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Introducio

O controle de qualidade de bioinsumos & base de microrganismos é definido como um conjunto
de procedimentos de agdes preventivas e corretivas que visam garantir que o produto final seja seguro,
vidvel e eficaz. Esses procedimentos sio implementados em todas as fases do desenvolvimento do
bioinsumo, iniciando pelas etapas de confirmacio da identidade taxondmica, preservacio adequada do
microrganismo, producio in vitro ou in vivo, estabilizacio e armazenamento e terminando pelos testes
para confirmacio de sua eficicia.

Os bioinsumos & base de microrganismos aplicados na cultura da soja sio compostos por fungos,
bactérias ou virus, usados no manejo de insetos-praga ou fitopatogenos. No caso de fungos a bactérias,
podem ainda trazer beneficios para as plantas pelo estabelecimento de relagdes simbioticas. Ja os produtos
a base de virus tém sido destinados exclusivamente ao controle de insetos.

Os fungos empregados nos bioinsumos podem ser classificados como: entomopatogénicos, a
exemplo de Beauveria bassiana, Cordyceps (Isaria) javanica, Cordyceps (Isaria) fumosorosea, Cordyceps
(Isaria) fumosorosea e Metarhizium anisopliae, utilizados no controle de insetos como mosca-branca
(Bemisia tabaci) e caro-rajado (Tetranychus urticae); micopatogénicos, como Irichoderma harzianum
e Trichoderma asperellum, aplicados para o controle de doengas flingicas como a tombamento e
morte em reboleira (Rhizoctonia solani) e o mofo-branco (Sclerotinia sclerotiorum), ou nematicidas
como ¢ o caso de Pochonia chlamydosporia e Purpureocillium (Paecilomyces) lilacinus aplicados para
o controle de nematoide de galhas (Meloidogyne spp.) e Pratylenchus brachyurus (Coutinho, 2018;
Loureiro et al., 2020).
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Bioinsumos constituidos por bactérias sio usados por exemplo, na fixagio de nitrogénio por
Bradyrhizobium japonicum, controle de lagartas desfolhadoras por Bacillus thuringiensis, controle de
nematoides por Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus firmus, Bacillus methylotrophicus e controle de
doengas como o mofo-branco por B. subtilis e B. amyloliquefaciens. Alguns fungos e bactérias podem
também atuar de forma indireta no controle de pragas e doencas pela ativacio do sistema de defesa da
planta. Alem dessas funces, fungos e bactérias podem promover crescimento da parte aérea e radicular e
podem disponibilizar nutrientes para as plantas, como a solubilizagio de fosforo e a fixagio de nitrogénio.

Em contraste com a versatilidade de funcdes e o grande nimero de bioinsumos registrados a base de
bactérias e fungos, os virus representam o grupo de microrganismos de registros recentes disponiveis para
manejo de insetos em lavouras. Esses microrganismos sio altamente especificos comparativamente aos
fungos e as bactérias e sdo empregados no controle de lagartas desfolhadoras, como é o caso de diversos
representantes da familia Baculoviridae, como Helicoverpa armigera nucleopolyhedrovirus (HearNPV),
Chrysodeixis includens nucleopolyhedrovirus (ChinNPV), Spodoptera frugiperda nucleopolyhedrovirus
(SEMNPV) e Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus (AgMNPV) (Sosa-Gomez et al., 2020).

Um produto microbiano deve ser constituido por isolado previamente selecionado em laboratério e
cuja eficacia tenha sido confirmada a campo, devendo ainda apresentar satisfatorio rendimento industrial.
Ainda, de acordo com a literatura (Jenkins et al., 1998, Jenkins; Grzywacz, 2000; Ravensberg, 2011; Faria
et al, 2022a), os principais pardmetros a serem considerados no controle de qualidade de produtos
comerciais a base de microrganismos sio:

- identidade do microrganismo

- concentracdo de unidades infectivas e/ou vigorosos por kg ou L da preparacio ou formulagio;

- viruléncia das unidades infectivas (quando o produto € registrado em conformidade com a

estratégia inundativa de controle biologico)

- natureza e teor de contaminantes;

-vida de prateleira em temperatura representativa

- caracteristicas fisico-quimicas associadas ao produto.

Para cada parimetro, ha padrdes e protocolos a serem seguidos para se obter produtos com boas
especificades. A grande diversidade e as particularidades de cada microrganismo exigem processos de
produgio distintos, tornando o controle de qualidade de bioinsumos uma etapa complexa. No entanto,
independente das peculiaridades, o controle de qualidade é indispensavel em qualquer unidade de
producio, industria ou fazenda, pois visa garantir a reprodutibilidade do processo, a padronizagio do
produto, a seguranca a0 ambiente e ao ser humano, a eliminacio ou reducio de contaminantes a niveis
aceitaveis e a eficacia em campo. A comercializagio de produtos de forma irregular, com baixa qualidade
e fora de padrdes pré-estabelecidos podem comprometer a confiabilidade no segmento de biocontrole.

Diretrizes que esclarecam os processos de controle de qualidade se fazem imperativas dentro do
cenario atual de crescimento da adogio de bioinsumos na agricultura brasileira, das novas modalidades de
producio de microrganismos e da exploragio da biodiversidade. Neste capitulo abordaremos os principais
processos envolvidos no controle de qualidade de bioinsumos, principalmente a base de microrganismos
destinados ao controle de pragas tendo como modelo a aplicagio na cultura da soja.
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Identificagio taxondmica e preservagio

A correta identificacio de um microrganismo € o primeiro passo para o sucesso de um programa de
controle de qualidade. Essa etapa esta diretamente relacionada  eficacia do bioinsumo em campo e a
seguranga do processo de producio. £ primordial que a inddstria se preocupe em identificar corretamente
os microrganismos prospectados, produzidos e comercializados. Essa atividade é usualmente realizada por
taxonomistas ou pessoas experientes e treinadas e, se possivel, validada por institui¢des ou laboratdrios
especializados.

Para a identificagdo sio utilizadas ferramentas que dependem do grupo de microrganismo envolvido e
frequentemente sdo utilizadas técnicas moleculares, testes bioquimicos, analises morfoldgicas das col6nias
e das estruturas celulares. No caso dos baculovirus a caracterizagio morfoldgica é feita por microscopia
eletronica de varredura e de transmissdo. Para a maioria dos microrganismos as técnicas moleculares
so eficazes e mais discriminatorias, em muitos casos s3o as nicas capazes de distinguir espécies de um
mesmo género. Isso ¢ devido 4 grande semelhanga morfoldgica e bioquimica entre algumas espécies.
Portanto, essas técnicas geralmente sdo empregadas para um primeiro diagnostico ou em conjunto com
as tecnicas moleculares.

O sequenciamento de regides especificas do genoma é a principal ferramenta molecular utilizada
na identificacio de espécies de microrganismos. Para cada género existem genes ou regides intergénicas
informativas, denominados marcadores moleculares, que apresentam um nivel de polimorfismo adequado
para diferenciar as espécies. Existe uma tendéncia entre os estudiosos de que a analise conjunta de multiplos
genes informativos confere maior confiabilidade na identificacio de uma determinada espécie. Na maioria
das vezes, a utilizacio desses marcadores permite diferenciar com sucesso espécies de bactérias e fungos.
Uma vez obtidas, as sequéncias dos marcadores moleculares sdo editadas em programas especificos com o
auxilio do cromatograma, para corregdo de possiveis erros de sequenciamento, concatenadas e alinhadas
com sequéncias homologas das mesmas regides do genoma, de outros(as) isolados/cepas, incluindo
sequéncias de isolados/cepas de referéncia de espécies do género estudado. Posteriormente, uma analise
filogenética é realizada para determinar os clados e a inferéncia da espécie do organismo de interesse.

A identificagio molecular também tem sido empregada para caracterizar e possibilitar a distingdo de
isolados de uma mesma espécie. Para esse fim, marcadores moleculares do tipo microssatélites tém sido
usados com sucesso no monitoramento de isolados fungicos aplicados em campo, como por exemplo,
no monitoramento de isolados comerciais de Metarhizium anisopliae e M. robertsii (Castro et al., 2018;
Iwanicki et al., 2019) e de um isolado comercial de Beauveria bassiana (Reineke et al., 2014). Nos trabalhos
citados, os autores distinguiram os isolados aplicados daqueles nativos. Os microssatélites podem ser
empregados também para diferenciar isolados de uma mesma espécie de fungo produzidos em uma
mesma biofabrica. Desta forma, é possivel criar uma identidade nica ou um “fingerprint” para cada
isolado, o que pode ser muito Util na detecgio de possiveis contaminagdes cruzadas e como diagnostico
para a empresa. Com a reducio do custo de sequenciamento, em um futuro proximo a identificacio
molecular de isolados e espécies serd amplamente difundida e se tornard uma atividade corriqueira
incorporada nos protocolos de controle de qualidade dos laboratorios das biofabricas.
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A identificacio inequivoca dos virus de insetos € realizada por sequenciamento do genoma. Entretanto,
técnicas como a de Restriction Endonuclease Analysis (REN) podem ser utilizadas rotineiramente para
verificar a identidade genética do isolado e para detectar a possivel ocorréncia de variantes durante o
processo de producdo. Existem protocolos ja publicados para essas analises moleculares (O’Reilly et al.
1992; Moore, 2002; Costa et al., 2005; Sanches et al., 2019).

Uma vez obtido o microrganismo puro o passo posterior a sua identificagio é sua preservacio, para
garantir culturas estoques para usos posteriores e para preservar a vitalidade e as caracteristicas genéticas
do mesmo. E sabido que repicagens consecutivas em meio de cultura de fungos e bactérias podem
levar 4 degeneragio genética pelo acimulo de mutacdes e, consequentemente, perda de caracteristicas
originais das cepas e isolados como viruléncia e caracteristicas Uteis para a produgdo massal, entre outras.
Da mesma forma, a geracio de mutantes também pode ocorrer quando se replica, sucessivamente,
baculovirus em cultura de células de inseto (Krell, 1996; Moscardi et al., 2011). Portanto, a preservacio
dos microrganismos obtidos do primeiro isolamento do ambiente, de preferéncia utilizando mais de um
metodo (armazenamento em N, liquido, liofilizacio, ultafreezer de -80 °C, entre outros), é primordial
para garantir a reprodutibilidade dos processos de produgio em grande escala e dos resultados de eficacia.
No entanto, a escolha dos métodos de preservacio mais adequados deve ser ponderada com base nas
caracteristicas de cada microrganismo e pelas vantagens e desvantagens de cada método.

