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Apresentacao

Em consonancia com a missao institucional da Embrapa Uva e Vinho, desde
longa data vém sendo desenvolvidas acdes de pesquisa e desenvolvimento que
tém gerado importantes resultados no tocante ao componente ambiental. E isto
ocorre porque é comprovada a necessidade de buscar-se o desenvolvimento
sustentado do espaco rural, tendo-se em vista as exigéncias de mercado, dos
produtores e dos 6rgdos ambientais em reduzir-se o impacto ambiental da
atividade produtiva.

E neste contexto que o controle biolégico se insere. Ao maximizar o uso de
organismos naturais no manejo de pragas e doencas, esta tecnologia contribui
decisivamente para que a producdo se dé com reduzido impacto, em beneficio
da almejada sustentabilidade. Esta publicacdo é resultante de estudos de
pesquisadores da Embrapa Uva e Vinho e de outras Unidades da Embrapa, além
de essenciais parceiros, 0os quais, em parceria, tém contribuido para a melhoria
do conhecimento sobre esta importante area.

Temos certeza que as informacfes aqui divulgadas servirdo para o maior
conhecimento e uso do controle biolégico, bem como de estimulo e suporte
para novas ac¢lOes de pesquisa que resultem em tecnologias ambientalmente
limpas e tecnicamente viaveis.

Alexandre Hoffmann
Chefe-Geral
Embrapa Uva e Vinho
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Roteiro para formulagcdo experimental
pé molhavel de biopesticida (sigla
internacional WP)

Claudia Medugno’

Introducéo

Biopesticidas sdo microorganismos formulados - bactérias, virus, fungos, ou
organismos mais complexos como protozoarios e nematdides. 0 presente
capitulo trata da formulagdo de pequenas partidas de microorganismos para
bioensaios e testes preliminares de eficiéncia a campo ou casa de vegetacao.
De acordo com a ABNT, NBR-12679, P6 Molhavel (WP) é uma formulagéo
sélida, na forma de pd, para ser aplicada com pulverizadores, ap6s suspensao
em agua. 0 p6 molhavel é uma formulagédo simples, composta de principio ativo
(os microrganismos), inerte e surfactante. A essa formulagdo basica é possivel
adicionar inumeros adjuvantes, como 0s que conferem as caracteristicas de
deposicdo em folhas, agentes molhantes, espalhantes, espalhantes adesivos,
dispersantes, supressores de espuma, penetrantes, reguladores de taxa de
evaporacgdo, reguladores de pH, protetores solares, toxicos seletivos secundarios,
compostos gustatérios para a atragdo de insetos, etc. A qualidade fisico-quimica
da formulac&o pé molhavel é avaliada a partir de parametros como molhabilidade,
dispersibilidade, suspensibilidade, formacdo de espuma e estabilidade durante
a estocagem. Essas propriedades estdo relacionadas com a capacidade do
produto dispersar em agua para formar uma suspensdao homogénea.

1Quimica, Ms., Embrapa Meio Ambiente, Caixa Postal 69, 13820-000 Jaguariina, SP.
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Componentes principais do P6 Molhavel

Principio Ativo

Na maioria das vezes, a integridade da particula unitaria (célula, esporo, poliedro)
deve ser preservada para manter a atividade bioldgica. O tamanho e a forma do
ativo desempenham um papel importante na sele¢do dos demais componentes,
e podem ser definidos por microscopia Optica. No caso de um pd molhavel,
uma grande diferenca de tamanho entre o ativo e o material inerte podera
causar a segregacdo das particulas, mesmo no estado solido. Como regra geral,
deve-se buscar inertes com dimensfes proximas aquelas do microorganismo.
A sedimentagdo das particulas em agua é diretamente proporcional ao seu
tamanho e densidade. Uma suspensibilidade adequada é obtida com particulas
cujo diametro varia entre 1 e 3 (j. Via de regra, a maioria dos microorganismos
"candidatos" preenchem este requisito, e é possivel formular produtos com alta
suspensibilidade.

A concentragdo do ingrediente ativo na formulacdo (expressa como nimero
de microrganismos/grama de pé molhavel) pode ser obtida por contagem em
hemacitdémetro, apds dispersdo da formulacdo. Deve-se, entretanto, ter sempre
em mente que nem todas as unidades de microrganismos contadas tém
atividade biolégica. Assim, a maneira de se padronizar uma formulagédo é Unica
e exclusivamente através de bioensaios.

