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Resumo

Atualmente a protecdo das lavouras tem sido realizada utilizando agrotdxicos, entretanto, a utilizacdo inadequada e o0s
longos periodos de exposicdo desses produtos tém causado uma série de problemas ao meio ambiente e a salde
humana. O controle bioldgico, mais especificamente empregando os fungos entomopatogénicos, surge como uma
alternativa eficaz e eco-friendly aos agrotoxicos, porém, esses microrganismos sdo altamente sensiveis a algumas
condicBes ambientais, como a variagdo de temperatura e luz ultravioleta. Assim, alguns métodos de encapsulamento
tém sido desenvolvidos para proteger os fungos contra esses fatores. Para compreender a respeito desses métodos,
neste trabalho, realizamos uma revisdo da literatura abordando algumas técnicas de encapsulamento de fungos
entomopatogénicos para sua aplicagdo no controle biolégico. Os materiais de revestimento utilizados no
encapsulamento sdo os polimeros sintéticos (poliuretano, poliacrilato e alcool polivinilico) ou naturais (alginato,
amido, celulose, gelatina, entre outros). O material selecionado deve formar uma protecéo estavel, inerte, resistente e
capaz de liberar o contedido no tempo e nas condicOes ideais. Dentre as técnicas para encapsulamento de fungos
entomopatogénicos, podemos destacar a Gelificacdo térmica, Gelificacdo idnica, spray-drying, Coacervacdo e
LentiKats®. Encapsulados de Trichoderma harzianum por meio da gelificacdo iénica e de Beauveria bassiana por
gelificacdo idnica e spray-drying ja foram relatados com sucesso. No geral, as técnicas de encapsulamento protegem
os fungos contra os fatores ambientais e aumentam a eficiéncia e a viabilidade desses microrganismos no campo.
Palavras-chave: Microrganismos; Revestimento; Protecéo; Eco-friendly.

Abstract

Currently, crop protection has been carried out using pesticides, however, the inappropriate use and long periods of
exposure to these products have caused a series of problems for the environment and human health. Biological
control, more specifically using entomopathogenic fungi, appears as an effective and eco-friendly alternative to
pesticides, however, these microorganisms are highly sensitive to some environmental conditions, such as temperature
variation and ultraviolet light. Thus, some encapsulation methods have been developed to protect fungi against these
factors. To a better understanding of these methods, in this work, we carried out a literature review addressing some
encapsulation techniques for entomopathogenic fungi for their application in biological control. The materials used in
encapsulation are synthetic polymers (polyurethane, polyacrylate, and polyvinyl alcohol) or natural polymers
(alginate, starch, cellulose, and gelatin, among others). The material selected must form a stable, inert, and resistant
protection capable of releasing the contents in time and under ideal conditions. Among the techniques for
encapsulating entomopathogenic fungi, we can highlight thermal gelation, ionic gelation, spray-drying, coacervation,
and LentiKats®. Encapsulations of Trichoderma harzianum by ionic gelation and of Beauveria bassiana by ionic
gelation and spray-drying have already been successfully reported. Overall, encapsulation techniques protect fungi
against environmental factors and increase the efficiency and viability of these microorganisms in the field.
Keywords: Microorganisms; Coating; Protection; Eco-friendly.