Identificacio taxondmica

Bactérias

A quase totalidade de bactérias utilizadas para promogdo de crescimento em soja e registradas para
controle de insetos-praga e doengas no Brasil pertence ao género Bacillus, versatil grupo de bactérias
Gram-positivas. Bacillus sio bactérias comumente encontradas no solo, com formato bastonete, resistentes
a fatores adversos e, que em condicdes especificas, produzem enddsporos e uma grande diversidade
de antibidticos e metabolitos (Fisher; Garczynski, 2012; Tiwari et al, 2019). Dentre as espécies mais
conhecidas e empregadas na agricultura brasileira estio Bacillus thuringiensis, Bacillus subtilis, Bacillus
amyloliquefasciens, Bacillus pumilus, Bacillus licheniformis, Bacillus methylotrophicus e Bacillus
velezensis (Mapa, 2022).

A primeira etapa para identificacio de Bacillus ¢ a obtencio de colonias puras de células. Essa
etapa ¢ fundamental para garantir a manipulacio de uma Unica espécie uma vez que muitos Bacillus
sio morfologicamente semelhantes. Essas colonias podem ser obtidas, por exemplo, pelo método do
plaqueamento em estrias de suspensoes de bactérias diluidas em meio solido como agar nutriente, Luria
Bertani ou 4gar triptona de soja, seguido por incubagio a 30 °C por 1624 h. Uma vez obtida a col6nia
isolada pura, faz-se necessario o crescimento dessas bactérias em meio solido ou liquido por 48 ha 30 °C
e 250 rpm, para entdo realizar a avaliacio das caracteristicas morfoldgicas aparentes ao longo das fases de
cultivo, testes bioquimicos e sequenciamento para confirmar a espécie.

Os métodos morfologicos consistem na visualizagio em microscopio com contraste de fase no aumento
de 1000x com o auxilio de 6leo de imersdo, de caracteristicas da cultura de Bacillus como a presenca
de cristais, tamanho de esporos, motilidade de células vegetativas, forma e posigio do esporo (Fisher;
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Garczynski, 2012; Monnerat et al., 2020). Muitas dessas caracteristicas permitem um rapido diagnostico
preliminar. Por exemplo, a presenca de cristais proteicos no meio de cultivo é uma caracteristica da
espécie B. thuringiensis, que pode ser facilmente detectada em microscopio com contraste de fase. Alem
desses aspectos, algumas espécies de Bacillus apresentam colonias com caracteristicas especificas que
auxiliam na identificacdo, como por exemplo, superficie lisa ou rugosa, bordas onduladas ou serrilhadas
cores opacas ou brilhosas, entre outras. Mais detalhes sobre os métodos morfologicos para identificacio
de algumas espécies de Bacillus utilizados na agricultura podem ser encontrados em Fisher e Garczynski
(2012) e Monnerat et al. (2020).

Métodos bioquimicos consistem em testes laboratoriais como coloragio Gram, que distingue bactérias
Gram-positivas, como Bacillus, de Gram-negativas; habilidade de fermentar manitol, uma vez que espécies
do grupo B. cereus lato sensu (que inclui B. thuringiensis e B. anthracis) nio sio capazes de fermentar
esse alcool, o que os difere de outros microrganismos esporulantes; atividade hemolitica; produgio de
lecitinase; sensibilidade a penicilina, entre outros, ou caracteristicas de mobilidade que diferencia, por
exemplo, B, anthracis e B. mycoides de B. thuringiensis (Jidskeldinen, 2008; Fisher; Garczynski, 2012).

Os métodos morfologicos e bioquimicos geralmente sio empregados em uma primeira analise.
No entanto, para uma correta identificagio das espécies, € imprescindivel que esses meétodos sejam
complementados com a identificacio molecular, feita por meio da analise de sequéncias de regides
gendmicas especificas. No caso de Bacillus, a identificacio ¢é realizada com a analise de sequéncias de
miltiplos genes, a maioria de genes constitutivos que sio necessarios para a manutencio da fungio
celular basica (housekeeping). Dentre eles, o mais conhecido é 0 RNA ribossomico 168 (165 rRNA). Para
as espécies pertencentes ao grupo de Bacillus cereus, ou B. cereus lato sensu, que inclui B. thuringiensis e
espécies que podem causar problemas a saide humana, como B, cereus stricto sensu, patogeno oportunista
que produz toxinas prejudiciais a saide e B. anthracis, agente etioldgico do carbunculo hematico, tem-se
recomendado sua diferenciacio pelo sequenciamento do gene 235 rRNA, gyrB (Bavykin et al., 2004) e
genes dos plasmideos pXOI e pXO2 (Zasada, 2020).

No caso do grupo de B. subtilisque incluem espécies como B, subtilisstrictu sensu, B, amyloliquefaciens,
Bacillus pumilus, Bacillus licheniformis, Bacillus methylotrophicus e Bacillus velezensis, além do gene 16S
rRNA, & recomendado o sequenciamento de genes como girasse A (gyrA), RNA polymerase subunidade B
(rpoB), 5™-phosphoribosyl-5-aminoimidazole4-carboxamide formyltransterase (purH), DNA polymerase
11T (polC) e 60 kDa heat-shock protein groEL (groEL) (Rooney et al., 2009; Dunlap, 2019).

Bradyrhizobium pertence a um grupo diverso de bactérias diazotroficas, Gram-negativas, aerobicas,
com capacidade de estabelecer simbiose com plantas leguminosas amplamente utilizado em soja. A
identificagio especifica dessas bactérias também é realizada por meio da anlise multilocus sendo o
gene 16S rRNA empregado para separacio de géneros. Alguns dos genes utilizados como marcadores
filogeneticos na classificacio de rizdbios sio os da ATP sintase subunidade beta (atpD), da recombinase
A (recA), da glutamina sintetase tipo I (glnA) e tipo II (glnB), da chaperona (dnaK), da citrato sintase
I (gltA) e da RNA polimerase subunidade beta (rpoB) (Aserse et al., 2012; Azevedo et al., 2015; Ferraz
Helene et al., 2020).
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Fungos

Os fungos sdo identificados, quanto ao género, por meio de analises morfologicas de colonias e
estruturas celulares, e quanto  espécie, por meio do sequenciamento de um ou multiplos genes.
Diferentemente do que ¢ feito para bactérias, testes bioquimicos ndo sio empregados para diferenciar
espécies de fungos, embora alguns possam ser bastante Giteis para diferenciar caracteristicas qualitativas e
quantitativas de alguns isolados como maior ou menor habilidade de produzir fitohorménios e enzimas
envolvidas no processo infectivo ou de colonizacio de plantas.

O primeiro passo para a correta identificagdo ¢ a obtencio de colonias monosporicas do fungo
de interesse, garantindo assim que a manipulacio serd feita de um Unico microrganismo. Colonias
monosporicas podem ser obtidas, por exemplo, por plaqueamento de suspensdes diluidas de conidios em
melo de batata dextrose agar, meios completos ou meios de cultura especificos (Goettel; Inglis, 1997). Apos
a incubacio, sob microscopio dptico, conidios germinados sdo transferidos individualmente, para o centro
de uma nova placa com meio de cultivo em cimaras de fluxo de ar estéril. Em seguida, o fungo € incubado
ate que cresa e esporule. Obtida uma colonia proveniente de um unico conidio, pode-se prosseguir com a
analise de estruturas morfologicas da colonia, preservacio e identificagio molecular por meio da extracio,
da purificacio e da amplificacio do DNA, bem como o sequenciamento de regides do genoma.

Meétodos morfoldgicos consistem em seguir chaves taxonomicas, que permitem a identificagio do
género de fungos. As chaves dicotémicas compreendem a analise de estruturas desses fungos como:
presenga ou nio de septos nas células vegetativas, formato, tipo e dimensdes de estruturas reprodutivas,
numero de septos em esporos coloragio, entre outros. Embora essas chaves sejam bastante Giteis para um
diagnostico inicial, somente o sequenciamento de regides especificas do genoma sdo capazes de diferenciar
a maioria das espécies. Na Tabela 1 apresentamos a relacio das principais regides genomicas utilizadas para
identificacio da espécie de alguns fungos utilizados na cultura da soja e os trabalhos de referéncia que
podem ser consultados para obtengio dos protocolos de extracio, amplificagio e sequenciamento do DNA.

Virus

Os virus empregados na cultura da soja sio utilizados para controle de diversas espécies de lagartas.
Esses virus pertencem a familia Baculoviridae, mais especificamente aos géneros Alphabaculovirus e
Betabaculovirus, nucleopoliedrovirus (NPVs) e granulovirus (GVs), respectivamente, cujo DNA
¢ constituido por fitas duplas (Jehle et al., 2006; Grzywacz, 2017). Os baculovirus sio nomeados de
acordo com o hospedeiro do qual foram isolados. Por exemplo, o baculovirus isolado da lagarta-da-soja,
Anticarsia gemmatalis, recebe o nome de Anticarsia gemmatalis maltiplo nucleopoliedrovirus (AgMNPV).
Entretanto, a taxonomia e a nomenclatura dos virus encontra-se em revisio com possivels alteragdes em
sua denominagio atual (https://talk.ictvonline.org/).

Devido a sua especificidade, a correta identificagdo de seu hospedeiro pode ser um indicio da
identidade do virus. Entretanto, sua patogenicidade deve ser confirmada pelos postulados de Koch e sua
identidade definida ou confirmada por sequenciamento do seu genoma.

