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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi avaliar a estabilidade de uma formulagéo granulada de Bacillus sphaericus
a base de sabugo de milho, armazenada em condi¢des ambientais e a 50°C, tendo como comparag&o, uma suspensao
concentrada de esporos e cristais da bactéria. A anélise periédica dos materiais armazenados revelaram o efeito
protetor da formulag&o sobre o microrganismo, de forma que ao longo de 12 meses de armazenamento, em condi¢des
ambiente, a viabilidade dos esporos foi maior que na suspenséo concentrada. Além disso, a atividade inseticida
para larvas de Culex quinquefasciatus, avaliada nos criadouros artificiais foi comparavel ao patdgeno nao formulado.
Quando mantidos a 50°C, a a¢éo protetora da formulagdo mostrou-se mais eficiente, sendo que ao final de 60 dias
nao houve qualquer atividade do patégeno nao formulado, enquanto que na formulagéo obteve-se cerca de 30% de
atividade, determinada em condi¢es de laboratorio.
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STABILITY OF A Bacillus sphaericus FORMULATION
UNDER DIFFERENT STORAGE TEMPERATURES

ABSTRACT: The stability of a Bacillus sphaericus formulation on granular corncob stored at two diferent temperatures
(room temperature and 50°C) during 12 months was evaluated. A concentrated spore-cristal suspension was stored
under the same conditions and used for comparison. The larvicidal activity of fresh corncobs and concentrated
pathogen formulations were similar when inoculated onto artificial Culex quinquefasciatus breeding sites. Periodic
analysis showed, however, higher spore viability in the corncob formulation under both conditions over a period of 12
months. The corncob formulation stored under high temperature (50°C) permitted a higher spore viability (30%) and
larvicidal activity up to 60 days. Under the same conditions, the concentrated spore-cristal suspension showed total

21

loss of both spore viability and larvicidal activity.
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INTRODUCAO

Um dos objetivos finais do processo de
formulacdo é permitir que o entomopatdgeno possa ser
armazenado em condi¢cdes ambiente com minimas
perdas das suas propriedades inseticidas.

Geralmente baixas temperaturas sdo utilizadas como
formas de preservacdo de microrganismos, garantindo a
manutenc¢éo do metabolismo em baixa atividade e evitando
que outros microrganismos contaminantes possam se
desenvolver e afetar a estabilidade do entomopatdgeno. No
entanto, o uso de tais condi¢Bes constitui-se em um ponto
critico no processo de desenvolvimento, pois se necessarias
para 0 armazenamento do produto até seu consumo, o custo
final do mesmo pode se tornar elevado. H4 também o risco
de perda, em funcéo de eventuais problemas no fornecimento
de energia elétrica (Batista Filho et al., 1998). Além disso,
deve-se considerar também a questdo do transporte do
produto formulado, pois pode afetar o microrganismo
quando o sistema adotado n&o dispde de refrigeragéo.

Neste caso, a temperatura do ambiente pode ultrapassar
40°C, contribuindo para inviabilizar os patégenos
(Bhumiratana, 1990).

No caso especifico de B. sphaericus a temperatura pode
afetar o complexo esporo-cristal, sendo relatada a necessidade
do esporo vidvel como forma de se aumentar a persisténcia no
campo (Davidson et al., 1975; Lacey et al., 1988).

Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar
o efeito da formulacéo granulada (spray on) de Bacillus
sphaericus armazenada em temperatura ambiente e a
50°C na manutencgéo da viabilidade dos esporos e cristais
da bactéria.

MATERIAL E METODOS

Preparo da formulagao

A formulacdo preparada foi do tipo spray on, que
segundo Batista Filho et al. (1998) € uma das mais simples
para ser elaborada e envolve equipamentos de baixo custo.
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O mosto fermentado foi concentrado através de
uma centrifuga refrigerada Sorvall-RT 6000, a 6000 rpm,
durante 20 minutos e, em seguida, encaminhado ao Centro
Piloto de Formulacbes do Instituto Biologico de Sdo Paulo,
a fim de que fosse submetido ao processo especifico para
o tipo citado.