Resumen

En la actualidad, la proteccién de cultivos se ha llevado a cabo mediante el uso de plaguicidas, sin embargo, el uso
inadecuado y los largos periodos de exposicion de estos productos han ocasionado una serie de problemas al medio
ambiente y a la salud humana. El control biolégico, més especificamente el uso de hongos entomopatdgenos, aparece
como una alternativa efectiva y eco-friendly a los pesticidas, sin embargo, estos microorganismos son altamente
sensibles a algunas condiciones ambientales, como la variacion de temperatura y la luz ultravioleta. Por lo tanto, se
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han desarrollado algunos métodos de encapsulacion para proteger a los hongos contra estos factores. Con el fin de
comprender acerca de estos métodos, en este trabajo realizamos una revision de la literatura que aborda algunas
técnicas de encapsulacion de hongos entomopatégenos para su aplicacion en el control biologico. Los materiales de
recubrimiento utilizados en la encapsulacion son polimeros sintéticos (poliuretano, poliacrilato y alcohol polivinilico)
o0 polimeros naturales (alginato, almiddn, celulosa, gelatina, entre otros). EI material seleccionado debe formar una
proteccion estable, inerte, resistente, capaz de liberar el contenido a tiempo y en condiciones ideales. Entre las
técnicas de encapsulacion de hongos entomopatégenos podemos destacar la gelificacion térmica, la gelificacion
i6nica, el secado por aspersion, la coacervaciéon y LentiKats®. Ya se han informado con éxito encapsulaciones de
Trichoderma harzianum por gelificacién idnica y de Beauveria bassiana por gelificacion ionica y secado por
aspersién. En general, las técnicas de encapsulacion protegen a los hongos contra factores ambientales y aumentan la
eficiencia y viabilidad de estos microorganismos en el campo.

Palabras clave: Microorganismos; Revestimiento; Proteccion; Eco-friendly.

1. Introducéo

De acordo com o decreto n° 4.074 de 4 de janeiro de 2002, os agrotoxicos sdo definidos como produtos e agentes de
processos cuja finalidade, dentre outras, compreende a prote¢do e beneficiamento de produtos agricolas (Brasil, 2002). Essa
protecdo contra pragas e doencas agricolas tem sido realizada principalmente por meio da utilizagdo de produtos quimicos
sintéticos. Apesar da alta eficiéncia e baixo custo comparado a outros sistemas disponiveis no mercado, a utilizacdo
equivocada e a exposi¢do prolongada aos agrotdxicos tém impactado negativamente a salde humana e o meio ambiente,
afetando espécies ndo-alvo e aumentando a resisténcia das pragas aos inseticidas (Asghar; Malik & Javed, 2016; Zhu et al.,
2018; Sharma, 2019).

Alguns dos efeitos provocados pelos agrotéxicos despertaram maiores cuidados na sociedade no que tange aos
habitos alimentares, surgindo uma preferéncia pelo consumo de alimentos de origem organica, ou seja, produzidos sem 0 uso
de agrotdxicos. Diante da mudanca no cenario agricola e da necessidade de uma alternativa mais sustentavel em relacdo aos
agrotdxicos, o controle bioldgico, tanto natural quanto induzido e com o manejo adequado, surge como uma opg¢ao eco-friendly
auxiliando na reducdo da aplicacdo desses produtos quimicos e outros insumos nos sistemas agricolas (Bettiol & Morandi,
2009; Crowder & Harwood, 2014; Mossa, 2016).

O controle bioldgico, por definicdo, é compreendido como um fendbmeno natural que consiste na regulagdo do
nimero de um determinado individuo (praga) por inimigos naturais podendo ser empregado isoladamente ou como parte de
uma estratégia de Manejo de Pragas (Nava, 2007). Nessas estratégias, fungos entomopatogénicos tém se destacado, pois atuam
efetivamente contra um amplo espectro de pragas prejudiciais a lavoura e, devido ao alto rendimento e facil cultivo, possuem
potencial para suprir o mercado de biopesticidas em larga escala (Nava, 2007).

Embora alguns produtos & base de fungos entomopatogénicos ja estejam disponiveis comercialmente, seu uso
agricola enfrenta limitacGes devido, principalmente, a sensibilidade desses microrganismos as altas temperaturas e a exposic¢ao
a luz ultravioleta (Vemmer & Patel, 2013; Acheampong et al., 2020; Maruyama et al., 2020; Felizatti et al., 2021). Esses
fatores podem comprometer sua eficiéncia no controle biol6gico, por isso, sdo necessarias condi¢des adequadas de
armazenamento, transporte e aplicagdo em campo que ocorrem por meio do desenvolvimento de metodologias capazes de
proteger os fungos contra esses fatores garantindo uma maior disponibilidade dos mesmos no campo (Felizatti et al., 2021).

