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Introducio

A necessidade de se formular um
microrganismo entomopatogénico justi-
fica-se pela utilizacao deste como um
bioinseticida, da mesma maneira que se
usa um inseticida organossintético. Em-
bora os entomopatégenos possam ser
aplicados puros ou na forma em que sao
produzidos, muitas vezes tais condi¢coes
nao permitem a distribuicao e a cobertu-
ra homogéneas. Isto pode ser consegui-
do pela formulacao, acrescentando-se
certos adjuvantes que melhoram o seu
desempenho no campo, facilitam o ma-
nuseio e a aplicacao e, principalmente,
permitem o armazenamento sob condi-
¢coes onde minimiza-se o custo de
armazenamento, com minima perda das
qualidades do produto.

O estudo das formulacoes de
entomopatégenos tem avancado pouco
no mundo, pois as formulacoes sao, em
geral, guardadas com grande segredo
pelas companhias que as desenvolvem,
de modo que a quantidade de informa-
cao disponivel na literatura cientifica é
bastante reduzida. No Brasil, instituicoes
publicas e privadas desenvolvem seus
estudos, testando produtos importados
ou desenvolvendo tecnologia nacional,
avaliando a eficiéncia no controle de
pragas e vetores de doencas e a estabili-
dade do produto (vida de prateleira) em
condicoes de armazenamento.

Uma boa formulacao ¢ a base para
o sucesso de um inseticida microbiano.
A possibilidade de serem obtidos produ-
tos adequados depende das préprias
caracteristicas do microrganismo e sua
relacao com os adjuvantes e o ambiente
de armazenamento. Deve-se também
considerar os aspectos relacionados com
a producao do microrganismo e a ade-
quacao do tipo de formulacao a ser
empregada com as caracteristicas da cul-

tura e, principalmente, com a biologia e
o comportamento do inseto. Além do
potencial de uso do patégeno seleciona-
do, a analise econbémica da formulacao
também deve ser criteriosa, uma vez que
na comercializacao o preco final é um
determinante na opg¢ao pelo produto.
Portanto, as pesquisas devem ser dirigidas
no sentido de se incorporar as formula-
¢oes produtos de baixo custo, preferen-
cialmente residuos e subprodutos
agroindustriais.

A formulacao de um agente de con-
trole microbiolégico tem, em geral, o
mesmo objetivo proposto para os inseti-
cidas quimicos, e que em ultima analise
significa liberar o ingrediente ativo em
uma forma apropriada de uso, de facil
aplicacao, com alta eficiéncia e baixo
custo. Entretanto, agentes microbiolégicos
de controle apresentam problemas espe-
cificos, préprios de sua natureza biol6-
gica e que exigem maioratencao durante
esta fase do trabalho. Exposicao ao ca-
lor, compostos téxicos, secagem nao-
controlada e condicoes que permitam a
germinacao prematura do patégeno po-
dem inviabilizar o bioinseticida.

Para tornar a exploracao comercial
mais viavel, o ideal seria que o produto
permanecesse estavel, em condigoes am-
bientes, por pelo menos 20 a 24 meses.
Em geral, pelo menos 18 meses de esta-
bilidade sao exigidos para tornar a for-
mulacao economicamente viavel. Isto
nem sempre ¢ possivel com o uso de
microrganismos vivos, no entanto, em
alguns casos, o produto pode ser refrige-
rado e utilizado dentro de um periodo
restrito, como € o caso de nematdides.

Alguns estudos ja realizados
alertaram que, no desenvolvimento de
formulacoes de entomopatégenos, a
pesquisa deve orientar-se para a manu-
tencao da viabilidade e viruléncia do
microrganismo durante o processo de



producao, de forma a se obter um pro-
duto no qual sejam preservadas ou au-
mentadas estas propriedades. Devem ser
considerados os efeitos da temperatura,
umidade e tipos de inertes sobre a esta-
bilidade do patégeno antes e depois de
ele alcancar o ambiente de aplicacao.