A identificacio morfologica dos baculovirus ¢ realizada por microscopia eletronica de transmissdo
(MET) que permite verificar se o virus € do tipo “simples” ou “multiplo”, isto €, se o nimero de
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Tabela 1. Relacio de genes empregados em analises filogenéticas dos principais géneros de fungos que compdem
bioinsumos para a cultura da soja.

Género Genes empregados em andlises filogenéticas Referéncias
Beauveria Regido nuclear intergénica B (BLOC), DNA nuclear ribossomal ~ Rehner et al. (2006); Rehner et al. (2011); Kepler et al. (2017);
(nrSSU) e(nrLSU), Fator de elongacio (EF), B-tubulina (Bt), Bustamante et al. (2019); Khonsanit et al. (2020).

subunidades da RNA polimerase II (RPB1) e IT (RPB2), regido
ITS (Internal Transcribed Spacer)

Metarhizium Fator de elongagio (EF-l-alpha), RNA polimerase I (RPBI) e Bischoff et al. (2009); Rezende et al. (2015); Lopes et al.
11 (RPB2), Beta-tubulina (Bt), regido ITS (Internal Transcribed (2018); Luz et al. (2019);
Spacer) Botelho et al. (2019); Iwanicki et al. (2019); Glare et al.

(2021); Fernandez-Bravo
et al. (2021);

Trichoderma Fator de elongagio (EF), RNA polimerase I (RPBI1) e IT (RPB2), ~ Dou et al. (2020); Lopez-Quintero et al. (2013); Chaverr et al
alpha-actina (act), calmodulina (cal), regido ITS (Internal (2003); Meyer et al. (2019); Druzhinina e Kubicek (2005)
Transcribed Spacer), Fator de elongagio (EF)

Pochonia Beta-tubulina (Bt), ITS (Internal Transcribed Spacer), DNA Sung et al. (2007); Nonaka et al. (2013); Hirsch et al. (2000);

nuclear ribossomal (nrSSU) e (nrLSU), RNA polimerase I (RPB1) ~ Medina-Canales et al. (2014)
¢ IT (RPB2), Fator de elongagio (EF-1-alpha)

Cordyceps (Isaria) - Fator de elongagio (EF), RNA polimerase I (RPB1) e II (RPB2) D’Alessandro et al. (2013); Kepler et al. (2017); Wi et al.
(TEF), Beta-tubulina (Bt), ITS (Internal Transcribed Spacer) (2021); Mongkolsamrit et al. (2018)

Purpureocillium ~ ITS (Internal Transcribed Spacer), Fator de elongacio da tradugio  Luangsa-ard et al. (2011); Perdomo et al. (2013); Baron et
(EF), Beta-tubulina (Bt), al. (2020)

virions presentes em cada envelope no corpo de oclusio (em forma de poliedro ou de granulo) é tnico
(unienvelopado) ou sdo varios (multienvelopado). O tamanho e o formato do corpo de oclusio também
podem ser determinados por microscopia eletronica de varredura (MEV). A presenca de outros virus (ex.
cypovirus) pode ser visualizada por microscopia eletronica.

Para fins de diferenciagio de espécies e estudos filogenéticos, os baculovirus podem ser identificados
pelo sequenciamento dos genes [ate expression factor 8 (lef-8), late expression factor 9 (lef-9) e polyhedrin/
granulin (polh/gran) (Lange et al,, 2004; Jehle et al., 2006). Esses genes fazem parte de um conjunto
de 38 genes conservados (core genes) encontrados nos géneros da familia Baculoviridae (Miele et al.,
2011; Garavaglia et al,, 2012; Castro et al., 2020). No entanto, para o sequenciamento é necessaria a
purificagio das particulas virais (Corpos de Oclusio/OBs ou Budded Virus/BVs), seguindo métodos
descritos na literatura. Detalhes sobre métodos de extragio e purificagio de DNA de Baculovirus podem
ser consultados em Eberle et al. (2012) e em O’Reilly et al. (1992).

Uma vez obtidas as sequéncias dos genes lef8, lef-9 ¢ polh, as mesmas sdo comparadas com os
virus mais proximos e estabelecidas as distancias, par a par. Quando realizados os alinhamentos
concatenados e as distincias genéticas sdo superiores a 0,05 se cumpre o critério para a separacio
entre espécies (Jehle et al., 2006).

Preservacio

Os métodos de preservagio de microrganismos mais comumente empregados consistem em etapas
de desidratacio e redugio de oxigénio do ambiente, seguido, para alguns grupos de microrganismos, por
resfriamento ou congelamento visando reduzir o metabolismo dos organismos. Dentre os principais



514 Bioinsumos na cultura da soja

métodos utilizados para preservagio de fungos, bactérias e virus a longo prazo destacamese a liofilizacio,
o ultracongelamento 4 -80 °C e a criopreservagio em nitrogénio liquido a -196 °C e, a curto e médio
prazos, destacam-se a secagem de material biologico retido em tiras de papel-filtro, refrigeragio de culturas
em geladeira, imersio em Oleo mineral e adsorcio em silica gel.

Adicionalmente, ¢ muito importante manter bases de dados dos acessos com o maximo de
informagdes possivels, tais como, identificacio da espécie, coletor, local e data de coleta, data da
preservago, quantidade de amostras preservadas, publicacdes associadas 4 sua caracterizagdo, entre outros.
Essas medidas sio de extrema relevancia para garantir o controle da preservacio e planejar acdes como
ativagio dos microrganismos a cada tempo especifico entre outras praticas.

Curto e médio prazos

A forma mais simples de preservar fungos, bactérias e virus para uso corriqueiro é a manutencio
em geladeira de col6nias puras e tecidos do hospedeiro infectado pelo microrganismo, por exemplo,
contendo particulas virais. Embora esse seja um método simples, a repicagem continua para manutencio
de colonias de fungos ou bacterias e virus em laboratorio deve ser realizada com cautela. Esse método
pode levar 4 rapida degeneragio genética dos microrganismos e consequente perda das caracteristicas
iniciais, além de proporcionar altas chances de contaminacio do material armazenado.

Para bactérias esporulantes do género Bacillus uma forma bastante empregada e pouco onerosa para
preservagdo, a curto e médio prazos, ¢ o uso de tiras de papeliltro estéreis, imersas por pelo menos 30
minutos em culturas com células vegetativas e/ou esporos, secas e armazenadas em tubos criogénicos em
geladeira podendo conter ou nio silica gel (Monnerat et al., 2020). Alternativamente, apos a completa
esporulagio em meio liquido, a cultura pode ser aquecida a 80 °C por 12 minutos para remocio de
fases vegetativas e submetidas por duas semanas a uma secagem 4 37 °C dentro de criotubos. Apos esse
processo os tubos podem ser mantidos em geladeira (Fisher e Garczynski (2012). Para fungos, um método
semelhante e barato pode ser adotado para armazenamento em curto periodo. Fungos crescidos sobre
papel filtro esterilizado sobre meio solido de cultivo, podem ser armazenados em criotubos com silica gel
e mantidos em geladeira a 4 °C.

Outro método barato para preservar fungo é a imersio de col6nias esporuladas em 6leo mineral
seguido do armazenamento em geladeira. Esse método permite preservar estruturas a medio prazo, a
depender da espécie de fungo. O 6leo evita a desidratagio das celulas e evita trocas gasosas, resultando em
baixo metabolismo do fungo.

Longo prazo

A liofilizacio consiste na desidratagdo das células pelo processo de sublimagdo. Inicialmente o material
¢ congelado e depois seco, na presenca de vacuo, sendo a umidade removida pela evaporacio do gelo,
evitando assim a formago de cristais. Embora bastante eficaz em preservar microrganismos, principalmente
fungos, por muitos anos em baixa temperatura, a liofilizagdo & um meétodo considerado caro, que exige um
equipamento especifico (liofilizador) e muitas vezes inviavel para as biofabricas no Brasil.
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No caso dos fungos empregados na soja e listados na Tabela 1, as estruturas que sio comumente
liofilizadas sio conidios aéreos obtidos em meios de cultura (Humber, 1997). Um processo de custo
reduzido e que proporciona bons resultados ¢ o uso de suspensdes de conidios em leite desnatado
adsorvidos em silica gel e mantidas a -20 °C. Esse processo realizado adequadamente tem permitido a
preservacio do fungo M. rileyi a longo prazo (>15 anos) (Sosa-Gomez, nio publicado).

Ja no caso de Bacillus, é recomendado o uso do processo de liofilizacio para preservagio de seus
esporos, obtidos em meio de cultura liquido (Fisher; Garczynski, 2012).

O método de ultracongelamento consiste no armazenamento de células bacterianas, esporos e hifas e
particulas virais a -80 °C em suspensdes crioprotetoras. Entre os agentes mais utilizados consta o glicerol,
em concentracoes de 10% no caso dos fungos, ate 25% para bactérias (Fisher; Garczynski, 2012). A
criopreservagio em nitrogénio liquido é outra técnica empregada para preservar microrganismos, sendo a
mais comum em grandes colecdes publicas e privadas. Assim como a liofilizagio, o ultracongelamento e
a criopreservacio sio métodos onerosos pois exige que o laboratério adquira um freezer -80 °C e estrutura
para armazenar nitrogénio liquido, assim como sua reposigio periodica.

Independente do microrganismo, é recomendavel que antes do processo de congelamento, as
células de fungos e bactérias sejam suspensas em agentes crioprotetores que preservem a estabilidade no
armazenamento e facilitem a reidratacio, como por exemplo, o dissacarideo trealose, o soro bovino, o
leite em po desnatado, o glicerol, a sacarose, entre outros (Hubalek 2003; Wolkers; Walker, 2015; Fisher;
Garczynski, 2012). Ja os baculovirus podem ser preservados por longos periodos em temperaturas
inferiores a -15 °C sem a adicio de crioprotetores. Na colegio de virus entomopatogénicos da Embrapa
Soja encontram-se armazenadas suspensdes de baculovirus desde o ano de 1980 (Sosa-Gomez, D.R. nio
pub.). Da mesma forma, amostras de baculovirus encontram-se preservadas, desde a década de 1980, na
Colegdo de Virus de Invertebrados da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Cenargen) (Souza,
M.L. ndo pub.). Dados sobre os virus depositados nas colegdes estio disponiveis no sistema de informacio
da Embrapa, baseado na Web, denominado AleloMicro.

