campo, o maior desafio € a producdo massal de formulados. A
obtencdo de formulagcdes em alginato pode ser otimizada com o uso de bomba
peristéltica, o que pode aumentar a producéo de capsulas por minuto e uniformizar o
didametro das particulas (MAFIA et al., 2003).

Formulacdes a base de alginato vém se mostrando uma opc¢éo na producao
massal de formulados de Trichoderma spp. para fins de controle bioldgico. Alguns
estudos tém demonstrado maior niumero de atividades antagonistas quando ha
aplicacdo em substratos que servem como base nutricional em espécies de fungos.
Tal aplicacdo permite um acelerado crescimento e maior colonizacdo do substrato,
podendo inclusive estabelecer um hiperparasitismo (MAFIA et al., 2003). No entanto,
€ importante identificar os fatores que afetam o metabolismo microbiano e a eficiéncia
do sistema, tais como a transferéncia de oxigénio, propriedades fisicas e quimicas do
gel de alginato, difuséo de nutrientes essenciais e procedimentos de imobilizacéo das
células aprisionadas no gel (DIAS; RESENDE; LINARDI, 2001).

Locatelli et al. (2018) estudaram o desenvolvimento de formulacbes de
Trichoderma sp. em granulos encapsulados contendo alginato de sédio modificado
com diferentes polimeros e avaliaram a viabilidade de conidios durante a estocagem.
Os autores verificaram que, partindo de uma concentracgéo inicial de 10'° UFC/g, foi
possivel manter a viabilidade dos conidios armazenados a 28 °C por até 14 meses
em concentracdes celulares acima de 10° UFC/g para granulos contendo alginato,

polifosfato de sodio, pectina e glicerol.
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Resumo

O controle biolégico constitui uma estratégia de grande interesse e importancia para
viabilizar a reducado ou substituicdo do uso de pesticidas quimicos sintéticos no controle de
pragas na agricultura. Um organismo amplamente utilizado no biocontrole de doengas de
plantas e de grande interesse para a industria de biopesticidas é o fungo Trichoderma. O
presente trabalho teve por objetivo avaliar a viabilidade de propagulos de Trichoderma
asperellum T356, sendo estes microesclerddios (MS) e conidios submersos, em capsulas de
alginato integras e liofilizadas. O fungo foi produzido por fermentacdo submersa em frascos
agitados e, ap6s a recuperacao dos propagulos por filtracdo, estes foram encapsulados em
matriz de alginato pelo método de extrusdo. Foi avaliada a cinética de producdo de
microesclerddios, enquanto a concentragdo e a viabilidade de conidios e de microesclerédios
nas capsulas integras e liofilizadas foi monitorada ao longo de 120 dias de armazenamento
sob diferentes temperaturas. As capsulas integras e liofilizadas foram caracterizadas em
termos de tamanho, umidade, rendimento e espectroscopia de Infravermelho com
Transformada de Fourier — FTIR. As capsulas integras foram ainda analisadas em termos do
seu peso médio, numero médio e densidade aparente, enquanto que as capsulas liofilizadas
foram submetidas a analise de microscopia eletrdnica de varredura (MEV). Em relagdo a
viabilidade dos propagulos, foi observada uma diminui¢cdo gradativa ao longo do tempo para
ambas as formulacdes. Os espectros FTIR sdo sugestivos de interagfes entre o polimero

alginato e o microrganismo. Os resultados obtidos demonstram que foi possivel obter
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capsulas de alginato contendo T. asperellum T356, com manutenc¢ao da viabilidade do fungo
apos o processo de encapsulacao e liofilizagcdo, constituindo um grande potencial para uso

em controle bioldgico.
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Abstract

Biological control is a strategy of great interest and importance to enable the reduction or
substitution of the use of synthetic chemical pesticides in pest control in agriculture. An
organism widely used in the biocontrol of plant diseases and of great interest to the
biopesticides industry is the fungus Trichoderma. The present work had the objective of
evaluating the viability of Trichoderma asperellum T356 propagules, being these
microsclerodes (MS) and conidia submerged in intact and lyophilized alginate capsules. The
fungus was produced by submerged fermentation in shaken flasks and, after recovery of the
propagules by filtration, they were encapsulated in the alginate matrix by the extrusion method.
Microsclerotia production kinetics were evaluated, while concentration and viability of conidia
and microsclerodes in the intact and lyophilized capsules were monitored for 120 days of
storage under different temperatures. The intact and lyophilized capsules were characterized
in terms of size, moisture, yield and Fourier Transform Infrared - FTIR spectroscopy. The intact
capsules were further analyzed in terms of their mean weight, mean number and apparent
density, while the lyophilized capsules were submitted to scanning electron microscopy (SEM)
analysis. In relation to the viability of the propagules, a gradual decrease over time was
observed for both formulations. FTIR spectra are suggestive of interactions between the
polymer alginate and the microorganism. The results obtained show that it was possible to
obtain alginate capsules containing T. asperellum T356, with maintenance of the viability of
the fungus after the process of encapsulation and lyophilization, constituting a great potential

for use in biological control.

Keywords: Alginate, biocontrol, fungi, encapsulation.

*Artigo serd submetido a revista Journal of Microencapsulation (ANEXO)
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1. INTRODUCAO

Os impactos negativos causados pelo uso dos agrotdxicos tém motivado o interesse
pelo emprego de sistemas de cultivo mais sustentaveis e menos dependentes do uso de
produtos quimicos. Nesse contexto, 0 emprego de técnicas de controle biolégico tem recebido
destaque no cenario fitossanitario atual e assume papel importante na busca pelo
desenvolvimento de agricultura mais sustentavel e menos poluidora.