O inerte, constituido por sabugo de milho, foi
previamente moido em moinho de martelo, selecionado e
padronizado quanto ao tamanho das particulas em peneira
vibratéria (6 mesh). A biomassa de B. sphaericus foi
suspendida em agua destilada, na proporcao suficiente para
o0 preparo da formulagdo, sendo em seguida incorporada aos
granulos, juntamente com um adjuvante, utilizando-se um
impregnador. Apds a impregnacao, procedeu-se a secagem
em estufa ventilada até que se atingisse a umidade abaixo
de 5%, conforme as recomendagdes da Associagéo Brasileira
de Normas Técnicas.

Os granulos, apos o preparo foram observados em
microscépio estereoscopico sob aumento de 20 e 40 vezes
e fotografados, com a finalidade de conhecer em maior
detalhe a superficie dos mesmos, visando estabelecer alguma
relacdo com os parametros analisados.

Armazenamento em condi¢gées ambiente

Amostras de 3 g da formulacéo granulada e 3 mL
do caldo fermentado foram acondicionados,
respectivamente, em sacos plasticos de polietileno e
frascos de vidro, hermeticamente fechados. Foi também
preparado um lote com agua destilada estéril, considerado
testemunha. O material foi mantido durante 12 meses em
um armario de madeira, na auséncia da luz. As condicbes
internas foram monitoradas, colocando-se, mensalmente,
um termohigrografo durante uma semana, junto aos
recipientes. As avaliagdes foram feitas apds o preparo e
aos 7, 15 e 30 dias e, a partir de entdo, mensalmente,
durante um ano (periodo minimo). Para isso, foram
retiradas trés amostras de cada tratamento, sendo cada
uma delas destinadas a uma repeticdo, e foram
determinados o nimero de esporos viaveis e a atividade
larvicida.

a) Viabilidade de esporos

De cada uma das trés amostras (repeticdes) dos
diferentes tratamentos, foram retiradas 0,1 g da formulacéo
granulada e 0,1 mL do caldo fermentado e da testemunha.
Cada uma das amostras foi adicionada a 9,9 mL de agua
destilada + espalhante adesivo (Tween 20) 0,1%
(denominadas de suspensdo estoque). ApOs serem
submetidas ao chogue térmico em banho-maria regulado para
80°C por 12 minutos (para que fossem eliminados eventuais
microrganismos contaminantes), ultra-som por 10 minutos e
agitacdo durante 2 minutos, foram preparadas diluicBes
seriadas de 10" a 10° a partir da suspens&o estoque. Destas,
foram retiradas aliquotas de 5 mL que foram inoculados em
oito pontos distintos na superficie do meio agar nutriente e
extrato de levedura (ANY) + sulfato de estreptomicina 0,1%,
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em placas de Petri, sendo preparadas 2 placas para cada
diluicdo. As placas permaneceram incubadas a 30°C, durante
24 horas, determinando-se, em seguida, o nimero de
colénias (UFC) por ponto de inoculagdo, usando-se um
contador de colbnias.

Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado
e fatorial, sendo as médias e a interagdo dos tratamentos x
épocas submetidos a andlise de variancia (teste F) e
comparagao entre médias pelo teste de Tukey com 5% de
significancia, usando-se o programa estatistico Sanest.

b) Atividade larvicida

Previamente ao inicio dos experimentos, foi estimada
para a formulag&o e para o caldo fermentado, a concentragéo
letal proxima de 90% para larvas de Culex quinquefasciatus.
Esta foi denominada concentracdo indicativa, sendo os
valores obtidos nas avaliacBes subsequentes comparados
com o valor inicial, visando acompanhar a estabilidade das
amostras ao longo do tempo.

Foram preparadas cinco diluicbes a partir da
suspenséo-estogque e cada uma delas foi considerada um
tratamento. Aliquotas de 1 mL destas foram aplicadas em
copos plasticos de 200 mL de capacidade, contendo 100
mL de agua destilada e 20 larvas de 3° instar de C.
quinquefasciatus, provenientes de cria¢do de laboratdrio,
com trés repeticdes para cada tratamento, perfazendo 60
larvas por dilui¢&o. As larvas foram alimentadas com ragéo
para ratos, e mantidas a 26°C, 12 horas de fotofase e
observadas apés 24 e 48 horas, retirando-se os individuos
mortos com um pincel. A andlise dos dados foi a mesma
adotada e descrita no item a.