Os componentes presentes nas for-
mulacoes devem contribuir para o incre-
mento da estabilidade, viruléncia e efica-
cia do agente de biocontrole. Estes com-
ponentes devem, também, aumentar a
persisténcia do produto, a adesividade
sobre a planta hospedeira e/ou inseto e
a atratividade para a praga. A persistén-
cia no ambiente é caracteristica deseja-
vel principalmente no caso em que o
microrganismo ¢ depositado sobre a su-
perficie foliar, para ser ingerido pelo
inseto. A maior parte dos patégenos de
insetos sao altamente suscetiveis a luz
solar e exigem sistemas de protecao para
prolongarem sua atividade. A quantida-
de reduzida de informacdes sobre a
compatibilidade entre os
entomopatdgenos € os componentes de
formulacoes é um dos obstaculos que
dificultam o avanco da area e deve ser
priorizada pela pesquisa.

Outro ponto importante a ressaltar é
a necessidade de que o bioinseticida
formulado seja compativel com as técni-
cas de aplicacao e os equipamentos
existentes, caso contrario encontrara di-
ficuldades para concorrer no mercado e
tera sua aceitacao limitada. Em geral, a
aplicacao de inseticidas microbianos tem
sido realizada com equipamentos e
tecnologia desenvolvidos para os inseti-
cidas quimicos. Em alguns casos, peque-
nas adaptacdes tém permitido melhor
distribuicao do produto microbiano no
campo.

Além dessas exigéncias, a formula-
cao deve ser submetida aos testes de
seguranca para fins de registro e que
consideram, entre outros parimetros, a
pureza, a toxicidade a vertebrados e
espécies nao-alvo, a seguranca a cultura,
e o risco de explosao e inflamabilidade.

Devido a multiplicidade de aspec-
tos a serem considerados na formulacao
de inseticidas microbianos, pesquisas
neste assunto devem envolver técnicos
especialistas em diversas areas.

Formulacdes de virus de poliedrose
nuclear dedAnticarsia gemmatalis
(VPNAg)

A semelhanca dos inseticidas qui-
micos, muitas das pesquisas sobre for-
mulacao de virus entomopatogénicos
tém sido realizadas pelo setor privado, o
que torna, muitas vezes, indisponivel ao

publico. Quanto as pesquisas realizadas
pelo setor publico, tém sido usualmente
dirigidas para as misturas de tanque com
vistasa aumentara eficiéncia do patégeno
com relacaoa uma determinada praga. O
desenvolvimento comercial de insetici-
das virais nao podera deixar de conside-
rar que as formula¢oes sejam biologica-
mente e fisicamente estaveis no
armazenamento e distribuicao. Os virus
entomopatogénicos sendo constituidos
de nucleoproteinas sao suscetiveis a
desnaturacao quando expostos a altas
temperaturas. Entre 38 e 420C, foi obser-
vada perda de atividade dentro de pou-
cos meses ou mesmo semanas. Acima de
500C, a atividade do patégeno € perdida
em questao de horas ou minutos. Contu-
do, € necessario frisar que, em condi-
¢oes de campo, a temperatura tem pouca
influéncia na inativacao do virus, ao
contrario da radiacao ultravioleta, consi-
derada por diversos autores como o
principalfator responsavel pela perda de
atividade do entomopatégeno. Foi ob-
servado que preparacdes de Baculovirus
anticarsia expostas a radiacao UV apre-
sentaram atividades significativamente
reduzidas. Nesse caso, formulacoes ole-
osas e pé molhavel reduziram o impacto
da radiacao sobre o virus tanto a nivel de
laboratério como de campo. A manuten-
¢ao da atividade promovida pelas for-
mulacoes permite que ocorra uma repo-
sicao natural do virus no campo, aliada
a contribuicao dos artrépodes predado-
res e parasitéides na disseminacao do
patégeno, chegando a provocar focos
primarios da doenca. Outro ponto im-
portante a ser considerado € a possibili-
dade de se aplicar o produto formulado
durante todo o dia, ao contrario das
preparacdes impuras de B. anticarsia,
que normalmente sao aplicadas ao
entardecer, com vistas a minimizar os
efeitos da radiacao ultravioleta, garantin-
do assim um maior nimero de horas de
atividade do virus. A contribuicao de
outros fatores para inativacao de viroses
de insetos em condicoes de campo pare-
ce nao ser tao significante quando com-
parada a radiacao solar. A umidade rela-
tiva doar tem pouco efeito sobre o virus.
Contudo, a umidade proveniente do or-
valho encontrado sobre a superficie das
folhas pode reduzir a estabilidade do
microrganismo. A remog¢ao de virus das
plantas pela acao da chuva e do vento
tem sido pouco estudada. No caso de
folhagens de couve, foi observado que
poucos virus sao retirados das folhas
pela simulacao de chuva ou lavagem.
Além das caracteristicas fisicas do vege-
tal, as formulacdes podem auxiliar na
fixacao do patégeno a planta. Quanto ao

