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Evaluation of various formulations for utilization in the biological
control of agricultural diseases
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RESUMO

O desenvolvimento de formulagdes de microrganismos para controle biolégico permanece pouco explorado.
Sendo que o controle bioldgico na agricultura demonstra baixo impacto ambiental comparado as substéancias
quimicas sintéticas usualmente empregadas. Portanto, existe relevancia em estudar diferentes formulacdes
para produtos biodefensivos. Assim, este trabalho objetivou desenvolver uma formulacdo estavel e
microbiologicamente ativa. Para tanto, duas formula¢cées foram desenvolvidas combinando microrganismos
(MQO’s), e outros componentes: formulacdo 1 (F1): MO’s + 6leo vegetal + aditivos 3 e 4; e formulagéo 2 (F2):
MQ’s + 6leo vegetal + aditivos 2, 3 e 4. Cada formulacdo em triplicata foi analisada aos 7, 30 e 60 dias para
avaliacdo da atividade microbiologica, que foi realizada pela contagem do nimero de conidios em camara de
Neubauer e contagem das unidades formadoras de col6nias/mL. Também foi medido o pH e fez-se
observacédo visual para identificar separagdo de fases. A F1 demonstrou inicialmente maior niimero de
conidios/mL do que F2. Porém, F1 apresentou pH inferior e menor atividade microbiana durante o
armazenamento em relacdo a F2. A F2 superou a F1 em termos de viabilidade microbiana, podendo-se
destacar a relevancia do 6leo na conservagao de microrganismos, auxiliando na manutencgao do produto por
um periodo superior a 30 dias.
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ABSTRACT

The development of microorganism formulations for biological control remains relatively unexplored. Biological
control in agriculture demonstrates low environmental impact compared to the synthetic chemical substances
commonly used. Therefore, there is significance in studying different formulations for biodefensive products.
Thus, the aim of this study was to develop a stable and microbiologically active formulation. To achieve this,
two formulations were created by combining microorganisms (MOs) with other components: Formulation 1
(F1): MOs + vegetable oil + additives 3 and 4; and Formulation 2 (F2): MOs + vegetable oil + additives 2, 3,
and 4. Each formulation in triplicate was analyzed at 7, 30, and 60 days to assess microbiological activity,
which was determined by counting the number of conidia using a Neubauer chamber and counting colony-
forming units/mL. pH measurements were also taken, and visual observation was conducted to identify phase
separation. Initially, F1 displayed a higher number of conidia/mL compared to F2. However, F1 exhibited a
lower pH and reduced microbial activity during storage in comparison to F2. F2 outperformed F1 in terms of
microbial viability, underscoring the importance of oil in preserving microorganisms and aiding in product
maintenance for a period exceeding 30 days.
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INTRODUCAO

Alternativas sustentaveis estdo cada vez mais presentes no cotidiano, sobretudo no
setor alimenticio. Desde que a populacdo tem se tornado mais exigente quanto aos
produtos que consomem, buscando por alimentos mais saudaveis e livres de agrotoxicos.

Neste cenario, o controle biolégico nas lavouras e criagcbes tem emergido como
alternativa sustentavel de forma significativa frente aos defensivos quimicos ainda
amplamente empregados.

Controle biologico é o controle do niumero patégenos em espécies de plantas e
animais através de agentes naturais que propiciam a letalidade bidtica, controlando a praga
de maneira organica através da conservacao e multiplicacdo de inimigos naturais (PARRA
et al., 2002).

Assim, produtos como os biodefensivos sdo comercializados para auxiliar na
regularizacdo da incidéncia e magnitude de doencas em plantas, sendo disponibilizados
em diferentes formulacfes, como p6 molhavel, granulos dispersiveis em agua e liquidos,
na forma de suspensdes aquosas ou oleosas (POMELLA; RIBEIRO, 2009).

Devido a composi¢cdo conter células vivas, o armazenamento, bem como a
formulacéo, se mostra importantes para o tempo de vida de prateleira deste tipo de produto.
Além disso, para sua viabilidade, a demanda de componentes, como o0s 6leos vegetais
auxiliam na férmula conferindo protecdo, adesdo e garantindo a conservagdo dos
organismos presentes pela camada protetora gerada (ALVES; FARIA, 2010).

De acordo com Lopes (2009) e Florencio et al. (2022) o desenvolvimento de
formulagbes voltadas a microrganismos ainda se encontra sutiimente explorada, desta
forma, estes estudos demonstram a necessidade de ensaios de diferentes formulacdes
para a qualidade de produtos voltados ao controle biolégico, auxiliando na implantacao de
métodos sustentaveis. Portanto, o presente trabalho teve como objetivo analisar a
adaptacdo de formulacdes distintas voltadas a estabilidade de microrganismos, a fim de
encontrar a que melhor se adequa a estabilidade e viabilidade microbiana.

METODOLOGIA

Foram testadas duas formulac6es combinando microrganismos (MOQO’s), e outros
componentes como Oleo vegetal e outras variaveis. Os microrganismos foram denominados
A e B, e os demais componentes denominadas como: 6leo vegetal (1); aditivo 2, aditivo 3
e aditivo 4.

Tabela 1 - Formulac¢fes desenvolvidas pela mistura dos microrganismos A e B e com a combinacéao
de variaveis.
Formulacdo Mistura de MO Variavel
F1 A+B 1+3+4
F2 A+B 1+42+3+4
MO: microrganismo.
Fonte: Elaborado pelos autores (2023).