Entre os microrganismos benéficos ou Uteis para uso na agricultura, destacam-se 0s
fungos do género Trichoderma Persoon, 1794, que sdo 0s mais empregados no controle de
fitopatdgenos, devido aos mecanismos de ac¢ao incluindo hiperparasitismo e antibiose e a
facilidade de cultivo massal in vitro em diversos substratos, cujos propagulos produzidos séo
empregados tanto para controle de patdgenos radiculares como para aqueles de parte aérea
em plantas cultivadas (GRIGOLETTI JUNIOR; SANTOS; AUER, 2000). S&o reconhecidos
como antagonistas de numerosos fungos patégenos na agricultura (HARMAN, 2006), além
de promoverem o crescimento vegetal direta e indiretamente. De acordo com van Lenteren et
al. (2017), sdo mais de 3 milhdes de hectares no Brasil aplicados com Trichoderma spp.

O método mais empregado para a producao de biopesticidas a base de Trichoderma
€ a obtencdo de esporos assexuais (conidios) a partir do cultivo em substrato sélido,
normalmente usando graos de cereais umedecidos (BETTIOL, 2011; WOO et al., 2014). Este
processo apresenta desvantagens como falta de controle de qualidade, alta dependéncia de
mao-de-obra, longo periodo/ciclo de fermentagdo e dificuldades no escalonamento do
processo. Para que o processo seja economicamente viavel e explorado comercialmente nos
diferentes sistemas agricolas, é necessario que o fungo seja produzido em larga escala, de
forma eficiente, em ciclos curtos de fermentacédo e utilizando substratos de baixo custo e alta
disponibilidade no mercado.

Em artigo publicado pela Embrapa e USDA (U.S. Department of Agriculture) (Kobori et
al., 2015), é relatada ineditamente a produc¢do de microesclerédios (MS) por T. harzianum em
cultivo liquido submerso. MS sdo estruturas de resisténcia que apresentam maior persisténcia
no ambiente em relacdo aos conidios aéreos, e o desenvolvimento de formulactes
empregando MS constitui-se num importante avanco tecnoldgico visando a expansédo de
mercado de biopesticida. No contexto, o presente trabalho teve por objetivo a obtencéo de
cépsulas de alginato contendo MS e conidios submersos de Trichoderma asperellum T356

visando a aplicacdo no controle de fitopatdégenos de importancia agricola.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtengao do microrganismo e manutengéo da cultura

O fungo T. asperellum T356 foi cedido pela Embrapa Arroz e Feijao, em decorréncia de
um acordo de cooperagdo técnica existente entre a Embrapa e a UFPE/CAV sob respaldo do
documento TTM (Termo de Transferéncia de Material), que regulamenta este tramite de
material genético entre instituicdes de pesquisa no pais, para fins exclusivamente de pesquisa
cientifica.

Inicialmente, a cultura foi mantida em placas de Petri contendo o meio BDA (Batata,
Dextrose, Agar) a 28 °C, sendo repicada a cada duas semanas. A Figura 1 mostra o aspecto

morfoldgico da cultura de T. asperellum T356 crescida em meio BDA.

Figura 1 - Aspecto morfologico da cultura de Trichoderma asperellum T356 crescida em
meio BDA ap6s 21 dias a 28 °C.

Fonte: O autor.

A cultura esporulada foi entdo preservada por meio de liofilizagdo, com a finalidade de
se criar um banco de estoque para fornecer inOculo aos experimentos e evitar,
consecutivamente, a repicagem excessiva do fungo em meio de cultura artificial. Partindo-se
de uma colbnia esporulada, os esporos foram raspados e posteriormente misturados numa
solucéo crioprotetora (10 % m/v de sacarose e 1 % m/v de gelatina). Ap6s homogeneizacao,
aliquotas de 1 mL foram distribuidas em frascos de vidro, congeladas a -80 °C por 16 h e
transferidas para o liofilizador (Sentry 2.0, VirTis, SP Scientific) com vacuo a 300 mT por 48 h
a -50 °C. Os frascos foram lacrados e armazenados a temperatura ambiente (28 °C). A Figura
2 mostra os frascos contendo a cultura liofilizada. Para a contagem de células, o material

liofilizado foi ressuspendido em 3 mL de solucdo salina estéril (NaCl 0,85 % m/), e a
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contagem das Unidades Formadoras de Colonias (UFC) realizada a partir de plaqueamento
em meio BDA a 28 °C por 5-7 dias.

Figura 2 — Frascos contendo a cultura liofilizada de Trichoderma asperellum T356.
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Fonte: O autor.
2.2.Cultivo de Trichoderma asperellum T356

A cultura estoque liofilizada foi inoculada em placas contendo meio BDA por 2-3
semanas a 28 °C. Em seguida, uma suspensao de esporos foi obtida pela adicdo de 10 mL
de solucéo estéril de Tween 80 (0,04 % m/v) e inoculada no meio de cultivo (concentracdo
inicial ajustada para 10° conidios/mL). O cultivo foi realizado em frascos aletados tipo
Erlenmeyer (Nalgene) de 500 mL de capacidade contendo 200 mL de meio a base de sais
minerais, sacarose e levedura autolisada (Lyscell®, ICC, Brasil), concentracéo de carbono (C)
de 20 g/L, razdo C:N de 10:1, pH 5,5, a 300 rpm por 7 dias a 28 °C, de acordo com Locatelli
et al. (2017). Os experimentos foram realizados em dois dias diferentes, cada um deles em
quadruplicata. A Figura 3 mostra o aspecto da cultura crescida apds 7 dias de cultivo.
Diariamente, um volume de 2 mL foi retirado de cada frasco para a contagem de
microesclerddios (MS) e conidios submersos. Periodicamente, os frascos eram agitados
manualmente para remoc¢ao do anel de biomassa na parede dos frascos.