Produgio e armazenamento de bioinsumos

A produgio de microrganismos € um processo que envolve uma sequéncia de etapas interligadas e
que devem ser monitoradas cautelosamente quanto a qualidade do material produzido e das condicdes de
cultivo como temperatura, umidade, pH, consumo de oxigénio e presenca de contaminantes. Por outro
lado, cuidados durante o armazenamento de produtos 4 base de microrganismos sio primordiais para
garantir a manutengio da sua viabilidade até 0 momento da aplicacio no campo. A seguir, abordaremos
as principais etapas do processo de produgio dos microrganismos e os parimetros de monitoramento que
afetam a qualidade do produto.

Etapas do processo de produgio que afetam a qualidade do produto

Preparo do indculo

A primeira etapa do processo produtivo é a obtencio de um indculo de qualidade, a partir de uma
cultura preservada. Nessa etapa é importante se atentar para a presenca de contaminantes durante o
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cultivo do microrganismo desejado, a padronizagio das condiges de cultivo e a idade das culturas a
serem utilizadas nos lotes de produgio. Esses procedimentos sdo imprescindiveis para reprodutibilidade
dos resultados nas etapas seguintes.

A produgio dos fungos que tém sido utilizados na cultura da soja inclui diversas espécies, englobando
aqueles entomopatogénicos como B. bassiana, C. javanica, C. fumosorosea e M. anisopliae s.I. (incluindo
M. rileyi), micopatogénicos como Trichoderma spp. e fungos nematofagos como P. clamydosporia e P
[ilacinium. A produgio desses fungos ocorre por um processo denominado fermentagio em meio solido
ou em meio liquido, podendo ocorrer em pequena, média ou grande escala.

No caso desses fungos, a obtenco de inoculo comega com a transferéncia do material preservado para
meio de cultura apropriado (Batata Dextrose Agar, Sabouraud Dextrose Agar com extrato de levedura ou
Sabouraud Maltose Agar com extrato de levedura). De forma geral, os fungos empregados na cultura da
soja e listados na Tabela 1 crescem bem nos meios ja mencionados, sendo a Unica excegio o fungo M.
riley, que cresce e esporula adequadamente em meio SMAY. Uma vez feita a transferéncia do material
preservado sob condicdes assépticas em cimara de fluxo laminar, as placas sio incubadas por duas a trés
semanas a 26 °C e 12 h de fotofase. Durante esse processo ¢ feito o acompanhamento do crescimento dos
fungos em placas visando & detecgdo de contaminantes como fungos oportunistas, leveduras e bactérias, e
a observagdo da setorizaco de colonias de fungos, o que pode indicar degeneracio/instabilidade genética
do material. Nesses casos, o material deve ser descartado e feita uma nova transferéncia do material
preservado. Em tltima instancia, a qualidade do material preservado deve ser revista.

Uma vez obtidas placas com conidios, isentas de contaminantes, os conidios aéreos sio raspados e é
feito o preparo de uma suspensio entre 10° e 10° conidios/mL. Essa suspensio sera inoculada em matrizes
de grios de cereais ou em meio liquido nutritivo, a depender do processo de producio. Nessa etapa, o
inbculo deve ser crescido em meio de cultivo e acompanhado para verificagio de possiveis contaminagdes
no processo de preparo.

Na fermentagdo solida, grios de cereais sio comumente utilizados como substrato para o crescimento
micelial e posterior esporulacio dos fungos. No Brasil, o cereal mais utilizado é o arroz parboilizado,
embora seja possivel utilizar outros grios mais duros como sorgo, milheto e trigo, em mistura com o
arroz parboilizado, visando melhorar oxigenagio das matrizes. Independente do grio selecionado, ele
pode ser inicialmente embebido em 4gua destilada para hidratagdo, distribuido em sacos de polipropileno
termorresistentes ou em frascos e esterilizados sob pressio e vapor em autoclave a 120 °C por 20 minutos.
Esse procedimento elimina fungos e bactérias que possam ocorrer superficialmente e internamente nos
grios. Em seguida, as sacolas ou frascos contendo o substrato sio resfriados em temperatura ambiente
¢ abertos e inoculados com uma suspensio de esporos sob condi¢des assépticas em cdmara de fluxo
laminar. A mistura de substrato mais conidios ¢ homogeneizada manualmente e os sacos/frascos sio
fechados, mas nio vedados por completo, para permitir trocas gasosas. Em seguida, o material é incubado
em cdmara climatizada a 26 °C, 12h de fotofase por 8 a 15 dias a depender do fungo cultivado. Em uma
biofabrica de médio a grande porte, os frascos contendo arroz inoculado com a suspensio de conidios,
apos a completa esporulagio pelo fungo, servirio de indculo para uma segunda etapa de producio, dessa
vez em sacos visando escalonar o processo produtivo. Esse primeiro material & denominado de matriz. A
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inoculacio de uma grande quantidade de substrato pode ser feita a partir da transferéncia de uma parte
do material esporulado para o substrato estéril ou pelo preparo de suspensdes de conidios obtidos da
lavagem com agua esterilizada do arroz esporulado. E importante destacar que os protocolos descritos
anteriormente apresentam inumeras variacdes em fungio da disponibilidade de equipamentos e da
infraestrutura local.

No caso da fermentagio liquida de fungos, suspensdes de conidios sio inoculadas em meio
liquido apropriado e crescidos por alguns dias, até a obtengio de uma biomassa a ser utilizada para
inocular biorreatores herméticos de maior volume. As chances de contaminacio durante a obtencio
do inoculo na fermentacio liquida sio menores em relagio a fermentagdo solida. Esse fato se deve
menor manipulagio do material e maiores assepsia e controle das condigdes de crescimento em frascos
de cultivo e biorreatores em relagio ao processo de fermentagio solida. Os cuidados no processo de
obtengdo de indculo via fermentagio liquida estdo relacionados ao preparo das suspensdes de conidios
sob condigdes assépticas em cimara de fluxo laminar vertical, correta esterilizacio dos frascos e do
meio de cultivo e limpeza da sala ou ambiente onde ficam as incubadoras e os biorreatores.

A obtengio do inoculo de bactérias se inicia com o processo de ativagio dos propagulos que
se encontram preservados. Por exemplo, no caso de Bacillus preservados em tiras de papel, se faz
necessario um cultivo prévio em frascos por 72 horas até a completa esporulacio. Existem diversos
meios de cultivo que permitem a esporulacio, por exemplo, Luria Bertani suplementado com sais e
meio Embrapa liquido (Monnerat et al., 2020). Uma vez obtidos os esporos, o cultivo ¢ submetido a
um choque térmico em banho-maria a 80 °C por 12 minutos e depois em banho de gelo por mais 5
minutos. Em seguida, o cultivo devera ser analisado quanto a pureza e a concentragio de esporos e
posterior utilizagio para inocular frascos de maior volume e biorreatores. Os cuidados no processo de
obtencio de indculo de bactérias sio os mesmos mencionados para a obtengio de indculo de fungos
pelo processo de fermentagio liquida.

Em contraste com os fungos e bacterias, atualmente todo o processo produtivo de virus ocorre
in vivo. Nesse sistema € necessario estabelecer uma criagio de insetos, no caso lagartas hospedeiras
do virus a ser produzido. A criagio massal de insetos é uma atividade que por si s exige um sistema
de monitoramento da qualidade proprio e rigoroso para obtengio de lagartas sadias. A qualidade
da coldnia de insetos pode ser monitorada por meio do registro das determinacdes da fecundidade,
fertilidade, peso de pupas, porcentagens de insetos deformados e indice de mortalidade. Esse processo
pode ser encontrado em detalhes na literatura (Bell et al., 1981; Singh; Moore, 1985; Hunter-Fujita et
al., 1998). Nas etapas iniciais e durante o processo de produgio faz-se necessario garantir a assepsia da
criagio de insetos, assim como da alta qualidade e pureza das particulas virais. O indculo contendo
particulas virais deve ser purificado por meio de processos repetidos de centrifugacio diferencial ou
gradientes de sacarose e filtracdo visando a remogio de eventuais contaminantes como bacterias,
protozoarios (Sudhakar et al., 1997) e outros virus que possam se replicar no corpo do inseto e reduzir
a produtividade e a qualidade do virus de interesse.

As particulas virais purificadas sio misturadas a dieta e fornecidas para alimentacio de lagartas
sadias. Apos a ingestdo da dieta contaminada, as lagartas sio mantidas até a completa propagagio do
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virus no corpo, seguido do congelamento dos insetos para posterior processamento para obtencio das
particulas virais.

Escalonamento da producio

Uma vez obtido um inoculo de boa qualidade, com auséncia de contaminantes, o proximo passo
¢ escalonar a producio com cultivos sucessivos em biorreatores, no caso de processos via fermentacio
liquida de fungos e bactérias, do cultivo em maior nimero de sacos com arroz, no caso da fermentagio
solida de fungos ou do aumento no numero de insetos infectados, no caso dos virus. Independente
do microrganismo, durante o processo de escalonamento ¢ primordial o cuidado com contaminagdes
e as condigdes de cultivo. O escalonamento da producio deve ser feito de forma cautelosa seguindo
protocolos de produgio, que incluem controle de parimetros como temperatura, fotoperiodo, pH,
oxigenacdo, rotacdo, umidade e tempo de cultivo bem estabelecidos, garantindo assim a seguranca e a
reprodutibilidade do processo.