Nos casos onde o ativo é hidrofébico, ndo é possivel a imersdo em agua e ele
flota. Alguns esporos do fungo M. anisopliae séo tdo hidrofébicos que flotam
guase instantaneamente e ndo passam pelo bico do pulverizador. E possivel
calcular o grau de hidrofobicidade (tenséo superficial critica para o0 molhamento)
com um experimento simples: prepara-se uma sequéncia de frascos com a
seguinte composicao: agua pura; 90% agua e 10% etanol; 80% agua e 20%
etanol; 70% agua e 30% etanol, e assim sucessivamente até etanol puro. As
particulas hidrofébicas irdo flotar nos primeiros frascos. Cada mistura tem um
valor de tensdo superficial, e o frasco onde as particulas submergem oferece
um valor representativo de seu grau de hidrofobicidade. Com base neste valor,
€ possivel selecionar um surfactante de forma a garantir que o ativo néo flote
no tanque de diluicdo e permaneca submenrso.

As opcdes para a obtencdo do ativo impossibilitam qualquer generalizag&o.
Meios de fermentagdo, condigdes de crescimentos, métodos de recuperagdo
influenciam as propriedades fisico-quimicas e bioldgicas. Por exemplo,
dependendo da granulometria, o meio de fermentagdo pode ou ndo ser
incorporado a formulagdo. Para efeito do protocolo deste capitulo, a restricao
€ que o ativo deve estar seco (secagem ao ar, liofilizagdo, spray dryer) e
homogéneo.
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Diluente (inerte)

Os diluentes usados no desenvolvimento de pés molhdveis ndo possuem
acdo pesticida, mas estdo longe de ser inertes. Podem, por exemplo, alterar
0 microambiente em torno do ativo. As argilas, muito usadas por sua grande
disponibilidade e baixo custo, sdo agrupadas em familias que diferem
grandemente quanto a capacidade tamponante, ao poder de contragdo e
expansao e a capacidade de absorver agua e metabdlitos. Por exemplo, a familia
das montmorilonitas tem elevado poder de expansdo e contracdo (bentonita).
Algumas argilas e 6xidos podem ser usados para melhorar a suspensibilidade
e prevenir a compactacdo. Por outro lado, produtos sintéticos podem ter um
comportamento mais préximo de um inerte. As silicas sintéticas, por exemplo,
sdo esferas micrométricas compactas de 6xido de silicio, com uma superficie
lisa e sem poros. Uma vez que as propriedades diluentes podem alterar a
performance do ativo, € importante que a selecao seja criteriosa, seguida de
testes de compatibilidade. Muitas empresas se prontificam a enviar amostras

com informagdes importantes, como a distribuicdo de tamanho de particula.

Surfactante

0 que define um surfactante € o fato da molécula apresentar duplo caréater, ou
seja, uma por¢ao polar ou idnica, usualmente chamada grupo cabeca, capaz de
interagir fortemente com a agua (porcao hidrofilica), e uma porgédo hidrocarboneto,
que pode ser linear ou ramificado, que interage muito fracamente com agua
(hidrofébica). Os surfactantes tém a propriedade de se ligar fortemente a
interfaces, por exemplo, ar-agua, 6leo-agua, agua-solido, 6leo-sélido e diminuir a
energia interfacial de superficie. Eles sdo adicionados a formulagdo pé molhavel
para conferir molhabilidade e reduzir a sedimentacédo. Os sistemas surfactantes
usados em p6s molhaveis, consistem de uma mistura de um agente dispersante
e um agente molhante. A quantidade de cada componente varia de 1 a 10%
do peso total da formulagdo. Os agentes molhantes, necessarios para uma
boa e rapida umectacdo, sdo usualmente, do tipo anidnico, sendo que 0s mais
largamente empregados sd@o os sais de sodio de alquil-benzeno sulfonato.

Os agentes dispersantes conferem a mesma carga elétrica a superficie de
todas as particulas em suspensédo, fazendo com que haja repulsdo entre elas
e, portanto, evitando floculacdo e aglomeracdo. Os dispersantes usados nas
formulagcbes WP podem ser do tipo lignosulfonatos de sédio ou calcio, ou
sulfonatos de fenois poliméricos. Os dispersantes sao geralmente pos secos,
e sdo facilmente incorporados na formulacdo. Recomenda-se trabalhar com
produtos comerciais de facil aquisicdo, dentro do prazo de validade. Aditivos ou
adjuvantes ndo podem interferir com o processo de infec¢do, e essa resposta
s6 pode ser avaliada com bioensaios.
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Objetivo
Preparar pequenas partidas de um Pé Molhavel para uso em laboratério e testes
de campo.

Protocolo

A seguir, uma receita tipica de p6é molhavel - todos os produtos devem estar
no estado sélido.