Uma das metodologias encontradas para mitigar essas limitacdes € o processo de encapsulamento, que consiste em
formar uma barreira protetora em torno do ativo. O encapsulamento é um procedimento bastante conhecido e utilizado em
diversos segmentos como tintas, alimentos e, mais recentemente, farmacos e produtos agricolas formulados a base de
microrganismos (Vemmer & Patel, 2013). Existem diversas metodologias e técnicas de encapsulamento, cada qual com suas
caracteristicas e complexidades, entretanto, dentre todas, as metodologias, as de gotejamento sdo as que mais tém se destacado
(Felizatti et al., 2021).

Como exemplo, podemos citar encapsulados de Trichoderma harzianum (Hypocreales: Hypocreaceae) por meio da
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gelificagdo idnica, uma das técnicas de gotejamento, ja foi realizado (Mancera-Lopez et al., 2019; Maruyama et al., 2020). O
encapsulamento desse fungo incrementou o potencial de acdo contra o fungo fitopatogénico Sclerotinia sclerotiorum
(Helotiales: Sclerotiniaceae), ainda aumentando a biodisponibilidade em campo em comparagdo com o fungo ndo encapsulado
(Maruyama et al., 2020), além de ajudar a preservar seus conidios sem perda de viabilidade (Mancera-Lopez et al. 2019).
Também por gelificacdo idnica e spray-drying, outra técnica de gotejamento, também ja foram produzidos encapsulados de
Beauveria bassiana (Hypocreales: Cordycipitaceae), os quais apresentaram melhor estabilidade quando expostos a altas
temperatura e luz ultravioleta em comparagdo ao fungo ndo encapsulado e ensaio bioldgicos contra o inseto-praga Spodoptera
cosmioides (Lepidoptera: Noctuidae) (Felizatti et al., 2021).

Em 2020, em todo o mundo foram utilizados aproximadamente 2,6 milhGes de toneladas de pesticidas e 471 mil
toneladas de inseticidas, sendo o Brasil responsavel por 14% (+377 mil toneladas) e 12% (+60 mil toneladas) de pesticidas e
inseticidas, respectivamente, desse total (FAOSTAT, 2022). Entdo, tornam-se relevantes trabalhos que abordem trabalhos
originais ou que revisem metodologias que favorecam o emprego de estratégias eco-friendly/ alternativas de controle de pragas
e patdgenos nos sistemas agricolas diminuindo assim o emprego dos agrotéxicos. Neste trabalho, nds realizamos uma revisao
da literatura abordando algumas técnicas de encapsulamento de fungos entomopatogénicos para sua aplicacdo no controle
bioldgico, das quais sdo ferramentas biotecnoldgicas para mitigar os efeitos diretos e indiretos dos agrotoxicos e seus derivados

no meio ambiente.

2. Metodologia

Uma revisdo narrativa, de acordo com a metodologia de Correia & Mesquita (2014), foi elaborada com base em
pesquisas nas plataformas online Google Académico (https://scholar.google.com.br), PubMed
(https://pubmed.ncbi.nIm.nih.gov/), ScienceDirect (https://www.sciencedirect.com/) e Scopus (https://www.scopus.com/). Para
a pesquisa, foram empregados os seguintes descritores em inglés: biological control AND entomopathogenic fungi AND
encapsulation, entomopathogenic fungi AND bioencapsulation OR encapsulation techniques. A selecdo dos artigos para
compor a revisdo foi realizada inicialmente com a leitura do titulo e resumo (abstract) para verificar a presenga dos descritores
alvo utilizados durante a pesquisa, em seguida, a partir da leitura do conteldo dos artigos, aqueles que apresentaram a
descricdo de alguma técnica de encapsulamento (gotejamento, spray-drying, coacervacdo, hidrogéis ou outras) de fungos
entomopatogénicos foram selecionados. Além disso, as buscas foram delimitadas (filtradas) entre 2015 a 2021, todavia, pela

escassez dos trabalhos abordando a tematica, trabalhos de datas anteriores também foram incluidos.