Apoés o término de cada cultivo, as amostras foram homogeneizadas, filtradas em trés
peneiras (malhas de 16, 20 e 35 mesh) para a obtencdo dos propagulos (conidios e MS) de
T. asperellum T356. Nesta etapa, as células foram submetidas a lavagem com agua destilada

estéril (200 mL). A Figura 4 mostra a etapa do processo de filtracdo das células.
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Figura 3 — Frascos contendo a cultura de Trichoderma asperellum T356 apos 7 dias de cultivo
a 28°C.

Fonte: O autor.

Figura 4 — Etapa de filtracdo das células de Trichoderma asperellum T356.

Fonte: O autor.

2.3 Formulag¢des em cépsulas de alginato

Inicialmente, preparou-se uma solucéo de alginato de sodio a 2 % (m/v) (Dinamica®,
Brasil) em agua estéril. Uma massa de 2 g de alginato foi dissolvida em 60 mL de agua
destilada estéril a 40 °C sob agitacdo constante. Apos a suspensédo atingir a temperatura
ambiente, adicionou-se 25 mL da suspensao celular contendo conidios e microesclerodios e
obtida na etapa anterior. A suspenséo foi homogeneizada e o volume foi completado com
agua para 100 mL (Akhtar et al., 2009), sendo retirada uma amostra para a realizagdo da
contagem de MS e de conidios. O experimento foi realizado para um volume total (células +

alginato) de 1 L, e a suspensao foi bombeada (bomba peristaltica Marconi®, MA 2400/400) a
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uma vazéo de 861,7 mL/min, sendo utilizado um sistema de microencapsulagdo conforme
mostra a Figura 5.

Figura 5— Sistema de microencapsulacao utilizado para a obten¢éo de capsulas de alginato

contendo Trichoderma asperellum T356.

1. Bomba peristéltica; 2. Sistema contendo quatro agulhas; 3. Recipiente contendo CaCl2a 0,2 M

Fonte: o autor

A amostra foi extrudada por quatro agulhas estéreis (0,70 x 25 mm) em1 L de CaCl; a
0,2 M, sob agitacdo constante. As microcapsulas foram deixadas em repouso por 2 ha 4 °C
(Figura 6A), sendo posteriormente coletadas por meio de uma peneira (Figura 6B) e lavadas
com &gua estéril para retirada do excesso de CaCl,. Capsulas “vazias” sem o microrganismo

foram preparadas de acordo com 0 mesmo procedimento, como controle.
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Figura 6 — Microcapsulas de Trichoderma asperellum T356 em repouso apos a extrusao

(A) (B)

(A) e coleta das capsulas em peneira (B).

Fonte: o autor.

As cépsulas obtidas foram separadas em dois lotes (capsulas integras e liofilizadas).
Enguanto as capsulas integras foram acondicionadas em frascos de penicilina contendo agua
estéril, o outro lote de cépsulas foi liofilizado conforme descrito no item 2.1, sendo que neste
caso as capsulas nao foram imersas em agua estéril. Apés contagem inicial de MS e conidios,
as amostras foram armazenadas (8 °C, 25 °C e 35 °C) para a contagem de propagulos e
contagem de UFC a cada 30 dias durante 120 dias de avaliacdo, sendo realizadas trés
repeticdbes para cada tratamento. A Figura 7 mostra as amostras armazenadas nas

temperaturas citadas.

Figura 7— Microcapsulas de Trichoderma asperellum T356 (integras e liofilizadas)

armazenadas nas temperaturas de 25 °C (A), 35 °C (B) e 8° C (C).

Fonte: o autor
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2.4. Caracterizacdo das capsulas
2.4.1. Concentragéo de propagulos T. asperellum T356

As contagens de MS nas suspensdes durante o acompanhamento do cultivo foram
determinadas a partir de diluicbes decimais seriadas em solucéo salina e posterior observacéo
em microscopio 6tico. As contagens de conidios e de MS das capsulas foram realizadas
dissolvendo-se 1 g (c4psulas integras) e 0,1 g (capsulas liofilizadas) em solucao de citrato de
sédio 1,0 % (m/v), com posterior diluicdo e observacdo em microscopio 6Otico. Todos 0s
ensaios foram realizados em triplicata. Os resultados foram submetidos a analise de variancia
e teste de Tukey a 5 % de probabilidade, por meio do programa Past®. A Figura 2.8 mostra
uma fotomicrografia de microesclerédio de T. asperellum T356 apds 4 dias de crescimento
em meio de cultura liquido.

Para a determinacdo da concentracao de células viaveis das cépsulas de alginato
(integras e liofilizadas), o0 mesmo procedimento descrito anteriormente foi realizado. No
entanto, apds as diluicdes decimais seriadas foi inoculado um volume de 100 pL em placas
de Petri contendo meio BDA pelo método spread plate. As placas foram incubadas por 5-7
dias a 28 °C e os resultados foram expressos em Unidades Formadoras de Colénias (UFC)

por massa de amostra.

Figura 8— Fotomicrografia de microesclerédio de T. asperellum T356 apés 4 dias de

crescimento em meio de cultura liquido.