Foram realizados experimentos em casa-de-
vegetacdo, utilizando-se como ambiente de
experimentacao, baldes plasticos contendo 10 litros de
Agua destilada. Nestes foram aplicadas amostras das
preparacGes armazenadas, na concentragdo proporcional
a de campo (2 kg ou L ha™), juntamente com 20 larvas de
3% instar de C. quinquefasciatus, provenientes da criagdo
de laboratdrio, sendo preparados trés baldes para cada um
dos produtos e também para a testemunha. Os dados
foram analisados segundo 0s mesmos procedimentos do
item anterior.

A avaliagdo da mortalidade foi realizada apds 24
e 48 horas da inoculagdo, contando-se o nimero de
insetos mortos.

Armazenamento em temperatura elevada

Foram adotados os mesmos procedimentos do
experimento para condi¢cdes ambiente, porém, as
preparagdes foram armazenadas em estufa regulada para
50°C e em armario protegido da luz (condi¢cdo ambiente).
As avaliagdes foram realizadas logo ap0s o preparo e aos
7, 15, 30 e 60 dias de armazenamento. Nestas, tanto a
viabilidade dos esporos como a atividade larvicida foram
avaliadas e os dados obtidos foram analisados seguindo
0S mesmos critérios descritos no item anterior.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Armazenamento em condigdes ambiente

O efeito da formulacdo sobre a viabilidade dos
esporos pode ser evidenciado na primeira avaliacdo apos
0 armazenamento (7 dias). Houve reducgdo de cerca de
65% no numero de UFC na formulagdo, enquanto que
para o patdgeno nao formulado a reducéo foi de 93%
(TABELA 1).

Ao longo do periodo de armazenamento
ocorreram oscilacdes na concentracdo de UFC nas
amostras, com valores maiores e menores se alternando,
principalmente a partir do segundo més de avaliacdo. Por
outro lado, na formulagdo a reducgéo foi relativamente
gradativa, com excegfes de valores mais elevados no
2%, 3* e 8% meses ou menores nos 1° e 5° meses que
ocorreram fora da tendéncia esperada e que se
diferenciaram significativamente entre si, provavelmente
em decorréncia de problemas experimentais.

A manutencdo da viabilidade de esporos de
bactérias do género Bacillus sp. foi também discutida por
Couch & Ignoffo (1981) e, segundo os autores, a baixa
umidade é essencial para a preservacdo do patégeno,
pois esta pode, quando elevada, favorecer a germinacgao
dos esporos ou ainda permitir o crescimento de
microrganismos contaminantes, que contribuem para a
reducdo do nimero de UFC viaveis no produto.

TABELA 1 - Viabilidade de esporos de Bacillus sphaericus
em duas prepara¢gfes armazenadas em arma-
rio de madeira (25 £ 1°C e 100% de escotofase),
durante doze meses.

arri)]zrzlgr?;r:;nto Formulagéo Caldo
x 108 UFC g* ou mL de produto
0 Dias 149,3 Aa’ 149,3 Aa
7" 97,6 Ab 11,1 Bc
15" 88,6 Abc 8,7 Bcd
1 Meses 50,8 Acd 8,1 Bd
2" 91,7 Ab 14,2 Bb
3" 70,7 Ac 9,2 Bed
4" 58,0 Acd 11,2 Bc
5" 44,8 Ad 12,3 Bbc
6" 48,9 Acd 11,0 Bc
7" 50,2 Acd 8,5 Bcd
8" 64,8 Ac 8,0 Bd
9" 38,8 Ad 10,0 Bc
10" 41,2 Ad 8,9 Bcd
11" 45,5 Ad 7,1 Bde
12" 45,3 Ad 6,6 Be

A auséncia de informacdes na literatura sobre o
efeito do periodo de armazenamento, na viabilidade de
esporos de Bacillus sp. dificultam a analise
pormenorizada dos resultados obtidos, havendo,
contudo, alguns trabalhos realizados, visando-se
determinar os efeitos da temperatura elevada sobre o
patdégeno e que serdo posteriormente.

