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A p resen tação

Em consonância com a missão institucional da Embrapa Uva e Vinho, desde 
longa data vêm sendo desenvolvidas ações de pesquisa e desenvolvimento que 
têm gerado importantes resultados no tocante ao componente ambiental. E isto 
ocorre porque é comprovada a necessidade de buscar-se o desenvolvimento 
sustentado do espaço rural, tendo-se em vista as exigências de mercado, dos 
produtores e dos órgãos ambientais em reduzir-se o impacto ambiental da 
atividade produtiva.

E neste contexto que o controle biológico se insere. Ao maximizar o uso de 
organismos naturais no manejo de pragas e doenças, esta tecnologia contribui 
decisivamente para que a produção se dê com reduzido impacto, em benefício 
da almejada sustentabilidade. Esta publicação é resultante de estudos de 
pesquisadores da Embrapa Uva e Vinho e de outras Unidades da Embrapa, além 
de essenciais parceiros, os quais, em parceria, têm contribuído para a melhoria 
do conhecimento sobre esta importante área.

Temos certeza que as informações aqui divulgadas servirão para o maior 
conhecimento e uso do controle biológico, bem como de estímulo e suporte 
para novas ações de pesquisa que resultem em tecnologias ambientalmente 
limpas e tecnicamente viáveis.

Alexandre Hoffmann 
Chefe-Geral 

Embrapa Uva e Vinho
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Encapsulam ento de m icrorganism os
Rosa Maria Valdebenito Sanhueza ’ 

Itamar Soares de Melo 2

A  falta de formulações adequadas para microrganismos no controle de 
fitopatógenos é u m  sério entrave no campo dos fungicidas microbianos. 
Vários fatores têm limitado a efetividade do fungo antagônico. Entre estes 
estão as dificuldades e m  preparar e aplicar tais formulados, viabilidade no 
armazenamento, reduzida sobrevivência na superfície do solo e requerimento 
de alta umidade relativa por u m  período prolongado para iniciar a germinação 
no local tratado.

Formulações do tipo encapsulado granulado ("pellets") podem ser armazenadas 
e após um certo período, serem reativadas por reidratação. No caso de utilização 
do alginato como polímero de géis granulados este pode proteger o fungo da 
radiação ultravioleta, aumentando a vida útil no campo.

Na preparação do granulado algumas variáveis devem ser consideradas, tais 
como: concentração do princípio ativo, tipo e concentração do polímero, tipo e 
concentração do inerte, concentração e volume da solução geleificante e tempo 
de permanência dos "pellets" na solução salina.

Os alginatos são sais monovalentes de ácido algínico extraídos de diferentes 
tipos de algas marrons. São disponíveis como sais solúveis e m  água, tais como: 
alginato de amônia, alginato de potássio e alginato de sódio; ou como sal de 
cálcio insolúvel e m  água. Outro produto é o propilenoglicolalginato solúvel em 
água, sendo u m  ácido algínico parcialmente neutralizado e esterificado com 
propilenoxido.

0 alginato de sódio tem sido o polímero mais estudado e tem apresentado 
melhores resultados para encapsulamento de esporos e micélio de fungos 
(Figura 1).

1 Eng. Agrôn., Doutor, Embrapa Uva e Vinho, Caixa Postal 130, 95700-000 Bento Gonçalves. RS.
2 Eng. Agrôn., Doutor, Embrapa Meio Ambiente, Caixa Postal 69, 13820-000 Jaguariúna, SP
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Fig. 1: Morfologia tridimensional de um grânulo visto sob microscopia eletrônica de 
varredura. (A) Grânulo seco. (B) Germinação miceliana de T. harzianum  a partir de um 
grânulo feito com farelo de trigo e alginato (Foto: Itamar S. de Mello).

A propriedade mais explorada do alginato é a de produzir géis termorresistentes 
com íons divalentes, como o cálcio.