armazenamento de Baculovirus em am-
biente, os trabalhos apresentam uma
grande variacao de resultados, consequ-
éncia dos diferentes tipos de formula-
¢oes e do periodo de tempo estudado.
Em todos os casos é desejavel que a
atividade do patégeno seja preservada
por pelo menos 18 meses. Raros sao os
trabalhos que avaliam o efeito da umida-
de em formulacdes de Baculovirus. Em
geral, a estabilidade das preparagoes
virais aumenta a medida que decresce a
umidade do produto. Entretanto, existe
relato de que o virus de granulose de
Pieris rapae foi mais estavel quando
armazenado Umido. Temperaturas ele-
vadas aceleram os efeitos danosos da
alta umidade. A concentracao de ions
hidrogénio é importante para a estabili-
dade das formulacoes de virus durante o
armazenamento. Alguns autores tém
observado que Baculovirus é inativado
por valores extremos de acidez ou
alcalinidade e sugerem que o pH de uma
formulacao deveria ser préximo ao da
neutralidade. As formula¢coes podemau-
mentar ou inibir a alimentacao da praga
e provocam maior ou menor mortalida-
de em menor ou maior tempo. Devem
possuir particulas de tamanho adequado
e fagoestimulantes, para assim garantira
ingestao das toxinas ou propagulos as-
sociados aos inertes, pois, na maioria
dos casos, ha relacao direta entre taxa de
ingestao e eficiéncia de controle. Exis-
tem no mercado produtos
fagoestimulantes para serem utilizados
em mistura durante o preparo da calda,
mas nem sempre os resultados tém au-
mentado a eficiéncia do bioinseticida.
Os processos de producao e formulacao
devem ser orientados também com base
econdmica. O preco do produto deve ser
compativel coma realidade do mercado,
em relacao a inseticidas quimicos e de-
manda potencial, para que o bioinseticida
possa tornar-se competitivo. A partir de
1985, o Instituto Biolégico e a ESALQ/
USP iniciaram um projeto de desenvolvi-
mento de formula¢coes de Baculovirus
anticarsia que resultou no estabeleci-
mento de uma formulacao oleosa dentro
das caracteristicas fisicas desejaveis e
com boa estabilidade, razoavel persis-
téncia e alta eficiéncia no controle de
Anticarsia gemmatalis. Formulacdes de
fungos entomopatogénicos