Fonte: O autor.
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2.4.2. Tamanho

O tamanho médio das capsulas foi determinado a partir da observacao direta de
acordo com o seguinte procedimento: Foram escolhidas de forma aleatéria 12 capsulas de
cada ensaio, sendo estas colocadas sobre a superficie de um papel escuro e fotografadas
com uma camera fotografica digital (Canon EOS 70D) com lentes macro de 100mm. Uma
escala de tamanho foi adicionada na imagem calibrada empregando-se o software ImageJ
1.47v.

2.4.3. Determinacdo do peso médio, numero médio e densidade aparente das capsulas

integras

Primeiramente, foram pesados 10 tubos vazios de centrifuga, tipo Falcon, para cada
tipo de amostra (capsulas integras, com e sem 0 microrganismo). Em seguida, foi
acrescentado um volume de cépsulas integras correspondente a 10 mL, o nimero de
capsulas foi contado e cada tubo foi novamente pesado. O peso médio das capsulas foi entdo
determinado por diferenca, calculando-se a média e o desvio padréo, enquanto que a

densidade aparente (D) foi calculada pela Equagéo 1:

D, =[Z] @

w

onde m é a massa de capsulas (em g) e v éo volume ocupado de capsulas (10 mL).

2.4.4. Determinacdo da umidade e do rendimento de cépsulas integras em capsulas

liofilizadas

Inicialmente, foram pesados 10 tubos vazios de centrifuga, tipo Falcon, para cada tipo
de amostra. Em seguida, foi acrescentado um volume de capsulas integras correspondente a
20 mL, e os tubos foram liofilizados conforme descrito anteriormente. Apés a liofilizacéo, os
tubos foram novamente pesados e o rendimento de capsulas integras em cépsulas liofilizadas
foi determinado por diferenca, calculando-se a média e o desvio padrao.

O teor de umidade foi determinado segundo a metodologia descrita pelo INSTITUTO
ADOLFO LUTZ (2008). Uma massa de 2,0 g de capsulas integras e de 0,7 g de capsulas
liofilizadas, com e sem o0 microrganismo, foi levada a estufa por 3 horas a temperatura de 105
°C. ApoOs resfriamento em dessecador, as massas foram pesadas e o procedimento foi

repetido até obtencdo de peso constante. Os ensaios foram realizados em triplicata.
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2.4.5. Microscopia eletrbnica de varredura (MEV)

O estudo microscopico das amostras foi executado em microscépio eletrdnico de
varredura Hitachi, modelo TM3030, operado em 15 kV e equipado com um sistema de energia
dispersiva de raio-X Quantax70 para microandlise dos elementos constituintes. As amostras
foram adicionadas sob uma fita de carbono e avaliadas posteriormente. A andlise foi realizada
no Laboratério de Caracterizacédo Estrutural de Materiais do Departamento de Engenharia de
Materiais (DEMat) da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN).

2.4.6. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier — FTIR

As andlises FTIR foram realizadas no Laborat6rio de Caracterizacdo Estrutural de
Materiais do Departamento de Engenharia de Materiais (DEMat) da Universidade Federal do
Rio Grande do Norte (UFRN). Os espectros FTIR foram obtidos em um intervalo de nimeros
de onda de 700 a 4000 cm™.Esta técnica é utilizada para a caracterizacdo de polimeros,

principalmente no que se refere a grupos funcionais e de ligacdes presentes na amostra.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Cultivo de Trichoderma asperellum T356

Conforme mostra a Figura 9, a producdo de MS ¢ iniciada a partir de 2 dias de cultivo e
aumenta gradativamente até o quinto dia, atingindo 2,8x10* MS/mL. Apdés 7 dias, a
concentragdo de MS diminui para 2,0x10* MS/mL. Kobori et al. (2015) verificaram que a
producdo de MS de T. harzianum T-22 foi favorecida pelo meio com maior concentracdo de
C (36 g/L) e razdo C:N de 10:1, especialmente no quarto dia de cultivo, atingindo 4,83 x 10*

MS/mL. Esses resultados corroboram com os obtidos no presente estudo.
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Figura 9— Producéo de microesclerddios por Trichoderma asperellum T356 em frascos

agitados a 300 rpm por 7 dias a 28 oC.
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Cada ponto representa a média + desvio padrédo (n = 4).

Por outro lado, MASCARIN et al. (2014) investigaram a producédo de microesclerddios
por cepas de Metarhizium spp. por fermentacao liquida submersa. Os fungos foram cultivados
em meio liguido com razdo C:N de 50:1, um meio escasso em nutrientes, sendo observado
um rendimento maximo de MS de 0,7-1,1 x10” MS/mL apds 5 dias de crescimento.

Estudos anteriores tém demonstrado que sob condi¢cdes de estresse nutricional, alguns
fungos tem a capacidade de produzirem MS, conforme relatado por Jackson e Schisler (1995),
Shearer e Jackson (2006) e Jackson e Jaronski (2009). A formacdo, melanizacdo e
guantidade produzida de MS, dentre outros fatores, sdo influenciados pela linhagem e
concentracao do fungo, e pela composi¢éo, aeracao, temperatura e atividade de agua do meio
de cultura liquido (MASCARIN et al., 2014). De acordo com Jackson e Schisler (1995), que
analisaram a produgdo de MS de Colletotrichum truncatum, a formacdo e a melanizagéo de
MS estéo relacionadas com a deplecéo de nitrogénio e carbono, respectivamente. Como as
concentracdes de carbono e de nitrogénio ndo foram avaliadas no presente estudo, pode-se
apenas especular sobre a exaustéo desses nutrientes a partir do quarto dia de cultivo a partir
dos resultados obtidos em relacéo a cinética de producgéo de MS.