3. Resultados e Discussao

3.1 Materiais e morfologia dos encapsulados

Os materiais de revestimento utilizados no encapsulamento sdo 0s polimeros, sejam eles sintéticos (poliuretano,
poliacrilato e/ou alcool polivinilico) ou naturais (alginato, amido, celulose, gelatina, goma arabica ou goma gelana) (Vemmer
& Patel, 2013; Choudhury; Meghwal & Das, 2021). O material selecionado deve formar uma protecdo estavel, inerte,
resistente e capaz de liberar o contelido no tempo e nas condigdes ideais, portanto é necessario avaliar as caracteristicas
intrinsecas de cada material, para que a escolha seja adequada ao microrganismo e a técnica de encapsulamento empregada
(Choudhury; Meghwal & Das, 2021).

As caracteristicas intrinsecas de cada material podem ser divididas em trés: Propriedades fisico-quimicas, fatores
econdmicos e qualidade/seguranca. Nas propriedades fisico-quimicas leva-se em consideracdo o peso molecular e distribuicéo,
mecanismos de gelificagdo, viscoelasticidade e a formacdo de estruturas primarias, secundérias e terciarias. Nos fatores

econdmicos abordam-se principalmente os custos de producao e aplicacdo, ja na qualidade e seguranga estuda-se a toxicidade,
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degradabilidade e 0s processos para aprovagao nos 6rgdos regulatérios (Vemmer & Patel, 2013).

Dependendo do método de encapsulamento utilizado e das propriedades fisico-quimicas do material, os encapsulados
podem assumir diferentes formas e tamanhos (Vemmer & Patel, 2013). Adota-se como microencapsulados aqueles com
didmetro entre 10 — 100 um e macroencapsulados aqueles com didmetro superiores a 100 um (John et al., 2011). O formato
mais comum dos encapsulados é o esférico podendo apresentar diferentes configuragcBes como: esferas, esfera ocas, lente,
esferas de revestimento e esferas multicompartimentada (Vemmer & Patel, 2013).

Dentre as técnicas ou metodologias para encapsulamento de fungos entomopatogénicos, podemos destacar aquelas
baseadas em gotejamento, como a Gelificagdo térmica, Gelificagéo ibnica, spray-drying, Coacervagdo complexa e LentiKats®.
A Figura 1 apresenta um esquema geral de como ocorre essas técnicas, ja a descrigdo detalhada de cada uma esta nos subitens
aseguir (3.2, 3.3, 3.4 e 3.5).

Figura 1 - Métodos de encapsulamento de fungos entomopatogénicos. Em (A) Gelificagdo térmica, (B) Gelificagdo idnica -

esferas, (C) Gelificagdo idnica - esferas ocas, (D) spray-drying, (E) Coacervacao complexa e (F) LentiKats®.
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Fonte: Adaptado de Vemmer & Patel (2013).

3.2 Técnicas de gotejamento: Gelificacao térmica e idnica

Algumas solugdes poliméricas, como as de goma gelana e gelatina, sofrem gelificacdo conforme ocorre a diminui¢édo
da temperatura, que pode ser revertida e/ou desintegrada com o aumento da mesma. Utilizando esse principio, € possivel obter
encapsulados esféricos por meio do gotejamento de uma solugdo quente contendo os fungos que é repentinamente resfriada de

40/45 °C a 25 °C em uma solugdo solidificante fria contendo um agente reticulante, conforme indicado na Figura 1A (Jonh et
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al., 2011; Vemmer & Patel, 2013).

A gelificacdo idnica é uma técnica que se destaca pela simplicidade e versatilidade, ndo utilizacdo de solventes
organicos e producdo de encapsulados em temperatura ambiente (Benavides et al., 2016; Rocha, 2017). A producéo das esferas
pode ser interna ou externa e ocorre por meio da interacdo eletrostatica entre polimeros ani6nicos e cations monovalentes ou
polivalentes, como o alginato e célcio, que sdo os materiais mais utilizados nessa técnica por conta da alta disponibilidade e
baixa toxicidade (Schoubben et al., 2010; Aguilar et al., 2015; Benavides et al., 2016).