Apesar da reducdo em cerca de 70% na
concentragdo de esporos no material formulado, este
pardmetro permanece com valores elevados ao final do
experimento, com cerca de 7 vezes mais esporos viaveis
que no caldo ndo formulado.

Por meio da analise da eficiéncia dos produtos
armazenados, verificou-se ndo haver diferenca
significativa para o caldo ao longo do periodo de
armazenamento, embora tenham ocorrido redugdes
significativas em cerca de 37 e 23%, respectivamente
aos 6 e 7 meses de armazenamento (TABELA 2). Por
outro lado, a eficiéncia da formulacdo, de forma diferente
foi reduzida com o armazenamento de 12 meses no
ambiente, em 35% do valor original, sendo ainda 29%
menos ativa que o caldo concentrado no mesmo periodo
de avaliacéo.

Baseando-se em observacdes feitas por Elgyn et
al. (1995), pode-se explicar a menor atividade larvicida
da formulacéo, principalmente a partir do 5° més, pelo
fato dos granulos apresentarem uma superficie com
depressdes que podem abrigar os esporos e cristais do

TABELA 2 - Porcentagem média de mortalidade de larvas
de Culex quinquefasciatus causada por Bacillus
sphaericus em duas preparac¢fes, armazena
das em armério de madeira (25 £ 1°C e 100%
de escotofase) durante doze meses.

arri:zrzlgr(\j;mdeento Formulacgéo Caldo
0 Dias 91,67 Aat 85,00 Aa
7" 85,00 Aa 85,00 Aa
15" 100,00 Aa 100,00 Aa
1 Meses 73,33 Bab 93,33 Aa
2" 91,67 Aa 96,67 Aa
3" 83,33 Aa 95,00 Aa
4" 68,33 Ab 70,00 Aab
5" 43,33 Bc 98,33 Aa
6" 40,00 Bc 53,33 Abc
7" 71,67 Aab 65,00 Ab
8" 56,67 Bbc 73,33 Aab
9" 41,67 Bc 96,67 Aa
10" 38,33 Bc 83,33 Aa
17" 53,33 Bbc 93,33 Aa
12" 56,67 Bbc 85,00 Aa

1Médias seguidas pela mesma letra mailscula na linha e mintscula na
coluna, n&o diferem significativamente pelo teste de Tukey (@ = 5%).
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1Médias seguidas pela mesma letra mailscula na linha e mintiscula na
coluna, n&o diferem significativamente pelo teste de Tukey (@ = 5%).
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patégeno, que embora garanta a prote¢do contra as
condi¢Bes adversas do ambiente, leva a liberacéo lenta
dos propéagulos. Este efeito pode ainda ter sido agravado
por se ter trabalhado com a concentracéo indicativa e para
tal foi necessaria a remocao de esporos e cristais para a
obtengdo da suspensdo. Assim, a incorporagdo de um
agregante pode ter causado um provavel efeito negativo,
dificultando a remocéo das estruturas mencionadas.

Evidenciou-se este provavel efeito ao se avaliar a
eficiéncia dos produtos em criadouros artificiais (baldes), nos
quais os produtos foram aplicados diretamente na agua
(TABELA 3). Ambos os produtos apresentaram igual
desempenho, independente do periodo de armazenamento,
demonstrando ser inadequado 0 uso apenas do parametro
viabilidade de esporos como forma de se avaliar a qualidade
do produto, uma vez que o cristal se manteve viavel,
conforme indicam os resultados obtidos.

O uso de uma concentracdo minima para se
detectar a reducao da viabilidade do patdgeno formulado
foi também testada por Batista Filho (1997) para
acompanhar a estabilidade de formulagdes de Virus de
Poliedrose Nuclear de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera,
Noctuidae) e os resultados seguiram a mesma tendéncia
aqui constatada.

Armazenamento em temperatura de 50°C

Normalmente, as baixas temperaturas de
armazenamento séo condi¢cfes ideais para a preservacdo
de um produto microbiano. A exposicdo do mesmo em
temperaturas mais elevadas pode levar a ocorréncia de
distdrbios fisiologicos do patégeno, com reflexos na
reducdo da sua viabilidade, tal como foi constatado nesta
pesquisa, independente do patdégeno ser ou ndo formulado
(TABELAS 4 e 5).