Mendes e colaboradores relataram em seu trabalho que o desenvolvimento do fungo
Fusarium oxysporum, Snyder, W.C. e Hansen, H.N. 1940, foi inibido por metabdlitos volateis
produzidos por Trichoderma harzianum, Rifai, 1969, e o Trichoderma longibrachiatum, Rifai,

1969. Os resultados obtidos por Mendes e colaboradores corroboraram com os resultados do
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trabalho, demonstrando que o género Trichoderma é um importante fungo usado como
controle de patégenos de plantas.

Os resultados obtidos por Hoffmann e colaboradores indicaram grande potencial de
controle de F. solani utilizando-se espécies de Trichoderma. Os isolados apresentarem
eficiéncia como antagonistas de Fusarium spp. Demosntrando maior potencial para controle
biol6gico do patdgeno. Dos antagonistas selecionados 80% apresentaram inibicdo completa

contra o crescimento dos patdégenos.

3.2 Formulacbes em capsulas de alginato

3.2.1. Concentracéo de propagulos

Conforme mostra a Tabela 1, observa-se que a concentracao de conidios aumenta apds
o encapsulamento, passando de 2,9x10° conidios/mL para 5,7x108 conidios/g. Em relacéo a
concentragdo de MS, antes da encapsulacéo a concentragdo foi de 8,7x102 MS/mL, cerca de
2-log inferior & concentragédo final de MS ap6s o cultivo, evidenciando a perda celular durante
a filtracdo e preparo da solucao de alginato. Apds a encapsulacédo, a concentracao de MS foi
de 3,0x10% MS/g de cépsula.

A andlise dos dados pelo teste t-Student revelou que ha diferenca significativa (p<0,5)
entre as concentragdes de conidios antes de depois da encapsulacao, o que ndo ocorre entre
as concentragcfes de MS. Entretanto perde MS na etapa de filtracdo, por ter um tamanho em
torno de 68-541 pm.

Tabela 1 — Concentragfes de microesclerodios e de conidios de Trichoderma asperellum

T356 antes e apos o preparo de capsulas integras de alginato

Amostra Microesclerodios Conidios
(média £ dp) (média £ dp)

Antes de encapsular (por mL de suspenséo (8,7 £0,7) x 102 (29+1,2)x 108

de alginato)

Apds encapsular (por g de capsula) (3,0 +£0,5) x 10? (5,7+0,8) x 108

dp = desvio padrdo; n = 3 por amostra

As Figuras 10 e 11 mostram, respectivamente, os valores das concentracdes de
conidios e de microesclerddios de T. asperellum T356 nas capsulas integras e liofilizadas

durante 120 dias de armazenamento a 8, 25 e 35 °C.
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Figura 10 — Concentracdo de conidios de Trichoderma asperellum T356 em cépsulas

integras (A) e liofilizadas (B) durante 120 dias de armazenamento a 8, 25 e 35 oC.
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Letras minusculas diferentes (a—c) indicam diferengas significativas (p<0,05) no mesmo dia; Letras

maiusculas diferentes (A—E) indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os dias.

Observa-se que, apos 120 dias de armazenamento, 0s conidios mantiveram-se viaveis
(107 conidios/g) para os dois tipos de capsulas a 8 e 25 °C, diminuindo apenas log 1/g em
relacdo a concentracao inicial de conidios.

Por outro lado, na temperatura de 35 °C a concentracao de conidios diminui para ambas
as capsulas, sendo essa diminuicdo mais evidente para as capsulas integras (10* conidios/g)
do que para capsulas liofilizadas (10° conidios/g), demonstrando que o processo de liofilizacdo
ajudou na preservacao dos conidios ao longo do tempo para as capsulas desenvolvidas no
presente estudo.

A liofilizacdo tem sido usada como método de preservacdo de microrganismos ha
décadas e é a técnica preferida para a preservagédo de cole¢bes de cultura (Morgan et al.,
2006). As desvantagens deste método, especialmente quando aplicado em larga escala,
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incluem a possibilidade de contaminacdo cruzada, perda de viabilidade e altos custos de
processamento (JIN; CUSTIS, 2011).

Em contrapartida, nota-se que ap0s o processo de liofilizacdo a concentragdo inicial dos
conidios nas capsulas liofilizadas é de 10® conidios/g, similar a concentracéo inicial de
conidios nas cépsulas integras. No entanto, vale salientar que os valores das concentracfes
estao expressos por grama de capsula, e que as capsulas integras foram avaliadas em base
Umida. Dessa forma, o processo de secagem por liofilizacdo pode ter provocado uma
diminuigcdo da concentracao inicial de conidios nas capsulas liofilizadas. No entanto, conforme
relatado anteriormente, as capsulas liofilizadas tendem a manter a concentracdo de conidios
ao longo do tempo, mesmo sob armazenamento a 35 °C.

Santos (2016) desenvolveu formulagbes multiparticuladas do fungo Metarhizium
anisopliae por meio da técnica de extrusao-esferonizagdo, com secagem em leito fluidizado
com temperatura do ar de saida mantida a 40°C ou 50°C e avaliagdo da concentracado e
viabilidade de conidios ap6s armazenamento dos pellets por 7 a 21 dias sob duas condi¢des:
camara climatica a 40 °C e 75% de umidade relativa e refrigerador a 4 °C. A formulag&o
selecionada foi composta por vermiculita, terra diatoméacea e dioxido de silicio coloidal
(78:20:2), que apresentou concentracéo de conidios superior a 1,7x10° conidios/g de pellets.
A autora observou contaminacao dos pellets sob armazenamento a 40 °C apés o 7° dia de
ensaio, enquanto que a 4 °C a producéo e a viabilidade dos conidios permaneceram estaveis
até o 21° dia de armazenamento. No presente trabalho, ndo foi observado o aparecimento de
contaminagcdo durante os 120 dias de armazenamento em nenhuma das condi¢des
investigadas.