A produgio de fungos via fermentacio solida faz uso de sacos de arroz inoculados com suspensdes de
conidios mantidos em salas climatizadas por cerca de 8 a 12 dias até a completa esporulagdo a depender do
fungo cultivado, ou de 3 a 5 dias no caso de a fase de esporulagio ser conduzida em bandejas. A cada lote
de producio, as salas climatizadas onde serdo crescidos os fungos precisam ser previamente desinfestadas
com solugdo de hipoclorito de sodio e, se possivel, com luz ultravioleta germicida (UVC) por periodos
prolongados devido a sua baixa penetrabilidade. Esse procedimento garante um ambiente asséptico
para receber os sacos inoculados com arroz. Durante o periodo de incubacio é importante monitorar o
crescimento uniforme do fungo no arroz, principalmente nos primeiros dias em que fungos e bactérias
oportunistas e de rapido crescimento podem se multiplicar e colonizar o substrato antes mesmo do fungo
de interesse. Sacos contaminados devem ser retirados da sala de crescimento para evitar que sirvam como
fonte de contaminacdes futuras. Recomenda-se também manter os sacos e frascos na horizontal para
garantir maior oxigenacio entre os graos, evitando ainda o acimulo de agua, o que pode levar a proliferacio
de bactérias indesejadas e prejudicar o processo de esporulacio. Apos a completa colonizacio dos grios
de arroz pelo fungo, os sacos de arroz podem ser despejados em bandejas para estimular o processo de
esporulacio em condigdes de maior oxigenacio e alta umidade. No entanto, o momento de abertura dos
sacos deve ser avaliado em funcio do crescimento homogéneo do isolado nos grios de arroz. A colonizagio
incompleta dos grdos pode dar a oportunidade para microrganismos oportunistas crescerem no substrato.

No processo de escalonamento da producio de propagulos fingicos e bactérias em meio liquido,
o monitoramento do cultivo em biorreatores deve visar garantir os parimetros 6timos de cultivo
dos microrganismos, como por exemplo, aeracio, rotagio e pH. Geralmente esses parimetros ja sio
conhecidos e 0 monitoramento é feito visando 4 sua manutencio e a observacio de eventuais respostas
inesperadas, como, por exemplo, grande quantidade de espuma, o que pode indicar contaminacio ou
problemas na bomba que injeta antiespumante.

A transferéncia de um caldo fermentado de uma dorna de menor volume para uma de maior volume,
contendo meio de cultura, deve ser feita com cautela. Nesse processo, amostragens devem ser feitas
para confirmar a pureza do caldo fermentado e a concentracio das células produzidas. Por meio desse
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procedimento evita-se que possiveis culturas contaminadas sejam utilizadas como inoculo para cultivos
em volumes maiores, 0 que por sua vez, levaria ao desperdicio de insumos, energia, tempo e descarte do
material final produzido. As amostragens devem visar também a comprovagio de que o microrganismo
presente no caldo fermentado final corresponda aquele de interesse. Nesse caso, o crescimento em meio de
cultivo em placas e a observagio de estruturas das células produzidas devem ser usadas para confirmacio.

No caso dos virus o processo de escalonamento da produgio passa necessariamente pelo aumento da
criagdo massal de lagartas sadias. Durante esse processo faz-se necessario garantir que as lagartas estejam
no instar desejado para que sejam infectadas continuamente por particulas virais inoculadas na dieta. No
inicio e durante o processo de aumento dos niveis de escalonamento os lotes devem ser rotineiramente
verificados quanto  presenga de contaminantes como cypovirus, iflavirus e microsporidios.

Uma vez transcorrido o periodo de incubagio, as lagartas recentemente mortas ou muito proximas
da morte, sio coletadas e maceradas para liberacio das particulas virais e o caldo resultante ¢ filtrado
para remogio do tegumento da lagarta. Em alguns casos o filtrado ainda é concentrado e tratado para
remogio de substincias como lipideos e microrganismos provenientes do trato digestivo das lagartas. No
entanto, para evitar a proliferacio de bactérias indesejadas, formulacdes de baculovirus podem incluir
bacteriostaticos que impedem a multiplicagio de bactérias existentes. A criagio massal de lagartas para
fins de producio de virus € uma tarefa que demanda méo de obra e despesas de manutencio. Portanto,
as biofabricas de virus tradicionais apresentam limitagio no escalonamento de suas produgdes, embora
existam empresas com processos automatizados com uso de robds e menor uso de mao de obra.

Secagem, formulagio e armazenamento

Apds a etapa de producio de microrganismos em larga escala, faz-se necessario o processamento
desse material para torna-lo disponivel para comercializagio ou para armazenamento visando seu uso
futuro. De forma geral, esse processamento pode ser feito pela formulacio direta do caldo fermentado
ou de particulas virais, como ocorre com a grande maioria das producdes com B, subtilis e baculovirus
formulados como suspensio concentrada; da secagem, separacio do substrato e formulacio, no caso de
fungos produzidos via fermentagdo solida, e da formulacio e secagem no caso de fungos obtidos via
fermentacio em meio liquido, de alguns Bacillus formulados como p6 molhavel ou grinulos dispersiveis
em agua. Independente do processamento, as etapas geralmente envolvem processos de remogio do meio
de cultivo, reducio do teor de agua a niveis preferencialmente inferiores a 5% ou atividade de agua
inferior a 0,1 aw ou estabilizagio do caldo fermentado e de suspensdes com particulas virais com o uso de
estabilizantes. Nessas etapas, especial atencdo deve ser dada para a qualidade dos co-formulantes utilizados
nas formulacdes e ao processo de secagem sob condigdes definidas para cada microrganismo.

A secagem de grios de arroz com conidios ¢ uma etapa importante para facilitar a extragio e garantir
a posterior reducio do teor de agua inferior a 0,1 aw para evitar a proliferagio de contaminantes e
aumentar a vida util do produto. Alguns fungos podem apresentar maior ou menor aderéncia no
arroz e, portanto, deve-se estabelecer um protocolo de secagem especifico para cada isolado, visando
maximizar o processo de extracio sem prejudicar a viabilidade dos conidios. A secagem pode ser feita
espalhando o arroz esporulado em bandejas em condigdes de baixa umidade e, posteriormente, quando
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o material estiver com baixa umidade, ¢ feita a separagio dos conidios do substrato em equipamentos
de extragio como leito fluidizado, sistema de peneiras, tambores rotativos ou outros equipamentos
desenvolvidos especificamente para essa finalidade. Independente do processo, ¢ importante o uso dos
equipamentos de protecdo individual (EPI) visando proteger principalmente as vias nasais e os olhos do
contato com conidios que eventualmente estardo em suspensio no ar. Embora nio patogénicos as pessoas
imunocompetentes, os conidios aéreos podem causar alergias e irritacio nas mucosas nasais e nos olhos.

No caso de baculovirus, o processo de secagem deve ser realizado de forma rapida para evitar a
inativacio do virus e prevenir a proliferacio de contaminantes. A formulacdes basicas mais utilizadas sio
os pos molhaveis e as suspensdes concentradas (Moscardi, 1999; Sosa-Gomez, 2017). O pH do produto
final tem particular relevincia, uma vez que os corpos de oclusio sio desestabilizados em ambientes
alcalinos e pode ocasionar a perda da atividade do produto. Por exemplo, Quiroga-Cubides et al. (2021)
estabeleceram para uma formulagdo solida po-molhavel 4 base de baculovirus (GV) limites de pH do
produto entre 7 e 7,5 e teores de umidade abaixo de 10%. No caso das formulagdes em p6 a atividade
de 4gua menor de 0,4 aw prolonga o tempo de prateleira do produto, devido & menor multiplicacio dos
contaminantes. A manutencio desses niveis de atividade de agua com o tempo, depende da hermeticidade
e da permeabilidade seletiva do material utilizado nas embalagens. Alem disso, a selecio criteriosa dos
inertes e o tamanho de particulas inferior a 20 um previne a formacio de aglomerados e facilita a
dispersio do biopesticida na aplicagio em campo (Jenkins; Grzywacz, 2000; Quiroga-Cubides et al., 2021).

Uma vez embalado e lacrado, o produto deve ser armazenado em ambientes limpos, secos, podendo
ser refrigerados ou ndo, a depender do microrganismo. No caso de produtos a base de fungos, geralmente
recomenda-se 0 armazenamento em geladeira (4 °C), sendo comum periodos de prateleira de alguns
meses, e 1o caso do armazenamento dos conidios puros e secos, pode-se manter em freezer a -20 °C por
periodos mais longos. Em temperatura ambiente (25 °C), os fungos geralmente perdem a viabilidade
mais rapido. No caso de Bacillus, esses toleram o armazenamento em temperatura ambiente por mais
tempo do que os fungos. No entanto, devido a grande diversidade de espécies de Bacillus e tipos de
formulagdes que existem no mercado, deve-se sempre consultar a bula do produto para obter informagdes
de armazenamento especificas para a espécie de interesse. De maneira geral, virus formulados em
suspensdes liquidas podem ser armazenados pelo minimo 12 meses em temperaturas de -15 a -20 °C, em
salas climatizadas (<25 °C) por seis meses e a temperatura ambiente pode ser mantido por até 2 meses. A
atividade pode ser rapidamente reduzida com temperaturas acima de 32 °C.