Assim, 0 patdgeno presente no caldo fermentado
foi mais suscetivel aos efeitos da temperatura, pois
mesmo em condi¢cBes ambiente houve, apos 7 dias do
inicio das observacdes, significativa reducédo da
viabilidade dos esporos em 3,5 vezes, em relacdo ao

TABELA 3 - Atividade larvicida de duas preparacfes de
Bacillus sphaericus armazenadas em armario
de madeira, em condi¢Bes de laboratério (tem-
peratura = 25 * 1°C e fotoperiodo natural).

Periodo de armazenamento (meses)

Tratamento
4 6 10
Formulacéo 95,00 Aa 90,00 Aa 100,00 Aa
Caldo 100,00 Aa 90,00 Aa 95,00 Aa
fermentado
Testemunha 0,00 Ab 0,00 Ab 0,00 Ab

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na linha e minascula
na coluna, nédo diferem significativamente pelo teste de Tukey (a =
5%).
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valor original (1,5 X 10° UFC mL™). Esta redugéo
continuou sendo observada nas avaliagdes subsequentes,
alcangando a marca de 300 vezes menos esporos
decorridos 60 dias de armazenamento. Na estufa, o caldo
fermentado teve sua viabilidade reduzida ainda mais
drasticamente na primeira avaliagdo, com 13,5 vezes
menos UFC mL", em relacéo ao original, mantendo-se
com baixa viabilidade pelo periodo de 60 dias.

A formulagéo, ainda com redugéo na viabilidade
dos esporos, mostrou-se mais estavel em condi¢des
ambiente. A viabilidade foi mantida em niveis constantes
e significativamente diferentes dos observados na primeira
avaliacdo. Apenas que na quarta avaliacéo,
provavelmente, devido a erros durante o preparo da
formulacdo ou na amostragem e na diluicdo, constatou-
se a diminui¢do da viabilidade, porém, aos 60 dias
novamente obteve-se um valor semelhante as outras
avaliagdes prévias.

Quando a formulacéo foi armazenada a 50°C, a
viabilidade dos esporos reduziu-se gradativamente ao
longo do periodo, alcangando cerca de trés vezes menos
esporos viaveis/g em relacdo ao seu estado original. No
entanto, ainda que tenha sido reduzida, a viabilidade
permaneceu superior a observada no caldo, no mesmo
periodo de armazenamento (80 vezes mais que o
patégeno nao formulado), demonstrando assim uma
acentuada acéo protetora da formulagdo aos esporos de
B. sphaericus, evitando que a temperatura causasse
efeitos danosos sobre as proteinas dos esporos da
bactéria, tornando-os inviaveis.

Na andlise da atividade larvicida, a formulacéo e
o caldo fermentado, armazenados em condi¢c6es
ambiente, ndo demonstraram haver qualquer relacéo entre
a viabilidade dos esporos e a atividade larvicida, embora
seja evidente o fato dos esporos serem mais suscetiveis
que os cristais a temperatura elevada. Assim,
independente da viabilidade dos esporos ser alta ou baixa,
a mortalidade larval causada tanto pelo produto formulado
como ndo formulado foi elevada, variando entre 70 e
100% (TABELA 5).

Por outro lado, quando armazenados na estufa,
verificou-se uma certa relagdo pois a queda na viabilidade
dos esporos foi acompanhada da reducéo da atividade
larvicida, principalmente decorridos trinta dias de
armazenamento. Além disso, na comparacéo entre a
mortalidade original e aquela obtida ao final do
experimento, diferencas foram significativas, sendo que
no caldo fermentado n&o apresentou toxicidade sobre as
larvas testadas. Isto corrobora as observagdes anteriores
sobre o efeito protetor da formulagdo sobre o complexo
esporo-cristal do patégeno.

Confrontando-se os ambientes de armazenamento
e a atividade larvicida, o caldo fermentado foi mais
suscetivel aos efeitos da temperatura. Apéds 7 dias de
armazenamento houve uma significativa reducdo na
atividade em relagdo a formulagdo e na seqiiéncia, a
reducdo se manteve até a auséncia de atividade, aos 30
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TABELA 4 - Efeito do periodo de armazenamento e da formulagdo sobre a viabilidade de esporos de Bacillus sphaericus,
determinada pela contagem UFC em meio de cultura, em dois ambientes de armazenamento.

