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1. INTRODUCAO

O aumento dos custos do controle quimico, a perda de eficiéncia de
alguns desses produtos e os problemas ambientais advindos do uso destes,
indicam a necessidade da busca de alternativas para o controle de
fitopatdogenos, como a utilizagdo de agentes biolégicos (BETTIOL, 1991).

A producao e o uso de agentes de biocontrole de doengas e pragas no
Brasil tém crescido significativamente nos ultimos anos. Porém, ainda ndo ha
critérios e padroes estabelecidos para a avaliacdo da qualidade e conformidade
destes produtos. Cada empresa produtora, assim como laboratorios publicos
ou privados, utiliza metodologias préprias para a avaliagao dos produtos, o que
gera resultados conflitantes entre as analises (LOPES, 2009)

O trabalho teve como objetivo avaliar diferentes metodologias para
verificacdo da viabilidade e pureza de produtos feitos a base de
microrganismos utilizados como agentes de biocontrole.

2. METODOLOGIA

Devido as diferentes espécies de agentes biocontroladores, bem como
de formulagdes, foram realizadas metodologias proprias para cada uma delas.
Para os formulados em p6 molhavel (PM), foram pesados 0,1g de cada produto
e para formulados em concentrado emulsionavel (CE), o frasco com a amostra
foi agitado em vortex, e coletou-se 1mL da solugdo (fungo + conservante).
Posteriormente ambos foram diluidos em solugao salina (NaCl 0,85%) com 5%
de Tween 80, em série decimais até a concentragado 6tima para cada amostra.
Para os fungos, inicialmente foi contado o numero de esporos e
posteriormente, estabelecido o nimero de esporos viaveis. Para Bacillus spp.,
foram utilizadas duas metodologias, ambas determinaram o numero de
unidades formadoras de colbnias.

2.1 Contagem de esporos

A contagem de esporos totais (viaveis + n&o viaveis) foi realizada para
ambos os formulados (PM e CE) apds homogeneizacao de diluicao apropriada,
(obtida conforme descrito acima, em vortex) pela observacdo em camara de
Neubauer em microscoépio 6ptico .

2.2 Avaliacao da viabilidade de esporos
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Sabendo-se o numero total de esporos pode se estabelecer as diluicdes
utiizadas para verificagdo da viabilidade celular. As diluicdes foram
homogeneizadas em vortex por 30 segundos e coletado um volume de 100uL
da amostra. O volume coletado foi plaqueado e espalhado, com auxilio de alca
de Drigalsky previamente esterilizada, em placas de Petri contendo meio de
cultura BDA. As placas foram incubadas em BOD a 24°C/10 dias, para a
posterior contagem das células.

2.3 Avaliacao da viabilidade de Bacillus spp.

Adicionaram-se 10g do produto a ser testado em Erlenmeyer com
90mL de agua peptonada e agitou-se. Posteriormente, o produto foi colocado
em banho ultrassénico com aquecimento durante 5 minutos. Apds, realizaram-
se diluicdes seriadas em tubos de ensaio contendo 9mL de agua peptonada,
com transferéncia de 1mL da suspensao por tubo, agitando-os em vortex. A
amostra foi tratada termicamente em banho-maria a 80°C+2°C por 12 minutos
e resfriados em banho de gelo.

A diluigdo utilizada para a contagem foi de 10°®. Transferiu-se 0,1mL de
cada diluicdo para placas de Petri contendo meio Agar Nutriente (AN).
Espalhou-se suspensao com alca de Drigalsky previamente flambada. As
amostras foram incubadas em BOD a 37°C/20-24horas e as col6nias contadas.
Os resultados foram expressos em Unidades Formadoras de Colbnias por
grama do produto (UFC/g)

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Como apresentado na tabela 1, os produtos analisados demonstraram
variagdes de acordo com o agente microbiano.

Durante a realizagdo de contagem de células, observou-se que o0s
agentes BM-01 e CL-01 apresentaram os menores valores de esporos por mL
destacando-se o agente TR-02 com o maior valor alcancado (3,1x10’
esporos/mL).

O agente BO-02 apresentou maior numero de Unidades Formadoras de
Colbnias (UFC) enquanto os produtos CL-02 e TR-02 ndo apresentaram
crescimento.

Entre os contaminantes foram encontrados Trichoderma, Penicillium,
Asperillus, Fusarium e bactérias. A identificagdo das espécies de
contaminantes nao foi realizada, pois, este ndo era o objetivo do trabalho.

Na tabela 2, os dados foram obtidos pela contagem do numero de
colénias dos produtos formulado a base de Bacillus subtilis e Bacillus
licheniformis de maneira individual ou presentes em uma unica formulacao
(Bacillus subtilis + Bacillus licheniformis). Quando observados individualmente
verificou-se que o produto contendo Bacillus subtilis apresentou maior
quantidade de colbnias por mL g4,261x10”) se comparado a formulacédo de
Bacillus licheniformis (1,845 x 10™).

Em relagao aos formulados contendo os dois agentes (Bacillus subtilis +
Bacillus licheniformis) destaque para a formulagdo (B) que apresentou maior
numero de colbnias existentes na placa.
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Tabela 1: Dados da contagem de células, Unidade Formadora de Colbnia
(UFC)/mL ou g e contaminantes, dos produtos formulados em po
molhavel (PM) e concentrado emussionavel (CE)

Contagem de

Produto Miﬁ?oetr)]ifno células UFC/mL ou g Contaminantes
(esporos/mL)
Beauveria + 6
BM-01 Metarhizium 10 NC
BO-01 Iieauyeria 1,22x107 8 x 10 Lgveduras e
assiana Trichoderma
BO-02 B. bassiana 10’ 1,2x10° Leveduras
CL-01 Clonostachys 10° 5 x 10* Pentiium e
eveduras
CL-02 Clonostachys 10’ NC -
ME-01 Met_arhiz_ium 2 14x107 6 x 10 Aspergil!us e
anisopliae ’ bactérias
ME-02 M. anisopliae 4,4x10° 8 x 10* Bactérias
TR-01 Trichoderma 1,1x10° 5x 10* Fusarium e bactérias
TR-02 Trichoderma 3,1x10’ NC -
TR-03 Trichoderma 10’ NC
VE-01 Verticillium --- 5x 10" Leveduras

Tabela 2: Numero de col6nias presentes nos produtos com formulagdo em P6
molhavel (UFC/mL)

Bacillus subtilis

Diluigao 4,261x10"
Bacillus licheniformis
Diluicdo 1,845x 10"
Bacillus subtilis + Bacilluslicheniformis (A)
Diluicdo 1,219x10"
Bacillus subtilis + Bacilluslicheniformis (B)
Diluicdo 3,307x10"

4. CONCLUSAO
Constatou-se o crescimento de microrganismos na maioria dos produtos
submetidos aos testes e presencga de alguns contaminantes.
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