Entre os inertes mais utilizados estão o caulim e a bentonita. Para o preparo dos 
grânulos, diferentes tipos de estruturas dos patógenos podem ser utilizadas, 
como por exemplo: esporos, micélio, clamidosporos, células bacterianas, etc. 
A  utilização conjunta de nutrientes na forma de matéria orgânica como farelo 
de trigo tem sido proposta. Esta alternativa porém somente pode ser utilizada 
quando o antagonista é um eficiente produtor de antibióticos para não permitir 
a utilização desses nutrientes por outros organismos.

O bjetivo

Obter uma formulação do tipo granulado encapsulado ("pellets") do 
organismo antagônico, na qual os propágulos sejam mantidos viáveis durante 
o armazenamento nas condições do ambiente e que mantenham atividade 
antagônica a nível de campo contra fitopatógenos.
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Protoco lo

1. Pesar 5 g de caulim ou bentonita (com ou sem esterilização a 120SC por 1 
hora) e adicionar a este inerte 25 m L  de uma suspensão de esporos (108/ 
mL) de Trichoderma spp., ou suspensão de outro propágulo.

2. Preparar uma solução de alginato de sódio a 1%.

3. Agitar a mistura com u m  bastão de vidro e adicionar a esta 75 mL de solução 
aquosa de alginato de sódio.

4. Misturar os ingredientes suavemente numa chapa de aquecimento com 
agitação. A  adição de nutrientes adicionais tais como farelo de trigo pode 
ser feita utilizando 0,1 a 2,0 g de farelo por litro de mistura.

Formação dos géis em 
solução de cloreto de 

cálcio

5. Gotejar a mistura, sob agitação, sobre uma solução de cloreto de cálcio 
(0,25 M). Para homogeneizar o tamanho das gotas e, portanto, dos grânulos, 
podem ser usadas pipetas de diâmetro semelhantes, ou uma bomba 
peristáltica (Figura 2).

Bomba peristáltica, com 
4 saídas.

M istura dos 
ingredientes

Fig. 2: Visualização de bomba peristáltica utilizada para produção de géis (Foto: I. S. 
Melo).

6. Decorridos 5 a 20 minutos separar os "pellets" da solução através de filtração
com um funil de Buchner. Os "pellets" podem ser lavados ou não para retirar
o excesso de cálcio.
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7. Proceder a secagem dos "pellets" a de 35°C, e m  estufa com circulação de 
ar. Essa temperatura deve ser avaliada para assegurar a sobrevivência do 
organismo utilizado.

8. Para determinar a viabilidade dos esporos encapsulados plaquear 
aproximadamente 20 "pellets" e m  meio BDA, com antibiótico ou fungicidas, 
quando utilizar mutantes resistentes. Incubar as culturas a 25-279C por 24 
horas e contar o número de "pellets" germinados.

9. Para contar o número de propágulos contidos e m  u m  grânulo, proceder da 
seguinte maneira:

9.1. Verter exatamente 1 m L  de meio BDA, com antibiótico ou fungicida 
(fundente), numa lamínula que deverá estar sobre uma lâmina de 
microscópio e dentro de uma placa de Petri. Todo este conjunto (placa, 
lâmina e lamínula) deve ser esterilizado antes do uso;

9.2. Sobre o meio da lamínula cultivar um grânulo, a 30eC por 48 horas;

9.3. Após a incubação, retirar a lamínula com o fungo crescido e transferir 
para u m  tubo de cultura contendo 2 m L  de solução salina (0,85%);

9.4. Agitar para desagregação dos propágulos e proceder a contagem em 
hemacitãmetro.

10. Outro procedimento utilizado é dissolver os grânulos (10) e m  tampão fosfato 
(100 mL) e proceder ao plaqueamento em BDA.

Nota: No preparo da solução de alginato, adicionar 10 g deste polímero e m  750
m L  de água destilada previamente aquecida a 60QC.
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