No Brasil o bioproduto pode percorrer um longo percurso até chegar ao produtor. Nesse cenario, as
condigdes de armazenamento mencionadas anteriormente estendem-se para os meios de transportes. A
adocio de caminhdes e containers refrigerados e transporte de freezers até as fazendas ¢ uma realidade
para muitas biofbricas no Brasil, o que garante as vendas, viabiliza a logistica e assegura a manutencio
da viabilidade do microrganismo até o momento de aplicagio em campo. No caso das produgdes on
farm, ndo h necessidade de armazenamento por longos periodos uma vez que o produto produzido ja
¢ logo aplicado em campo. No entanto, dependendo do microrganismo, o produtor deve se atentar com
as condigdes de armazenamento até o momento da aplicacio em campo, preferindo manter o material
produzido em ambiente refrigerado, seco e nio exposto ao sol.
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Parimetros de monitoramento da qualidade

Meio de cultivo e substrato

O meio de cultivo, seja ele artificial ou natural (no caso os insetos usados para propagagio de virus
ou grios de arroz para cultivo de fungos), deve fornecer os nutrientes necessarios para o crescimento do
microrganismo de interesse. De forma geral, os meios de cultivo sio compostos por fonte(s) de carbono,
nitrogénio, sais e podem ser suplementados com vitaminas e micronutrientes. Nas biofabricas &€ comum
a utilizacio de residuos industriais ricos em nutrientes para compor os meios de cultivo, como, por
exemplo, o extrato de levedura, subprodutos provenientes da industria de processamento do milho e
da producio de etanol, respectivamente, utilizados como fonte de proteina e carbono para producio de
biomassa. Nesses casos, € recomendavel conhecer a procedéncia e a qualidade desses subprodutos. Devido
4 variacio nos teores de carboidratos e proteinas em funcio do processo industrial, faz-se necessario, na
medida do possivel, analises quimicas de cada lote adquirido pela biofabrica. Dessa maneira, é possivel
ajustar as concentracdes dos ingredientes de tal forma a padronizar a composicio do meio e garantir
rendimentos semelhantes entre bateladas. A variagdo na composicio nutricional dos graos, utilizados
como substrato, entre as safras ¢ menor. No entanto, recomenda-se padronizar os fornecedores desses
grios, visando, assim, minimizar possiveis diferencas nutricionais decorrentes de processamentos e
regides produtoras distintos. No caso de cultivo de virus, especial cuidado deve ser tomado na escolha
dos ingredientes que irdo compor a dieta das lagartas, atentando-se para a padronizagio e a escolha de
ingredientes isentos de residuos de inseticidas encontrados, por exemplo, em algumas farinhas.

Deve-se atentar também para correto armazenamento dos ingredientes utilizados nos meios de
cultivo. Os armazéns devem ser ambientes limpos, refrigerados (se houver necessidade) e secos. Alguns
ingredientes como glucose e maltodextrina podem facilmente empedrar em contato com umidade e
outros podem se deteriorar em ambientes com alta temperatura.

Concentragio e Pureza

A disponibilizagio no mercado de produtos com baixa concentracio de ingredientes ativos, sobretudo
quando apresentam baixa qualidade, ¢ uma das causas dos resultados inconsistentes ainda reportados
por usuarios. A determinacio da concentracio e da pureza de uma cultura de células ou de produtos
a base de propagulos de fungos, esporos de bactérias e particulas virais devem ser verificadas durante
as etapas do processo de producio e no produto final. A concentragio traz a informagio de quantas
células ou particulas infectivas do microrganismo de interesse estio presentes por mililitros em uma
suspensdo ou por grama de produto ou substrato solido. Por outro lado, a pureza refere-se & porcentagem
de microrganismos contaminantes, como bactérias e fungos oportunistas, na cultura de células ou no
produto final. O conhecimento da concentracio e da pureza sio determinantes para o preparo do
indculo e a continuacio ou descarte da producio. Conhecendo a concentracio € possivel fazer ajustes
na quantidade de microrganismos que irdo compor o produto final a fim de compensar, por exemplo, a
reducio da viabilidade dos microrganismos ao longo do tempo de armazenamento.

A avaliacio da concentracio de propagulos fungicos, corpos de oclusio de baculovirus e de células
vegetativas e esporos de bactérias, pode ser feita por microscopia com o auxilio de cdmara de Neubauer.
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Durante o preparo do indculo, do processo produtivo em biorreatores e do produto final, amostras
geralmente de 1 mL, 1 g ou 0,1 g sdo assepticamente retiradas do meio de cultivo ou do produto final e
diluidas de 10x a 10.000x em agua com algum adjuvante (no caso de propagulos hidrofobicos como os
esporos). A partir de uma diluigio seriada é feito a contagem das células, corpos de oclusio e propagulos
fngicos em microscopio Optico sob aumento de 400x ou 1000x. No caso especifico de produtos de base
oleosa, deve-se retirar o 6leo do produto com centrifugacdes e suspensio em agua com espalhante adesivo,
antes de proceder com a diluigio seriada em agua. Mais detalhes desse método podem ser encontrados
em Oliveira et al. (2015).

A quantificacio dos corpos de oclusio de baculovirus foi considerada um ponto de analise critico
tanto para a etapa de obtengdo do ingrediente ativo, quanto para avaliagio do produto formulado no
estudo de Quiroga-Cubides et al. (2021). A quantificacio dos corpos de oclusio (poliedros) de baculovirus
do género Alphabaculovirus (NPVs), é simples de ser efetuada uma vez obtido o ingrediente ativo. Os
poliedros sdo visivels a0 microscopio Optico como corpos brilhantes refringentes com tamanho de cerca
de I um a 15 um (Grzywacz; Moore, 2017) e podem ser contados por meio de cimara de Neubauer com
microscopio Optico convencional ou preferencialmente de contraste de fase. Ja no caso de baculovirus do
género Betabaculovirus (GVs) a observacio ao microscopio otico e quantificacio dos corpos de oclusdo,
conhecidos como grinulos, & mais desafiadora devido ao seu tamanho ainda menor (0,2 um x 0,5 um), de
forma que sua quantificagio requer experiéncia e a utilizagdo de microscopio de campo escuro (Grzywacz;
Moore, 2017). Alternativamente pode ser utilizada a espectrofotometria para a quantificagio dos granulos
(Quiroga-Cubides et al., 2021). A analise dos produtos formulados, a quantificagdo por microscopia ou
espectrofotometria ¢ dificil devido aos inertes e adjuvantes adicionados na formulagio. Dessa forma,
tém sido desenvolvidos protocolos baseados na técnica de PCR em tempo real para a quantificacio
em produtos a base de Betabaculovirus (Barrera et al,, 2016) e Alphabaculovirus (Sanches et al., 2019).
Entretanto, técnicas de bioensaios envolvem menor custo e proporcionam informagdes sobre a atividade
inseticida da formulago.

A determinagio da concentrago de células bacterianas, sejam elas vegetativas ou esporos, pode também
ser feita de forma indireta pela leitura da absorbincia de uma suspensio em espectrofotometro. Nesse
caso uma curva padrio deve ser estabelecida para que seja possivel correlacionar o valor da absorbincia
com a quantidade de bactérias, determinada por contagem de unidades formadoras de colénia (UFC)
ou contagem em camara de Neubauer. Embora menos preciso do que a contagem direta em cimara, esse
método permite uma rapida analise e € adotado em andlises corriqueiras.

Outro método bastante empregado, para determinar a concentracio de fungos e bactérias em caldos
fermentados ou em produtos, ¢ a contagem de UFC. Diferente do método de contagem direta em cimara
de Neubauer e da determinacio por espectrofotometro, 0 método de contagem de UFC permite avaliar
a concentragdo e a viabilidade, concomitantemente, além de detectar presenga de contaminantes que
crescem no meio de cultivo. A estimativa da concentragio de propagulos viaveis tem sido o pardmetro
mais adotado no Brasil para avaliacio da qualidade dos produtos bioldgicos a base de fungos. O niimero
de propagulos viaveis tem sido estimado indiretamente (contagem das UFC) ou diretamente (concentragio
de propagulos viaveis). UFC podem originar-se de propagulos ndo infectivos e, como tal, nio deveriam
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ser utilizadas para expressar a concentragio nos rotulos de produtos destinados a estratégia inundativa de
controle biologico. Por outro lado, 0 método de contagem de UFC é util para produtos onde a contagem
direta ndo seja tecnicamente possivel, como em preparagdes ou formulacdes onde os ingredientes inertes
interferem significativamente na visualizacio dos propagulos infectivos.

A concentracio desejavel de células num dado produto depende, dentre outros fatores, da estratégia
a ser adotada, se controle biologico (CB) inoculativo ou inundativo (Tabela 2). De acordo com
Eilenberg et al. (2011), o primeiro pode ser entendido como aquele em que o organismo tem que se
multiplicar no ambiente apds a aplicagio para levar ao controle da praga-alvo. Ou seja, admite-se que
produtos bioldgicos destinados ao controle bioldgico inoculativo sejam constituidos por propagulos
nio-infectivos, desde que possam gerar posteriormente estruturas infectivas e promover a redugio
populacional da praga-alvo. Um exemplo é a incorporagio ao solo de grios colonizados por conidios
¢ hifas do fungo Beauveria brongniartii visando ao controle do besouro Melolontha spp. em alguns
paises europeus (Eilenberg et al., 2011; Mayerhofer et al., 2015). Nesse caso, algum tempo apos a
incorporacio ocorre a produgio adicional de conidios aéreos a partir de hifas, os quais sdo necessarios
para infectar parte consideravel da populagio da praga-alvo.

Por outro lado, na estratégia inundativa a redugio populacional observada deve-se exclusivamente,
ou majoritariamente, a0 organismo liberado. Consequentemente, o produto deve conter elevada
concentracio de propagulos infectivos, pois nio se espera que haja, necessariamente, uma reciclagem no
ambiente que resulte na geragio de progénie infectiva. Essa modalidade de controle biologico busca uma
rapida supressio da praga, sendo a mais usual com fungos entomopatogénicos, tanto no Brasil quanto
em outros paises (Faria; Wraight, 2007). A natureza e a concentragio de propagulos em cada produto
depende, portanto, da estratégia de controle a ser adotada, conforme detalhado na Tabela 2.