Periodo de armazenamento (dias)

Ambiente/
Formulagéo 0 7 15 30 60
x108 UFC mLtoug

Armario
Testemunha 0,00 Ba 0,00 Ca 0,00 Ca 0,00 Ba 0,00 Ba
Caldo fermentado 15,0 Aa 4,32 Bb 0,92 Bd 0,82 Bd 1,46 Bc
Gréanulo 15,0 Aa 9,76 Ab 9,00 Ab 5,08 Ac 9,18 Ab
Estufa (50°C)
Testemunha 0,00 Ba 0,00 Ca 0,00 Ba 0,00 Ba 0,00 Ca
Caldo fermentado 15,0 Aa 1,11 Bb 0,16 Bbc 0,02 Bc 0,05 Bb
Gréanulo 15,0 Aa 9,80 Ab 7,78 Ac 4,30 Ad 4,37 Ad
CV (%) 14,116

!Médias seguidas pela letra mailscula na coluna e mindscula na linha nédo diferem a 5% pelo teste de Tukey.

TABELA 5 - Efeito do periodo de armazenamento e tipo de formulacdo sobre a viabilidade de Bacillus sphaericus, determi-
nado pela porcentagem de mortalidade de larvas de Culex quinquefasciatus*

Periodo de armazenamento (dias)

Ambiente/

Formulagéo 0 7 15 30 60
Armario
Testemunha 0,00 Ba 0,00 Ba 0,00 Ba 0,00 Ca 0,00 Ba
Caldo fermentado 85,00 Ab 85,00 Ab 98,00 Aa 94,00 Aab 95,67 Aab
Granulo 93,00 Aab 85,00 Abc 100,00 Aa 73,00 Bc 93,33 Aab
Estufa (50°C)
Testemunha 0,00 Ba 0,00 Ca 0,00 Ba 0,00 Ba 0,00 Ba
Caldo fermentado 85,00 Aa 76,83 Ba 87,33 Aa 8,00 Bb 0,00 Bb
Granulo 93,00 Aa 92,00 Aa 89,33 Aa 48,00 Ab 28,00 A c
CV (%) 10,909

!Médias seguidas pela letra mailscula na coluna e mindscula na linha nédo diferem a 5% pelo teste de Tukey.

dias de armazenamento, tornando-sce claro um padréo
de comportamento da redugdo da atividade larvicida e
viabilidade dos esporos, sendo mais drastica e rapida para
o caldo e gradativa para o formulado.

Trabalhos desenvolvidos por Elgyn & Oktemer
(1995) com formulacdo encapsuladas a base de
caragenina e de alginato de célcio demonstraram os efeitos
da temperatura apenas sobre a viabilidade dos esporos.
Em ambos os tipos, tal como aqui constatado, a
formulagdo garantiu maior estabilidade no armazenamento
durante 90 dias a 50°C, de forma que as perdas no caldo
sempre foram maiores. A viabilidade dos esporos da
formulacéo apresentou, ao longo do periodo, reducéo de
10 a 100 vezes, variando diretamente com a concentracéo
dos produtos constituintes da matriz de encapsulagéo.
Ressalta-se que nos dois trabalhos ndo foram feitas
quaisquer referéncias sobre a atividade larvicida.

Existem poucas informacdes na literatura que
demonstram tais efeitos, no entanto, as pesquisas realizadas
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por Elgyn et al. (1995), com uma formulag@o encapsulada de
B. sphaericus a base de carboxi metil celulose, armazenada
em alta temperatura (50°C) e em condi¢cGes ambiente,
levaram a observagbes semelhantes, com redugdo na
viabilidade dos esporos, principalmente para o caldo
fermentado (cerca de 10000 vezes menos esporos vidveis
ao final de 90 dias de exposicédo). O produto formulado,
contudo, sofreu reducBes de no maximo 100 vezes no
nimero de esporos viaveis. Entretanto, com relagéo a
atividade larvicida os autores obtiveram a total preservacéo
do patégeno quando formulado apds o periodo de
armazenamento de 60 dias em condi¢cGes de temperatura
elevada, o que garantiu 100% de mortalidade das larvas de
3? instar de Culex spp.