Com relacdo aos MS (Figura 11), observa-se que as concentracdes se mantiveram em
torno de 102 MS/g para ambas as capsulas e nas temperaturas de 8 e 25 °C, sem diferencas
significativas entre os tratamentos. No entanto, foi observada significativa reducdo da
concentracdo de MS a 35 °C para ambas as capsulas. Apesar de serem estruturas de
resisténcia, sabe-se que o conteido de umidade pode ser critico para a sobrevivéncia e
estabilidade durante estocagem de microrganismos, incluindo propagulos flngicos
(CONNICK et al., 1996; HONG et al., 1998).

No presente estudo, os MS parecem ter sofrido degradagcédo quando armazenados a 35
°C, sendo este resultado observado ja a partir de 30 dias de armazenamento. De acordo com
Mascarin et al. (2014), a influéncia do contetldo de umidade em granulos de MS pode ser um
fator critico para a estabilidade a estocagem ao longo do tempo a temperatura ambiente,
especialmente nos trépicos, quando os micopesticidas podem ser expostos a condi¢des

extremas por longos periodos de tempo.



Figura 11 — Concentracao de microesclerédios de Trichoderma asperellum T356 em
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capsulas integras (A) e liofilizadas (B) durante 120 dias de armazenamento a 8, 25 e 35 oC.
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Letras minusculas diferentes (a—c) indicam diferengas significativas (p<0,05) no mesmo dia; Letras

maiusculas diferentes (A—E) indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os dias.

A Figura 12 mostra a concentracdo de células viaveis (UFC/g) de Trichoderma

asperellum T356 em capsulas integras e liofilizadas de acordo com a temperatura de

armazenamento ao longo de 120 dias. Observa-se uma diminuicdo gradativa da viabilidade

dos propagulos ao longo do tempo para ambas as formulacdes. No entanto, as capsulas

liofilizadas e mantidas a 8 °C foram as que apresentaram a maior concentragao de propagulos

viaveis (3,0x108 propagulos/g) ap6s 120 dias de armazenamento.
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Figura 12 — Concentracao de células viaveis (UFC/g) de Trichoderma asperellum T356 em
capsulas integras e liofilizadas de acordo com a temperatura de armazenamento ao longo
de 120 dias
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3.2.2. Tamanho das cépsulas

As Figuras 13 e 14 mostram, respectivamente, 0 aspecto visual das capsulas integras
e liofilizadas de alginato, armazenadas a temperatura ambiente (25 °C). Observou-se que as
cépsulas integras eram de tamanho regular, esféricas, mononucleadas, opacas, sendo que
as particulas contendo o microrganismo tinham uma coloracdo levemente marrom e
apresentaram vasto numero de “nucleo” (microrganismo) em todas as amostras,
demonstrando alta eficiéncia de encapsulacdo. O tamanho médio das capsulas integras
“vazias” foi de 3,0 + 0,2 mm, enquanto que o tamanho médio das capsulas integras contendo
0 microrganismo foi um pouco menor, de 2,5 £ 0,2 mm.

Observa-se ainda que as particulas liofilizadas eram de tamanho irregular, com aspecto
“‘enrugado”, isto devido ao processo de secagem. Assim como observado em relacdo as
particulas integras, as capsulas liofilizadas contendo o microrganismo tinham uma coloragéo
levemente marrom. Os tamanhos médios das capsulas liofilizadas “vazias” e contendo o
microrganismo, expressos como maior comprimento versus menor comprimento foram,

respectivamente, de 1,7 x 1,2 mm (0,1 mm) e de 1,5 x 1,1 mm (x 0,1 mm).
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Figura 13 — Imagens fotogréficas das capsulas integras de alginato armazenadas a
temperatura ambiente (25 oC) sem o microrganismo (A) e com Trichoderma asperellum
T356 (B).

Barra=1mm

Figura 14 — Imagens fotograficas das capsulas liofilizadas de alginato armazenadas a
temperatura ambiente (25 oC) sem o microrganismo (A) e com Trichoderma asperellum
T356 (B).

Barra=1mm
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3.2.3. Peso médio, numero médio e densidade aparente das capsulas integras

A Tabela 2 mostra os resultados dos parametros avaliados para cipsulas de alginato
“vazias” e contendo T. asperellum T356 em relagdo ao numero e peso das cépsulas que
ocupam um volume de 10 mL, densidade aparente e peso estimado de cada capsula. Pode-
se observar que as amostras apresentaram baixo valor de desvio padréo, indicando que o
processo de manipulacéo foi realizado de maneira correta e eficiente, demonstrando haver
uniformidade nas capsulas analisadas. De acordo com BRASIL (2007), a determinacéo do
peso médio de formas farmacéuticas sélidas e a analise de tais resultados é um indicador da

gualidade da técnica de preparagdo empregada.