Para a maioria dos fungos utilizados no controle de artropodes, de maneira geral busca-se, na estratégia
inundativa, liberar um minimo de 1,0 x 10" propagulos infectivos por hectare, em cada aplicacio. Um
produto hipotético cuja recomendagio seja de 500 g por hectare deveria apresentar, portanto, uma
concentragio minima de 2,0 x 10" propagulos infectivos por quilograma. Importante frisar que os
propagulos mortos ou moribundos nio sio infectivos e, dessa forma, todo fabricante deveria fazer os
ajustes necessarios para garantir a concentragio minima de principio ativo. O entendimento do que seja
“propagulo infectivo” ndo deve ser reduzido aquele que esta viavel, mas sim aquele que esta vigoroso (=
viavel e com germinagio rapida). A correlagio entre a concentragio de conidios vigorosos e viruléncia
ja foi comprovada, por exemplo, para o fungo B. bassiana (Faria et al., 2015) e, muito provavelmente, é
verdadeira para a grande maioria das espécies de fungos entomopatogénicos. Idealmente, a concentracio
nos produtos a base de fungos de artropodes-praga deveria ser expressa, sempre que possivel, na forma
de propagulos vigorosos ao invés de viaveis. Até a presente data, a determinacio do vigor s6 foi
metodologicamente estabelecida para produtos a base de conidios aéreos, que sio os mais comuns nos
mercados brasileiro e mundial. Ao contrario de método de contagem de UFC, a estimativa direta permite
a visualizacio do(s) tipo(s) de propagulo(s) que compde(m) um determinado micopesticida, tornando a
estimativa mais precisa, alem de possibilitar a determinagio do vigor.
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Tabela 2. Principais estratégias de controle biologico com emprego de produtos a base de fungos que infectam
artropodes-praga.

Controle bioldgico inundativo Controle bioldgico inoculativo
Pragas Associadas 4 parte aérea das plantas Associadas a0 solo Associadas ao solo
, Esporos , Principalmente hifas (micélio,
Propégulos , Esporos aéreos . b .
aéreos ¢ submersos microesclerddios) e clamidosporos
. Elevadas .
Doses minimas Elevadas P | Baixas
T . | (2 10" propagulos infectivos ha') . .
de estruturas (= 10" propagulos infectivos ha'); : . (preparagdes ou formulagdes sem ou
o ) N ndo expressar concentragio em .
infectivas ndo expressar concentragio em UFC UEC com poucas estruturas infectivas)
Contato direto das estruturas No ambiente onde liberados, espera-
infectivas com a praga-alvo; condicdes . se que haja a posterior formacio
O que se busca L. PragEave; Idem a0 anterior d  Pos
favoraveis para adesio das estruturas de focos primarios da doenga
infectivas e penetragio no alvo infecgdes subsequentes

Garantir o contato e a adesio de

srande quantidade de esporos 3 Garantir o contato e 2 ades,?lo de Gflrantir que o fungo aplicad.o
pragalvo; prolongar a sobrevvénca gran‘de quantidade .de proPagulos consiga estabelecer—sle num amblente
Desafios (durante ¢ dos propigulos no ambiente 4 Praga-alvo;'evitar efeitos repletcl» de outros microrganismos ¢
apés a aplicacio) principalmente, eduzindo o deleterllos .da radiagio UV durefme posteriormente, que gere guant.ldade
impacto da adiagio UV tanto 2 ap}lcagao ¢/ou quando se visa suficiente de estruturas infectivas,
durante 2 aplcagio quanto nas horas atingir a praga que se encontra na e que essas venham a ter contato
superficie do solo direto com a praga-alvo

subsequentes

Modificado de Faria et al. (2022a).

Embora no Brasil ja tenhamos o registro de produtos com concentragdes bastante elevadas,
inclusive 1,0x10" propagulos viaveis por quilograma ou litro, infelizmente a legislacio brasileira nio
estabelece um padrio minimo para esse parimetro. Produtos com concentragdes de 1,0x107 propagulos
por litro (ou seja, um milhdo de vezes menos concentrados que os anteriormente mencionados), tém
sido registrados para o controle de pragas aéreas. [gualmente preocupante ¢ o registro de produtos
constituidos exclusivamente ou quase que exclusivamente por propagulos nio-infectivos e que visam
a0 controle de pragas aéreas pela estratégia inundativa, ou mesmo de pragas de solo de dificil alcance,
porém sem um robusto lastro cientifico.

As contaminagdes sdo causadas quase que exclusivamente por bactérias, fungos e leveduras oportunistas.
A concentracio dos mesmos nos produtos pode ser expressa em porcentagem ou numero total por unidade
de peso ou volume. A legislagio brasileira ainda ndo estabeleceu a concentragio maxima de contaminantes
nos biopesticidas comerciais. Por meio de diluicdes e plaqueamento em meios especificos, a adogio do
método de contagem de UFC permite estimar a concentragio de cada organismo contaminante. Para
cada lote, 0 niimero de placas de Petri com meios especificos deve ser grande o suficiente para garantir a
obtencio de resultados confiaveis. Acreditamos que o niamero total de organismos aerobicos indesejaveis
ndo deva ser, num primeiro momento, superior a 5x10° UFC por grama ou mililitro. Gradativamente,
valores inferiores poderio ser estabelecidos, até que se chegue a limites proximos de adotados em outros
paises, normalmente 1,0x10° UFC de contaminantes aerobicos por grama (Jenkins et al,, 1998; OECD
2011). Analises referentes a presenca e aos teores de microrganismos perigosos a saiide humana sio feitas
por algumas biofabricas estrangeiras.
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Os principais contaminantes que aparecem em cultivo sob fermentacio solida de fungos sio os
fungos oportunistas: Penicillium spp., Aspergillus spp., Fusarium spp., Rhizopus spp. e Trichoderma
spp. e bactérias de diversos géneros. Por outro lado, no processo de cultivo de bacterias e fungos sob
fermentacdo liquida os principais contaminantes sio bactérias oportunistas e leveduras. No Brasil,
ainda estio sendo estabelecidos os limites maximos aceitaveis de contaminantes em produtos biologicos,
especialmente para alguns microrganismos como Salmonella sp., coliformes termotolerantes e Bacillus
cereus, esse ultimo principalmente em amostras de produtos 4 base de baculovirus devido a presenga
natural dessas bacterias no trato digestivo de lagartas.

Bactérias do género Enterococcus também sio encontradas em larvas mortas por baculovirus. A
contaminagio por microrganismos pode ser reduzida quando as larvas sio coletadas antes da morte,
enquanto que a contaminacio por bactérias Bacillus saprofitas pode aumentar quando as larvas sio
coletadas 24 horas apos a morte. A concentragio aceitavel de contaminantes totais sugerida para formulagdes
solidas ¢ inferior a 5x10° UFC.g", enquanto que para formulacdes liquidas o limite estabelecido como
seguro foi inferior a 1x10* UFC.mL" (Jenkins; Grzywacz, 2000). A presenca de patogenos humanos na
producio de baculovirus ndo tem sido observada, porém na maior parte dos processos para registro de
biopesticidas em outros paises tem sido requerido testes para auséncia de patdgenos especificos como
Shigella spp., Salmonella spp., Vibrio spp. e Escherichia coli (Grzywacz; Moore, 2017). Discrepincias
quanto a qualidade e quantidade da presenca de contaminantes nos produtos comerciais deverdo ser
definitivamente e estabelecidas.

Viabilidade e Vigor

Aviabilidade de células bacterianas e propagulos fingicos determina a quantidade de células que estdo
metabolicamente ativas, ou seja, que sdo capazes de germinar e formar uma col6nia, em meio de cultivo.
Por outro lado, o vigor € um termo utilizado para informar a velocidade com que conidios de fungos
germinam em meio de cultivo (Faria et al., 2015). A rapida germinaco é um fator bastante desejavel uma
vez que, em condicdes de campo, conidios que germinarem mais rapido ficam menos tempo expostos a
fatores ambientais deletérios como a radiagdo ultravioleta e a baixa umidade relativa, ou podem ser mais
virulentos, uma vez que infectam mais rapido seus hospedeiros. O vigor é uma caracteristica intrinseca da
genética do isolado, mas que pode variar em fungio da manipulagio do meio de cultivo, da metodologia
de processamento ou do tempo de armazenamento do produto. Para determinagio da porcentagem de
conidios vigorosos em um produto, ¢ feito um ensaio de viabilidade e a contagem da germinacio dos
conidios é determinada apds um periodo de incubagio mais curto do que o usual, por exemplo, 16
horas para B. bassiana (Faria et al.,, 2015), quando o convencional seria uma incubacio por 20-24 horas.
Conidios vigorosos sio considerados aqueles que germinarem dentro das 16 horas de incubacio.

No caso dos fungos, a viabilidade pode ser determinada de forma direta, pela contagem de conidios
germinados em meio de cultura ou indireta, pela contagem de UFC, como descrito no topico 2. No
primeiro caso, pode-se preparar uma suspensio de conidios na concentragio de 10° células mL* que €
plaqueada em meio de cultivo BDA em placas de Petri e incubada por 16 a 20 horas a 25 °C e fotoperiodo
de 12 horas. Apos esse perfodo, ¢ feita a contagem daqueles conidios que germinaram e ndo germinaram,
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contando pelo menos 200 conidios por placa. O resultado da viabilidade é dado em porcentagem de
conidios germinados em relagio ao total de conidios contados. No caso do método da contagem de UFC,
também adotada para produtos 4 base de células bacterianas, a viabilidade ¢ dada em funcio da contagem
de colonias formadas em placa de cultivo.

Atividade biolbgica

A eficicia é tida como o pardmetro mais relacionado 4 performance em campo (Jenkins; Grzywacz,
2003). Quando o produto ¢ registrado para uso em conformidade com a estratégia inundativa de
controle biologico, ¢ relevante que todos os lotes produzidos sejam avaliados. Uma das razdes é que
os propagulos infectivos dos fungos podem ter sua viruléncia atenuada apos inimeras passagens por
meios de cultura. O problema é que a eficicia ¢ medida a campo, o que inviabiliza sua adocio pelos
fabricantes de biopesticidas. A alternativa tem sido a avaliagio da viruléncia (grau de patogenicidade)
em laboratorio, que pode ser estimada, por exemplo, por meio de bioensaios padronizados com a praga-
alvo. Os niveis de mortalidade minimos devem ser definidos caso a caso. Na Europa, por exemplo,
existem empresas que conduzem bioensaios com todos os lotes produzidos sobre o hospedeiro alvo em
condicdes controladas. Entretanto, em muitos casos, a realizagio de bioensaios rotineiros com produtos
a base de fungos pode ser técnica ou logisticamente inviavel. Uma alternativa aplicavel para os produtos
constituidos exclusivamente ou majoritariamente por conidios aéreos seria a estimativa do vigor. Nesses
produtos, € desejavel que o numero de conidios aéreos vigorosos nio seja inferior a 80% do total de
propagulos viaveis ou UFC declarados nos rotulos (Faria et al., 2022a). Conforme frisado anteriormente,
medidas como “conidios viaveis” ou “UFC” em produtos destinados  estratégia inundativa de controle
bioldgico sio pouco informativas.