Em funcao das préprias dificulda-
des impostas por suas caracteristicas
naturais, existem poucos casos de suces-
so de produtos formulados de fungos
entomopatogénicos, embora estes sejam
bastante estudados. O grande problema
estd na manutencao de sua atividade ao
longo do periodo de armazenamento,
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principalmente quando sao preparados
na forma sélida. De modo geral, maior
destaque é dado aos Deuteromicetos,
pela amplitude de utilizacao, principal-
mente no Brasil. Ainda assim, alguns
estudos ja realizados no Instituto Biol6-
gico demonstraram o sucesso de
Metarhizium anisopliae formulado em
p6 seco (fuba de milho) no controle da
broca dos citros (Diploschema
rotundicole) ou mesmo misturado ao
substrato de crescimento (arroz cozido)
moido, usado no controle de diversas
espécies de cigarrinhas em cana-de-acu-
car e pastagens. Sendo, para este ultimo
caso, avaliado o efeito de moagens (mo-
inho de martelo), que nao afetaram a
viabilidade e também a compatibilidade
com inertes e adjuvantes de diversos
grupos quimicos, com resultados varia-
dos. Além das preparacoes sélidas, exis-
tem também formulacoes granuladas e
formulacoes liquidas, granulos de micélio,
encapsuladas em amido ou alginato de
sédio. No caso do micélio seco, preser-
va-se o material vegetativo em baixa
umidade, que apés o contato com o
meio torna-se ativo novamente, continu-
ando seu crescimento até a fase de
reproducao. As formulacoes
encapsuladas, principalmente com ami-
do, atuam de maneira similar, porém
conferem maior protecao ao fungo e
ainda podem fornecer nutrientes para o
crescimento das hifas, podendo também
ser incluidos outros produtos que ve-
nham a aumentar a eficiéncia do produ-
to No campo ou aumentara preservacio.
A formulacao oleosa tema vantagem de,
em muitos casos, dispensar a incorpora-
cao de agentes molhantes ou adesivos,
sendo estudada para o controle de gafa-
nhotos, cigarras e moscas-brancas nos
EUA e também no Brasil, principalmente
por pesquisadores do Cenargen/
Embrapa, visando melhorar a eficiéncia
e estabilidade de Metarhizium flavoviride
para o controle de gafanhotos migratéri-
os. Algumas formulacoes especiais, como
pastas e iscas, preparadas no momento
da aplicacao, também tém se mostrado
bastante eficientes. Como exemplo, B.
bassiana, para o controle de Cosmopolites
sordidus. O fungo, produzido em arroz,
¢ homogeneizado com o substrato até se
obtera consisténcia pastosa, sendo apli-
cado sobre iscas de pseudocaules de
bananeiras que ja produziram e que
exercem forte atracao sobre adultos da
praga. Testou-se também a impregnacao
de iscas de papelao Termitrap com
conidios e pasta de arroz + conidios e
micélio seco do fungo B. Bassiana, ob-
tendo-se excelentes resultados em con-
dicoes de laboratério e também no cam-
po, com manutencao da populagao bai-
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xa durante cinco meses. Uma isca a base
de conidios de B. bassiana (447), tendo,
além de outros inertes, amendoim como
atraente, foi desenvolvida para o contro-
le de Solenopsis spp. e outras formigas,
nos EUA. Deve-se ressaltar, contudo,
que produtos a base de outros fungos
como Hirsutella thompsonii e Verticillium
lecanii foram ou ainda sao
comercializados em paises do hemisfé-
rio norte, o que demonstra seu potencial.
Formulacoes de Bacillus sphaericus

O interesse comercial pelas bactéri-
as entomopatogénicas surgiram em me-
ados da década de 50, quando, atentas
aos resultados de pesquisas, as industri-
as ligadas a area farmacéutica introduzi-
ram em sua linha de producao o género
Bacillus. Inicialmente as variedades co-
nhecidas tinham sua a atividade restrita
a insetos da ordem Lepidoptera. Ainda
hoje a variedade kurstaki é utilizada na
maioria dos produtos comerciais, em
diferentes formulac¢oes, sendo que ou-
tras variedades patogénicas também a
lepidépteros foram descobertas e sao
também produzidas. O grande impulso
na utilizacao de bactérias para o controle
de insetos ocorreu apoés a descoberta de
variedades e isolados patogénicos a lar-
vas de culicideos, principalmente dos
géneros Culex, Anopheles e Aedes. Nes-
tas descobertas incluem-se B. sphaericus
(B.sph.) e B. thuringiensis var. israclensis
(Bti). Isto porque tais agentes de controle
mostravam-se altamente promissores no
controle de vetores de doengas e abriam
nova perspectiva de mercado a ser ex-
plorado. Atualmente, a maioria dos pro-
dutos ¢é a base de Bti, sendo este utiliza-
do no mundo todo em formulacoes
liquidas e sélidas. O tipo de formulacao
a ser desenvolvido deve estar de acordo
com os habitos do inseto e também com
as caracteristicas dos locais onde se
encontram os criadouros. Por esta razao
€ que se encontram disponiveis prepara-
coes solidas flutuantes (liberacao lenta)
para aplicacdes em areas cobertas por
vegetacao, visando insetos que se ali-
mentam proximo a superficie, ou liqui-
das para aplicacoes em areas abertas e
com dispersao mais ripida que atinge
também larvas que se alimentam no
fundo. No Brasil, ha em andamento al-
guns projetos de pesquisa com formula-
¢oes de bactérias entomopatogénicas
utilizadas no controle de vetores. A Fun-
dacao Oswaldo Cruz (Fiocruz) desenvol-
ve, em associag¢do com uma empresa
privada, uma formulacao liquida (con-
centrado emulsionavel), a qual se en-
contra em fase de patenteamento, o que
impoe algumas restricoes com relacao a
divulgacao dos resultados obtidos. Ain-
da assim, os primeiros dados obtidos em