A gelificacdo ibnica interna produz esferas adicionando sais de célcio insolUveis em uma solucdo polimérica
contendo material de ndcleo, como alginato. Posteriormente, a suspensdo é emulsificada em uma fase oleosa contendo
surfactante reduzindo o pH utilizando uma solucdo acida com o intuito de liberar os ions célcio, permitindo a complexagédo
(Schoubben et al., 2010). Ja a gelificacédo idnica externa produz esferas por meio do gotejamento de uma solugdo de alginato de
s6dio em uma solucéo de cloreto de célcio, conforme demonstrado na Figura 1B. A reticulagdo ocorre “de fora para dentro”
formando uma estrutura tridimensional rigida contendo agua (Schoubben et al., 2010; Vemmer & Patel, 2013; Aguilar et al.,
2015; Benavides et al., 2016).

Utilizando a mesma técnica e as mesmas solugdes, mas alterando as posi¢des de cada uma e suplementando a solugéo
reticulante com um espessante, como a carboximetilcelulose sodica, é possivel obter esferas ocas. A reticulagdo nesse caso
ocorre “de dentro para fora” e a espessura da camada pode ser controlada pela concentragdo dos reagentes (Figura 1C)
(Vemmer & Patel, 2013).

3.3 Spray-drying

Nesta técnica uma solugéo, emulséo ou suspensdo contendo o material ativo, no caso os fungos, e o material de parede
em solucdo aquosa ou orgénica sdo submetidos contra uma corrente de ar quente que provoca a evaporacgdo instantanea do
solvente obtendo, assim, as microcapsulas, conforme exemplificado na Figura 1D (Silva et al., 2014; Saberi-Riseh, 2021).

As desvantagens dessa técnica, do ponto de vista para o controle bioldgico, sdo a alta distribuicdo de tamanho de
particulas e as altas temperaturas que podem reduzir a taxa dos fungos sobreviventes ndo permitindo o encapsulamento de
células sensiveis, como os fungos ndo formadores de esporos. Por outro lado, as vantagens do sistema séo a alta velocidade,
reprodutibilidade, facilidade de operacdo, implementacdo em larga escala, baixo preco dos insumos e, principalmente,
formacdo e secagem dos encapsulados em uma Unica etapa 0 que possibilita obter formulacbes com longos shelf-life
(durabilidade do produto) (Vemmer & Patel, 2013; Silva et al., 2014; Saberi-Riseh, 2021).

3.4 Coacervagéo complexa

A coacervacdo é entendida como uma separacao de fases de dois polieletrélitos solUveis em dgua de cargas opostas
dispersos formando uma fase de equilibrio diluida e uma fase coacervada densa através da deposicao das particulas coloidais
sobre um nucleo ativo (Jyothi et al., 2010; Vemmer & Patel, 2013; Da Silva et al., 2015).

A coacervacdo complexa consiste em trés etapas: (1) formacao de trés fases imisciveis, (2) deposicdo do material de
revestimento e (3) solidificacdo do revestimento (Jyothi et al., 2010). Na primeira etapa 0 material de parede é dissolvido e 0
material do nicleo é disperso nessa solugdo, com a qual € imiscivel. Em seguida, na segunda etapa, adiciona-se o material
polimérico liquido com a carga oposta ao material de parede, que fara a cobertura. Nesse ponto, as microcapsulas obtidas sdo
estabilizadas por reticulacdo, dessolvatagdo ou tratamento térmico para que entdo possam ser secas na Ultima etapa do processo
(Jyothi et al., 2010; Vemmer & Patel, 2013; Da Silva et al., 2015).

Os coacervados podem ser afetados por diversos fatores, principalmente a sensibilidade ao pH e a forca iénica, que

limitam sua utilizacdo, entretanto, devido a alta eficiéncia de encapsulacdo (>99%) e possibilidades de liberagdo controlada
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com base no estresse mecanico, na temperatura ou liberacdo sustentada, a coacervacdo é considerada uma tecnologia
promissora para 0 encapsulamento de fungos entomopatogénicos, tanto que Patel et al. (2011) obtiveram com sucesso

encapsulados esféricos ocos com o fungo Hirsutella rhossiliensis (Hypocreales: Ophiocordycipitaceae).