Tabela 2 — Parametros avaliados para capsulas de alginato “vazias” e contendo

Trichoderma asperellum T356

Capsulas “vazias” Capsulas com Trichoderma
Parémetro asperellum T356
(média = dp) (média = dp)
Numero de cépsulas em 10 mL 447 +13 447 +13
Peso de capsulas em 10 mL 54+0,3 6,1+£0,2
Densidade aparente (g/mL) 0,54 £ 0,03 0,61 +£0,02
Peso de uma capsula 0,0120 + 0,0004 0,0137 + 00,0003

dp = desvio padrdo; n = 10 por amostra

3.2.4. Umidade e rendimento de capsulas integras em capsulas liofilizadas

A Tabela 3 mostra os valores obtidos para a umidade e o rendimento de capsulas
integras em capsulas liofilizadas, com e sem T. asperellum T356. O elevado teor de agua das
microcapsulas integras, com e sem 0 microrganismo, € esperado para matrizes produzidas
com o polissacarideo alginato, que apresentam como caracteristica alta capacidade de
retencdo de &gua. AplGs o processo de liofilizacdo, o teor de umidade diminui
consideravelmente, atingindo 9,6 % para capsulas liofilizadas “vazias” e 6,7 % para capsulas
liofilizadas com Trichoderma asperellum T356.

Microcdpsulas obtidas por gelificacdo idnica, apesar de apresentarem boas
propriedades funcionais como a liberacdo controlada do principio ativo, contém um alto teor

de umidade e, portanto, podem apresentar uma vida Gtil curta. A secagem das microcapsulas
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pode aumentar sua durabilidade, estocagem e facilidade de manuseio, no entanto, deve

garantir a viabilidade do microrganismo encapsulado.

Tabela 3— Umidade e rendimento de capsulas integras em capsulas liofilizadas para

capsulas de alginato “vazias” e contendo Trichoderma asperellum T356

Umidade (%) Massa (g) Rendimento** (%)

Amostra (média + dp) (média + dp)
Capsulas integras “vazias” 96,20 £ 0,10 11,92*+0,91 3,562
Capsulas liofilizadas “vazias” 9,60 £ 0,05 0,42 +£0,10
Céapsulas integras com 95,90 + 0,10 13,60+ 0,81
Trichoderma asperellum T356 3,31
Cépsulas liofilizadas com 6,70 £ 0,02 0,45 + 0,03
Trichoderma asperellum T356

*Massa correspondente a um volume de capsulas integras de 20mL;

*Rendimento em base Umida;

dp=desvio padrao;n=10 (para determina¢éo do rendimento, por amostra); n=3 (para determinacado da
umidade, por amostra)

3.2.5. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As Figuras 15 e 16 mostram, respectivamente, as micrografias obtidas por MEV para
microcapsulas de alginato “vazias” e contendo Trichoderma asperellum T356, ambas secas
por liofilizacdo. Para ambas as amostras, a morfologia das microcapsulas secas por
liofilizagdo mostrou um baixo grau de aglomeracdo, com particulas irregulares de superficie
lisa e continua. Conforme visualizado em microscopia Otica com particulas de aparéncia
‘enrugada”, observa-se um aspecto anadlogo a uma "couve-flor'. Dessa forma, as
microparticulas ndo apresentam uma parte interna “maci¢a”, o que provavelmente deve
dificultar a localizagdo do microrganismo por toda a sua extensao.

Os tamanhos obtidos pela analise das imagens do MEV demonstraram que as
particulas “vazias” sdo maiores em comprimento e largura quando comparadas as particulas

contendo o microrganismo, conforme visualizado por microscopia 6tica.



50

Figura 15 — Micrografias obtidas por MEV para microcapsulasde alginato “vazias” secas por
liofilizagc&o

N b

DEMat-UFRN3847 2017/12/15 13:10 HL D7.0 x200 500 um (C)

A) e B) Microcapsulas com medidas (40x); C) Detalhe da parede (200x).



Figura 16 — Micrografias obtidas por MEV para microcapsulas de alginato contendo
Trichoderma asperellum T356 secas por liofilizacédo

DEMat-UFRN3829 2017/12/15 12:41 HL D6.6 x40

DEMat-UFRN3830 20171215 12:41 HL D6.6 x40

DEMat-UFRN3832 201711215 12144 H

A) e B) Microcapsulas com medidas (40x); C) Detalhe da parede (200x).
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3.2.6. Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier — FTIR

Os espectros de absorcao no infravermelho foram usados para identificar a composicao
das amostras a partir dos grupos funcionais presentes e informacdes sobre as interacées
moleculares entre os componentes.

A Figura 17A mostra o espectro do alginato puro. A extensa banda de absorgéo entre
3.200 e 3.400 cm™ é referente ao grupo funcional O-H, uma caracteristica dos polissacarideos
naturais (Vincekovi¢ et al., 2018), tal como o alginato. O pico presente em torno de 2937 cm’
1 é atribuido ao estiramento simétrico e assimétrico de C-H. O aumento da intensidade do pico
em torno de 1600 cm™ é referente ao estiramento assimétrico do COO-, o pico 1417 cm™? é
referente ao estiramento simétrico do COO- e os picos 1090 cm™ e 1030 cm? estdo
associados ao estiramento referente ao grupo C-O (FALKEBORG et al., 2015; HONG-YAN et
al., 2015; BEKHIT et al., 2016; LOCATELLI et al., 2018). As bandas caracteristicas de FTIR
de alginato de sédio estdo de acordo com os dados da literatura.