Tabela 1. Formulacdo WP tipica.

Componentes % Peso
Ativo 50 — 95
Inerte 0—45

Dispersante 1—10
Molhante 3—5

Fonte: Claudia Medugno.

Métodos de Preparacdo de pos molhaveis

1 Pesar os sélidos, inerte, surfactantes e ativo; a soma de todas as massas deve
estar entre 100 e 200 gramas;

2. calcular a concentracdo do ativo por contagem em cémara de Neubauer ou
hemacitbmetro;

3. misturar vigorosamente inertes e surfactantes em um almofariz de 600 mL
de capacidade;

4. incorporar o ativo com cuidado, com auxilio de uma espatula;

5. cada amostra de p6 molhavel é rotulada com informag8es como data,
composicdo, nome do operador; a avaliagdo para suspensibilidade e

molhabilidade;

6. apenas as que forem aprovadas no item anterior devem ser utilizadas para
bioensaios e/ou armazenadas para vida de prateleira.
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Métodos de Preparacdo de pés molhéaveis

1 Pesar os sélidos, inerte, surfactantes e ativo; a soma de todas as massas deve
estar entre 100 e 200 gramas;

N

. calcular a concentracdo do ativo por contagem em camara de Neubauer ou
hemacitbmetro;

3. misturar vigorosamente inertes e surfactantes em um almofariz de 600 mL
de capacidade;

4. incorporar o ativo com cuidado, com auxilio de uma espéatula;

5. cada amostra de p6 molhavel é rotulada com informa¢gdes como data,
composicdo, nome do operador; a avaliacdo para suspensibilidade e
molhabilidade;

6. apenas as que forem aprovadas no item anterior devem ser utilizadas para
bioensaios e/ou armazenadas para vida de prateleira.

Vida de prateleira

A vida de prateleira pode ser definida como o tempo que o produto pode ser
estocado sem que propriedades importantes sejam alteradas. A avaliacdo é
feita para propriedades pré definidas, de tempos em tempos. A formulacdo
que mantiver os parametros inalteradas pelo maior periodo, terd a maior vida
de prateleira. O teste pode ser acelerado se a formulagdo for avaliada em
temperaturas maiores que a ambiente, por exemplo a 25, 30, 35 e 40°C.

Alguns ativos, como conidios e blastéporos, apresentam um problema adicional
porque devem ser mantidos vivos e ativos, ainda que dormente na formulagao,
para uma vida de prateleira aceitavel, sob condigdes ambientais. Na presenca
suficiente umidade e oxigénio, os esporos irdo iniciar germinagdo no produto
embalado.

Determinacdo de suspensibilidade

Suspensibilidade é a capacidade das particulas de permanecerem em suspenséo
por um periodo adequado de tempo. A norma ABNT, NBR-13313 descreve o
método oficial para medidas de suspensibilidade de p6s molhaveis.
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E um método bastante trabalhoso, que requer, banhos termostatizados,
balanca analitica, agua dura, etc. Para o proposito deste capitulo, as melhores
formulac6es podem ser selecionadas por um processo simples e rapido. Como
se trata de um método comparativo, as amostras devem receber tratamento
idéntico. A provetas de valor entre 100 e 250 mL adiciona-se 1 a 5% em peso de
cada formulacdo. Cada proveta é invertida 30 vezes (giros de 180°C), uma vez
a cada dois segundos, e entdo retorna a posigdo original. Anota-se o volume de
sedimento na lae 2ahora. A seguir, deixa-se em repouso por 24 horas, quando
o0 depdsito deve ser redisperso, invertendo-se novamente a proveta um ndmero
idéntico de vezes. Eimportante que se observe a consisténcia da nova disperséo
formada. Em muitos casos, a amostra permanece "aguada", "rala", o que denota
a impossibilidade das particulas de se dispersarem novamente. Anotar 0s novos
volumes de sedimento ap6s a la hora. As melhores formulacdes sdo as que
apresentam menores volumes de sedimento e dispersdo mais "encorpada” apés
24 horas.

Determinacdo da molhabilidade

A molhabilidade é o tempo necessario para que uma amostra, colocada em uma
superficie de agua, seja completamente umectada, vindo a submergir. A norma
ABNT, NBR-13242 descreve o método oficial para medidas de molhabilidade de
p6s molhaveis. Resumidamente, uma quantidade pesada de amostra é jogada
na superficie de 4gua em um béquer, e anota-se o tempo gasto para a amostra
ficar completamente molhada. Para efeito comparativo, todas as amostras devem
receber exatamente o mesmo tratamento. A melhor formulacdo, segundo esse
teste, € a que submerge em menor tempo.
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