3.5 LentiKats®

O alcool polivinilico (PVA) é um polimero que, quando em solucdo, é capaz de se gelificar por conta prépria quando
armazenadas por muito tempo, entretanto, esse processo espontaneo é lento, e as matrizes obtidas nessas condi¢des geralmente
sdo fracas, portanto, desenvolveu-se novas técnicas para melhorar a gelificacao das solucdes de PVA (Vemmer & Patel, 2013).

Uma das técnicas mais conhecida é o congelamento e descongelamento repetitivo da solugdo obtendo os chamados
criogéis (Vemmer & Patel, 2013). O criogel obtido é significativamente mais forte, entretanto, as baixas temperaturas tém um
efeito negativo nas células vivas, tornando esse método incompativel para a maioria dos fungos entomopatogénicos (Vemmer
& Patel, 2013; Krasian et al., 2016).

Outro método desenvolvido foi a tecnologia LentiKats® (Figura 1F). Esse método é considerado o mais adequado
para se trabalhar com células, pois ¢ realizado em temperatura ambiente e sem produtos quimicos toxicos e caros (Krasian et
al., 2016). A tecnologia LentiKats® consiste em adicionar glicerol ou polietilenoglicol (PEG) a solucdo de PVA. Essa mistura
é aquecida para melhor solubilizagdo dos componentes e, posteriormente, resfriada para adi¢do das celulas. A solucéo €
extrusada em placas formando encapsulados em forma de lente que podem ser secas deixando as placas expostas ao ar e/ou,
preferencialmente, em uma cabine de fluxo laminar. Apés secos, os encapsulados sdo colocados em uma solucdo (sulfato de
s0dio) de estabilizacdo. Ao término do processo, as lentes sdo decantadas e armazenas em meio ou solucdo adequada (Vemmer
& Patel, 2013; Krasian et al., 2016).

O PVA ¢ de baixo custo, ndo toxico, estavel, biocompativel e resistente & oxidagdo e os hidrogéis de PVA sdo
inofensivos aos fungos, possuem estrutura e boa resisténcia mecénica e quimica tornando-o um suporte de imobilizagdo
adequado para vérias aplicagGes, incluindo no controle bioldgico (Vemmer & Patel, 2013; Radosavljevic et al., 2021). Além
disso, a tecnologia LentiKats® j& esta dimensionada para uso industrial, tanto que se estima que a capacidade de producdo de

um biocatalisador LentiKats® é de cerca de 70 toneladas por ano.

4. Concluséo

A utilizacdo inadequada e os longos periodos de exposi¢do aos agrotoxicos quimicos sintéticos e, consequentemente,
os maleficios causados a salde humana e ambiental evidenciam a necessidade do mercado por produtos sustentaveis, sem
perda da qualidade e capazes de atender a demanda solicitada. Nesse sentido, os fungos entomopatogénicos, inimigos naturais
de diversas pragas agricolas se mostram uma ferramenta Gtil para a préxima geragdo de defensivos ecol6gicos.

Embora sejam eficientes e altamente direcionados, a utilizagdo dos fungos entomopatogénicos esbarra na
sensibilidade a luz ultravioleta e variagdo de temperaturas. Aqui, descrevemos algumas técnicas de encapsulamento, cada qual
com suas caracteristicas, mas todas com o objetivo de proteger os fungos contra esses fatores ambientais limitantes garantindo
sua eficiéncia e a viabilidade. Esperamos que esta revisdo narrativa ajude a estimular o encapsulamento, ndo somente dos
fungos entomopatogénicos, mas também de outros microrganismos benéficos para o setor agricola. Além disso, futuros
estudos precisam ser realizados para adaptar e/ou aprimorar estes métodos de encapsulamento para outras classes de fungos e
bactérias, aumentando assim a variedade de produtos microbianos disponiveis no mercado, o que contribuird para mitigar os

efeitos adversos dos agrotoxicos e estimulantes de crescimento de plantas quimicos no meio ambiente e na satide humana.
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