As formulagbes foram preparadas em triplicata, as quais foram armazenas em
frascos estéreis de 50 mL cada. A quantificacdo dos microrganismos nas formulacdes foi
obtida através do numero de conidios (Conidios/mL), pela contagem em camara de
Neubauer logo ap0s o preparo das formulagdes. A viabilidade dos conidios foi determinada
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pela contagem do numero de Unidade Formadora de Colénias por mL (UFC/mL) com
plagueamento em duplicata de acordo com Pinto, Lucon e Bettiol (2019). As andlises de
concentracdo de UFC/mL, pH e separacdo de fases foram realizadas no tempo de 7
(inicial), 30 e 60 dias.

Para UFC/mL pipetou-se 10 mL da formulagdo em um erlenmeyer contendo 90 mL
de solucdo NaCl 0,9% acrescido de Tween 0,1% (corresponde a diluicdo 1071) seguido de
homogeneizacdo. Em seguida, transferiu-se 1 mL para um tubo de ensaio com 9 mL de
NaCl 0,9% mais Tween 0,1% (corresponde a diluicdo 10~2) e assim sucessivamente, até a
diluicdo 107°.

Para o plaqueamento, foi necessario, agitar o erlenmeyer ja com a diluicao feita e
pipetar 100ul sobre uma placa de Petri com agar Potato Dextrose Agar (BDA), para cada
diluicdo; com o auxilio de uma alca de drigalski espalhou-se por toda superficie de cada
placa, as placas foram incubadas durante 7 dias em incubadora BOD. Todos os
procedimentos foram realizados com materiais estéreis, atras da chama. Os materiais e
reagentes utilizados foram disponibilizados pela empresa Ergon Tecnhologia.

RESULTADOS E DISCUSSAO
O nuiimero de conidios inicial da F1 foi de 4,2 x 10° / mL e para a F2 de 3,5 x 10° /mL,
0os resultados experimentais obtidos ao longo do tempo de armazenamento s&o

apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Resultados de pH e viabilidade das formula¢Ges preparadas, ao longo do tempo de

armazenamento.
B 7 dias 30 dias 60 dias
FORMULACAO
pH UFC/mL pH UFC/mL pH UFC/mL
F1 29 1,6x108 3,2 - 3,8 -
F2 59 4,1x10” 5,0 4,1x10%® 5,3 -

UFC: Unidades Formadoras de Col6nias. - : Nao houve contagem.
Fonte: Elaborado pelos autores (2023).

Analisando a Tabela 2 observa-se que F1 contendo 6leo vegetal com os aditivos 3
e 4 em sua composicao (Figura 1A) no inicio demonstraram um numero superior de
conidios/mL quando comparado a F2. A F1 apresentou também pH inferior e menor
crescimento microbiano ao longo do tempo de armazenamento em comparacdo com a F2
preparada com a adig&o dos aditivos 2, 3 e 4 (Figura 1B).

No estudo de Nascimento et al. (2007) verificou-se que a adicdo de apenas 6leos
vegetais nas formulagées em comparacdo com agua pura resultou em menor germinacao
devido a existéncia de filmes de 6leo ligados aos conidios, inferindo na hidratacdo e
invalidando a germinacdo dos microrganismos, o que denota a importancia de demais
aditivos para auxiliar nesses aspectos, concordando com o que foi constatado neste estudo
onde a formulacao ligada somente ao 6leo vegetal denota menor crescimento microbiano
do sua utilizacdo como adjuvante ligado a aditivos que complementam sua acéo
conservante.
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De acordo com Angelo et al. (2015) quando se fala da utilizagdo do 6leo vegetal,
além de ser considerado mais sustentavel, alguns fatores devem ser destacados visto que
alguns tipos de 6leos possuem maior propensao a manutencado da estabilidade térmica e
oxidagdo do que outros, assim como alteracdes na viscosidade interferindo na qualidade
da formulacdo. Dessa forma, as caracteristicas do Oleo devem ser levadas em
consideracdo, mas ndo unicamente, pois € importante observar a adequacdo dos
microrganismos ao tipo de 6leo quando se trata da formulac&o do produto.

Ainda assim, segundo Alves, Moino e Almeida (1998) a alteragéo oriunda desse
componente, pode gerar instabilidades no crescimento vegetativo, esporulacdo, e na
prépria genética do microrganismo, influenciando na viruléncia do isolado.

Figura 1 - A: Formulacéo 1: Base 1 + 6leo + aditivo 3 e 4. B: Formulagéo 2: Base 1 + 6leo + aditivo 2,
3ed.

Fonte: Elaborado pelos autores (2023).

Ao observar as imagens A e B da Figura 1, pode se notar a camada superficial
protetora gerada pelo 6leo vegetal, que traz consigo maior estabilidade para
armazenamento em prateleiras a temperatura ambiente, protecdo a radiacao ultravioleta,
protecao do ingrediente ativo e em sua maior parte uma boa viscosidade auxiliando no
adesivamento as superficies alvo, sendo um adjuvante importante para a conservagao de
conidios (ALVES; FARIA, 2010; HOWARD et al., 2010).

CONCLUSAO

Diante disso, conclui-se que diferentes formulag@es influenciam na viabilidade dos
microrganismos durante o periodo de armazenamento, sendo que o O6leo vegetal
combinado aos aditivos 2, 3 e 4 apresentou viabilidade microbiana em até 30 dias de
armazenamento, no presente estudo. O estudo permitiu observar ainda que os 3 aditivos
(aditivos 2, 3 e 4) combinados ao Oleo vegetal sdo necessarios para garantir a vida de
prateleira pretendida.
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