testes realizados em Montes Claros/MG
garantem boas perspectivas, € 0s estu-
dos de estabilidade em condi¢coes ambi-
ente, apds 14 meses, mostraram apenas
reducao de 10% na CL50. A partir de
1995, o Departamento de Entomologia
da ESALQ e a Secao de Controle Biol6-
gico das Pragas e o Centro Piloto de
Formulacoes de Defensivos Agricolas,
ambos pertencentes ao Instituto Biol6gi-
co de Sao Paulo, vém desenvolvendo,
em conjunto, um projeto de pesquisa no
qual visa-se uma formulacao sélida de
B. sphaericus. Neste trabalho foram ava-
liados  diversos isolados do
entomopatdgeno, obtidos de diferentes
regides do Brasil e também realizados
diversos experimentos com inertes e
adjuvantes para serem incorporados a
formulacao, avaliando-se, além da com-
patibilidade, a flutuabilidade e dispersao
na superficie da agua. Apos uma série de
experimentos chegou-se a uma formula-
¢ao granulada (G4) preparada pelo mé-
todo de spray-on, usando-se como vei-
culo sabugo de milho triturado, além de
adjuvantes que aumentam a adesividade
do complexo esporo-cristal ao inerte e
promovem a liberacao gradativa, com-
provada em testes especificos. Estudos
de armazenamento em diferentes condi-
¢oes indicaram a protecao da formula-
¢a0 ao patédgeno em relacao a tempera-
tura elevada, pois lotes mantidos durante
60 dias a 500C mantiveram cerca de 50%
da atividade original, enquanto o prepa-
rado nao-formulado neste mesmo perio-
do nao se mostrou patogénico. Além
disso, a formulacao também apresentou
maior atividade que o microrganismo
nao-formulado quando exposto a radia-
cao UV proveniente de lampada
germicida. Neste caso, ap6s 15 minutos
de exposicao a formulacao manteve-se
proxima da totalidade em sua acao
entomopatogénica, enquanto o nao-for-
mulado nao causou mortalidade superi-
ora 30% Atualmente, o produto em teste
encontra-se armazenado ha 12 meses
com reducao de 30% da atividade, em
testes de laboratério (CL), mas sem qual-
quer prejuizo nos testes em maior escala,
sendo a mortalidade obtida pelas amos-
tras préoxima de 100% em 48 horas. Estu-
dos de campo vém sendo realizados em
conjunto com a Universidade Estadual
de Londrina/PR, visando avaliar o po-
tencial do produto em condicoes reais,
uma vez que em criadouros simulados,
ricos em matéria organica, a atividade
entomopatogénica frente a larvas de 3°¢e
4° instar de C. quinquefasciatus foi de-
tectada apds 18 dias, com valores proxi-
mos a 100%. Esta altima também abriga
um projeto de pesquisa, porém visando
o desenvolvimento de uma formulacao a
base de Bti.