A Figura 17B mostra o espectro deT. asperellum T356 (microrganismo liofilizado). Pode-
se observar que alguns picos de absorcao correspondem a grupos funcionais caracteristicos
da parede celular de Trichoderma. Bishnoi et al. (2007) avaliaram o espectro de absor¢ao de
T. viride e identificaram os seguintes grupos funcionais: N-H e —OH (bandas de absor¢éo entre
3253,5 e 3284,5 cm™?), >CH, e —OH (bandas de absorcédo entre 2360,7 e 2925,8 cm™), -NH,
C=0 e C=C (absorcéo entre 1508 e 1637,5 cm™), C-F e C-Br (1029,9 cm™) e —OH (929,6 cm’
1. No presente estudo, foi observado um acentuado pico de absor¢cdo em 3250 cm?, que
pode estar associado ao grupo amino (-NH) sobreposto aos grupos hidroxil (-OH).A absor¢ao
em 2900 cm indica a presenca do grupo alquil (>CHy), e o pico forte a 1620 cm* bem como
varios pequenos picos entre 1200 e 1400 cm!sdo causados pelo alongamento do grupo
carbonilico (C=0) conjugado com -NH (um indicativo de formacao de ligagcdo amida).O
pequeno pico a 1535 cm representa a vibracdo do alongamento do grupo amina resultante
do modo de deformacéo -NH para o modo de deformagdo C=N, e um pico forte a 1030 cm™*
representa as vibraces C-F e C-Br. Os grupos funcionais detectados no espectro de FTIR
relacionam-se bem com a estrutura quimica da parede celular, e esses resultados corroboram
com os relatados por Vincekovic et al. (2016).

A Figura 18 mostra o espectro infravermelho das cépsulas integras e liofilizadas de
alginato, vazias ou contendo T. asperellum T356. Os espectros mostram algumas mudancas
em relagcdo aos espectros isolados de alginato e de T. asperellum T356. Pode-se observar o

desaparecimento de algumas bandas: 2937 cm, 1417 cm®, 1030 cm™ e 1090 cm™ para o
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alginato e 2900 cm™, 1535 cm, 1409 cm™ e 1030 cm™ para T. asperellum T356 pode ser um
indicativo de interagdes com grupamentos tipo amina, carboxilato e CO (Vincekovi¢ et al.,
2016). Como esperado, observa-se ainda que a secagem das capsulas provocou uma

diminuicdo nas bandas de absorcédo na faixa de 3200 cm?, referentes ao grupo funcional O-
H.

Figura 17 — Espectro infravermelho das amostras de alginato (A) e Trichoderma asperellum
T356 (microrganismo liofilizado) (B)
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Figura 18 — Espectro infravermelho das capsulas integras e liofilizadas de alginato, vazias
ou contendo Trichoderma asperellum T356
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5 DISCUSSAO GERAL

O desenvolvimento de biopesticidas para o controle de pragas na agricultura
uma estratégia de importancia para o manejo de doencas no campo e podem ser
utilizados sem prejudicar o equilibrio do meio ambiente. Trichoderma spp. sdo agentes
de biocontrole extensivamente usados no manejo de doengas causadas por
fitopatdogenos, sendo empregados com sucesso no solo, sementes e folhas, além de
serem utilizados como promotores de crescimento de plantas.

O emprego de linhagens de Trichoderma produtoras de microesclerodios
representa uma alternativa interessante para a obtencdo de bioformulados, isto
porque estas estruturas tém se mostrado mais eficazes do que produtos a base de
conidios para o controle de algumas pragas no campo.

De acordo com os resultados obtidos no trabalho, foi possivel observar que
Trichoderma asperellum T356 foi capaz de produzir microesclerédios em fermentacéo
submersa a partir de 2 dias de cultivo em meio com concentragdo de carbono de 20
g/L e razdo C:N de 10:1, atingindo uma concentracdo maxima de 2,8x10* MS/mL apés
5 dias.

Foi possivel obter capsulas de alginato integras e liofilizadas contendo o
microrganismo, e a avaliacdo da concentracdo dos propagulos (conidios e
microesclerddios) ao longo de 120 dias de armazenamento a diferentes temperaturas
mostrou que os conidios se mantiveram viaveis (10’ conidios/g) para os dois tipos de
capsulas a 8 e 25 °C, enquanto que a 35 °C as concentracdes de conidios diminuem
para as capsulas integras (10* conidios/g) e liofilizadas (10° conidios/g). Para os
microesclerddios, as concentracdes mantiveram-se em torno de 10> MS/g para ambas
as capsulas e nas temperaturas de 8 e 25 °C, enquanto que estas estruturas sdo
degradadas quando as capsulas sdo armazenadas a a 35 °C a partir de 30 dias de
armazenamento. Em relacdo a viabilidade dos propagulos, observou-se uma
diminuicdo gradativa da viabilidade ao longo do tempo para ambas as formulagoes, e
o melhor resultado foi obtido para capsulas liofilizadas e mantidas a 8 °C, que
apresentaram uma concentracdo de 3,0x108 propagulos/g apés 120 dias de

armazenamento.
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As capsulas integras de alginato contendo o microrganismo apresentaram
tamanho regular e esférico, com tamanho médio de 2,5 + 0,2 mm, enquanto que as
capsulas secas por liofilizagdo apresentaram tamanho irregular e com aspecto
‘enrugado”, com tamanho de 1,5 x 1,1 mm (x 0,1 mm). Em relacdo a umidade,
capsulas integras com Trichoderma asperellum T356 apresentaram um percentual de
95,90 £ 0,10 %, e apos a liofilizacdo a umidade foi de 6,70 £ 0,02 %. As micrografias
obtidas por MEV para capsulas liofilizadas mostrou um baixo grau de aglomeracéao,
com particulas irregulares de superficie lisa e continua. Por fim, os espectros de
absorc¢ao no infravermelho sugerem uma interacéo entre grupos funcionais presentes

na parede celular do fungo e o polimero.
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6 CONCLUSAO

Pode-se concluir que o encapsulamento de propagulos de T. asperellum T356
em matriz de alginato, armazanedas na temperatura de 8 °C em 120 dias, pode ser
considerado um método eficaz para a obtencdo de veiculos de fungos
entomopatogénicos a serem empregados no controle bioldégico de pragas na

agricultura.
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