A atividade bioldgica pode ser determinada por bioensaios, realizados em laboratorio ou em casa de
vegetacdo, com os produtos formulados. Geralmente os bioensaios sio feitos com cada lote de producio
e os resultados obtidos sio comparados com resultados padrdes com efeitos ja conhecidos em funcio
da concentragio do produto aplicado. Esse processo objetiva garantir a eficacia dos diferentes lotes de
produtos que serdo comercializados ou aplicados diretamente no campo.

Para determinagdo da acio inseticida ou nematicida de microrganismos sio feitos ensaios de dose-
resposta, visando determinar a concentragio letal media (CL,) e o tempo letal médio (TL, ) das pragas
alvo. A concentragio ou dose letal média é a concentragio (CL, ) ou niimero de particulas infectivas
(DL, ) requerida para matar 50% da populagio de insetos testada. Da mesma forma, o tempo letal médio
(TL,) € o perfodo necessario para causar a mortalidade de 50% dos individuos em estudo.

O potencial letal dos baculovirus é avaliado por bioensaios, com insetos alvos, cuja mortalidade é um
indicador da eficicia do produto (Grzywacz; Moore, 2017, Quiroga-Cubides et al,, 2021). Os principais
métodos de bioensaio para verificar a atividade dos baculovirus consistem na deposigio de corpos de
oclusio na superficie do alimento (Moore, 2002), incorporagio em dietas artificiais (Morales; Moscardi,
1993) e ingestio de microgotas (Hughes et al., 1986; Hunter-Fujita et al., 1998).

No caso de fungos micopatogénicos e bactérias com acio antagonista a fitopatogenos, sio feitos
ensaios com plantas inoculadas com os fitopatogenos e com os agentes de controle. Quando o produto
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¢ destinado & aplicaio foliar, sio feitos ensaios de pulverizacio e as avaliagdes realizadas em tempos
definidos visando determinar a eficacia de controle das doencas pelos agentes de biocontrole.

Vida de prateleira em temperatura representativa

Avida de prateleira é o intervalo de tempo durante o qual o produto retém as suas especificacdes, desde
que armazenado na embalagem original e de acordo com as condigdes estabelecidas pelo fabricante. Essas
condicdes referem-se especialmente a temperatura de armazenamento, embora no caso de embalagens
ndo herméticas a umidade relativa tem um significativo efeito sobre a vida util do produto. No caso dos
produtos 4 base de fungos, a vida de prateleira pode ser entendida como o tempo para que a concentracio
inicial de ingrediente ativo seja reduzida em 20% quando armazenado num dado regime de temperatura
e umidade relativa (Faria et al., 2022b). Quedas superiores a 20% poderiam colocar em risco a eficacia do
produto quando utilizado pelo usudrio final.

Estudo realizado pela Embrapa demonstrou que temperaturas representativas nos depositos de
agrotoxicos do Brasil variam de 21,7 °C a 28,0 °C, dependendo da regido geografica (Faria et al., 2022b).
Consequentemente, € recomendavel que 30 °C seja a temperatura utilizada nos ensaios para determinagio
da vida de prateleira dos biopesticidas a serem comercializados nacionalmente e sem a indicacio de
armazenamento com refrigeracio no rotulo. No caso de embalagens ndo herméticas, os referidos ensaios
deverdo ser conduzidos com 75% de UR. Sob essas condigdes, os ensaios para determinagio da vida de
prateleira sio de curta duragdo, nio havendo a necessidade de adogdo de testes acelerados (Accelerated
Shelf-Life Testing - ASLT), que sio amplamente utilizados pelas indstrias farmacéutica e alimenticia para
produtos com vida de prateleira superiores a 12 meses.

Caracteristicas fisico-quimicas associadas ao produto

Algumas exigéncias quanto as caracteristicas de bioprodutos sio definidas por meio de especificacdes de
referéncia. Embora tenham surgido para atendimento de demanda relacionada 4 agricultura orgnica, uma
vez que um bioproduto esteja registrado, pode ser utilizado por qualquer agricultor, independentemente
do tipo de sistema de producio que adota. Especificagio de referéncia sdo especificaces e garantias
minimas que os produtos fitossanitarios com uso aprovado para agricultura orgdnica deverdo seguir para
obtencio de registro. Nas especificagdes de referéncia constam informagdes que vio nortear o controle
de qualidade desses produtos, como a concentragio do microrganismo, outros ingredientes que podem
compor o produto e a sua fungio, o tipo de formulacio e a indicacio de uso. A partir da publicacio
da especificagio de referéncia de determinado organismo, todas as empresas que tiverem interesse em
registrar produto a base do mesmo organismo pode/ deve seguir o disposto na referida especificacio.
Mas, para a submissio de registro com base nessa especificagio de referéncia devem ser apresentados
ainda: a caracterizagio fisico-quimica do produto formulado, constando pH, solubilidade, miscibilidade
¢ densidade; o certificado de analise com quantificagio do agente microbioldgico de controle em UFC;
a certificado de classificagio taxondmica obtida junto a instituigio de ensino ou pesquisa, comprovando
a 1dentidade do agente microbiologico de controle e informando o método utilizado; a identificagio
da colegio de depdsito do agente microbiologico de controle e o teste de estabilidade de prateleira,
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que comprove a validade do produto formulado. Portanto, o estabelecimento de uma especificagio de
referéncia precede o pleito de registro de um produto fitossanitario com uso aprovado para a agricultura
organica junto a0 Mapa (Ministério, 2021).

A avaliagio de pardmetros fisico-quimicas em preparacdes ou formulacdes liquidas é menos comum,
mas poderiam ser mencionados pardmetros como a estabilidade das suspensdes e o pH. A avaliagio
do teor de agua nas formulagdes solidas é bastante utilizada, uma vez que, em excesso, pode levar a
proliferacio de contaminantes e reduzir drasticamente a vida de prateleira. Muitas biofabricas estrangeiras
adotam padrdes rigorosos, como teor de agua < 5% (Jenkins et al., 1998). A avaliagio do tamanho de
particulas para formulacdes solidas tem sido também adotada (Jenkins et al., 1998).

A concentragio de propagulos do fungo ou células bacterianas, bem como dos corpos de oclusio
de baculovirus, consta na bula dos produtos formulados registrados. As unidades de medida utilizadas
para indicar a concentragio destes ingredientes ativos ndo sio padronizadas. Ha produtos registrados
considerando a concentragio de esporos e/ou esporos viaveis, no caso de fungos e unidades formadoras
de col6nia tanto para fungos quanto para bacterias. Além disso, os métodos de analise de conformidade
e controle de qualidade de produtos bioldgicos nio sio padronizados para todos os antagonistas, o que
dificulta a anlise adequada da qualidade dos produtos, a comparagio de resultados, a realizagio de testes
e a emissao de laudos no processo de registro (Teixeira et al., 2010).

Consideragdes finais

O controle de qualidade de bioinsumos a base de microrganismos destinados ao controle de pragas da
soja, detalhado acima, & um conjunto de procedimentos de agdes preventivas e corretivas implementados
em todas as fases do desenvolvimento do bioinsumo. Os procedimentos implementados durante o
processo de producio sio fundamentais para monitoramento da qualidade de cada etapa. Além da
identidade do microrganismo, os pardmetros de qualidade mais importantes do produto comercial ja
acabado sio a concentracio, a pureza, a viabilidade e/ou vigor e a atividade (eficiéncia) biologica. O
monitoramento desses parimetros nos lotes de produgio e acompanhamento durante o armazenamento
sio fundamentais para assegurar a qualidade do produto. O controle de qualidade é indispensavel
em qualquer unidade de produgio para garantir a reprodutibilidade do processo, a padronizacio do
produto. Nio menos importante ¢ a redugio de contaminantes a niveis aceitaveis para maior seguranca
a0 ambiente e a0 ser humano. A principal finalidade do controle de qualidade é garantir a eficicia em
campo e a satisfacio do consumidor.

A implantacio de um criterioso programa de controle de qualidade para produtos a base de
microrganismos aplicados ao controle de pragas agropecuarias ¢ uma camada de protecio adicional,
tanto para os fabricantes quanto para os agricultores e pecuaristas brasileiros. Os parmetros de controle
de qualidade anteriormente mencionados contribuem para o alcance desse objetivo, desde que as
especificacdes do produto sejam satisfatorias. O controle de qualidade de um produto registrado com
baixa concentracio de propagulos, por exemplo, ndo tem o poder magico de transforma-lo num produto
melhor quando aplicado em lavouras.
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Todos os lotes comerciais deverdo ser analisados quanto 4 concentracio de ingrediente ativo e pureza.
As avaliacdes relacionadas 4 agressividade ou viruléncia dos propagulos (via bioensaios ou determinacio
da concentragio de propagulos vigorosos), assim como a avaliagio de caracteristicas fisico-quimicas,
embora nio sejam obrigatorias, sio recomendaveis. Os demais parimetros, vida de prateleira e identidade
do entomopatdgeno, sio determinados antes mesmo do processo de registro, mas deverio ser reavaliados
sempre que necessario. O primeiro devera ser repetido sempre que houver alguma alteracio no produto
(mudanga na embalagem ou no teor de gua, por exemplo), enquanto o segundo devera ser realizado
periodicamente, visando confirmar que nio houve nenhuma troca acidental do principio ativo na
biofabrica. Por outro lado, os parimetros para o controle de qualidade das preparagdes obtidas on-farm
ndo foram ainda estabelecidos, mas certamente, a identidade do agente microbiano e a pureza sio pontos
relevantes e imprescindiveis.
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