Embora a temperatura seja um fator importante
na viabilidade dos entomopatdgenos, deve-se salientar que
as respostas em relacéo a este fator ambiental ndo podem
ser generalizadas, pois a variabilidade genética pode
interferir conferindo a um determinado isolado maior
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capacidade de resistir as condi¢Ges adversas. Isto foi
demonstrado por Karch (1987) que acompanhou a
viabilidade e a atividade larvicida dos isolados 2297 e
1593-4 de B. thuringiensis, armazenados a 50°C e verificou
que o ultimo foi mais estavel, perdendo apenas 10 vezes
o nimero de UFC mL" enquanto que o outro isolado sofreu
perdas da ordem de 10° UFC mL™. O mesmo foi observado
para a atividade larvicida que foi drasticamente
reduzida para o isolado 2297 e mantida para o isolado
1593-4.

A importancia da preservacédo, ndo somente do
cristal, mas também dos esporos no produto armazenado
ou no campo pode levar ao prolongamento da persisténcia,
com multiplicacdo do patdgeno nas larvas infectadas
(Yousten et al., 1992). Além disso, embora néao
sejam obrigatoriamente necessarios para a atividade
larvicida, os esporos participam secundariamente do
ciclo de desenvolvimento da doenga, pois assim a
bactéria se multiplica nas larvas mortas. Desta forma os
novos esporos e cristais liberados infectam outros
individuos, aumentando-se a atividade residual (Davidson
et al., 1975; Lacey et al., 1988; Lacey, 1990; Yousten et
al., 1992).

A termoestabilidade de B. sphaericus é importante
para que a formulacdo possa ser comercializada. Durante
esta fase, o produto necessita ser transportado, podendo
ser exposto a condigdes impréprias e assim, a integridade
biologica do produto pode ser preservada mesmo quando
transportado em condi¢Bes ndo adequadas e por longas
distancias, sem afetar a sua qualidade. Além disso, a
formulac@o em questéo trata-se de um granulo flutuante
e pelo fato de permanecer junto a superficie onde, pela
incidéncia de luz solar a temperatura da agua € maior, 0
complexo esporo-cristal pode ser inativado.

Os granulos apresentavam uma superficie com
aparéncia esponjosa e com cavidades e depressoes,
criando, desta maneira, um microambiente onde
provavelmente os esporos e cristais se alojaram
garantindo, no armazenamento ou no campo, O
prolongamento da atividade larvicida. Este fato foi também
relatado por Elgyn & Oktemer (1995), com relagdo as
observac@es feitas de gréanulos de uma formulacéo
encapsulada de B. sphaericus, a base de caragenina, em
microscopio eletronico de varredura, as quais revelaram
uma superficie semelhante a aqui relatada e com reflexos
direto na estabilidade do patdgeno.

Tanada & Kaya (1993) ressaltaram a necessidade
em se manter o produto formulado com baixa umidade.
Isto foi levado em consideracé@o no presente trabalho, uma
vez que o produto em teste foi armazenado com cerca de
3% de umidade, o que pode ter colaborado para a sua
manutencdo em tais condi¢cdes e garantiu a maior
atividade, em relacé@o ao caldo onde os efeitos foram mais
severos pela presenca da agua ao redor do complexo
esporo-cristal.
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Ha grande dificuldade entretanto em se comparar
efetivamente os resultados aqui obtidos com os demais
estudos ja efetuados, em funcéo do tipo de formulagao
desenvolvida. A formulacéo granulada pode ser efetiva na
protecdo, uma vez que o patdgeno € envolvido totalmente
por uma matriz, enquanto que a formulacdo em teste trata-
se do tipo spray on na qual o ingrediente ativo e
adjuvantes sédo aplicados sobre a matriz (inerte)
penetrando em seus intersticios. Porém, a vantagem deste
tipo de formulagao esta no seu baixo custo de producdo
(matéria-prima residual de origem agroindustrial) e na
simplicidade da sua manufatura, sendo os ingredientes,
inerte e adjuvante biodegradaveis e atoxicos.
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