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ATIVIDADE DE FORMULAÇÕES MICROENCAPSULADAS DE Bacillus 
thuringiensis EM CONDIÇÕES DE LABORATÓRIO E CAMPO, NA CULTURA DA 

SOJA (Glycine max (L.), PARA Spodoptera frugiperda (LEPIDOPTERA: 
NOCTUIDAE) 

 

RESUMO - A Spodoptera frugiperda, é uma praga de grande importância 
mundial. Tem rápida capacidade de disseminação e também, rápida capacidade de 
evolução de resistência. Atualmente, seu controle é realizado através de inseticidas 
químicos, e plantas geneticamente modificadas, ambas as táticas de controle 
apresentam limitações. O controle biológico, através de bioinseticidas a base de 
Bacillus thuringiensis, tem se mostrado uma ferramenta eficaz, porém, apresentam 
elevada sensibilidade a fatores climáticos, que podem reduzir sua eficiência. Uma das 
formas de contornar essa limitação, é através do uso de técnicas de encapsulamento. 
Portanto, o trabalho teve como objetivo obter formulações a base de Bacillus 
thuringiensis microencapsuladas com aumento de persistência em função do tempo. 
As formulações foram obtidas através da técnica de spray-dryer. Foram testadas 
diferentes formulações a base de Bacillus thuringiensis aizawai (Xentari®) e Bacillus 
thuringiensis kurstaki (Dipel®), encapsuladas, e não encapsuladas, em lagartas de 
Spodoptera frugiperda. Para as formulações encapsuladas, foi utilizado um 
polissacarídeo como material de parede e a lignina e ácido húmico utilizados como 
materiais fotoprotetores. Para avaliação de eficiência, foram realizados testes de 
patogenicidade em condições de laboratório e persistência em condições de semi-
campo. As formulações contendo a mistura de Bacillus thuringiensis aizawai e Bacillus 
thuringiensis kurstaki encapsulados apresentaram resultados eficientes em condições 
de laboratório e maior residual em situação de semi-campo, quando comparados as 
mesmas formulações não encapsuladas. As formulações contendo Bacillus 
thuringiensis aizawai encapsulado demonstrou maior performance nos ensaios 
persistência em condição de semi-campo quando comparado ao não encapsulado. 
Ademais a adição de ácido húmico como agente protetor UV também contribui para o 
aumento de persistência. Os resultados indicam que a microencapsulação, bem como 
adição de compostos com atividade protetora UV podem contribuir para o aumento de 
persistência de formulações de Bacillus thuringiensis. 

 
Palavras chave: controle biológico, lagarta do cartucho, persistência 
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ACTIVITY OF MICROENCAPSULATED FORMULATIONS OF Bacillus 

thuringiensis IN LABORATORY AND FIELD CONDITIONS, IN SOYBEAN 
CROPPING (Glycine max (L.), FOR Spodoptera frugiperda (LEPIDOPTERA: 

NOCTUIDAE) 
 

ABSTRACT - Spodoptera frugiperda is a pest of great global importance. It has 
rapid dissemination capacity and also rapid resistance evolution capacity. Currently, 
its control is carried out through chemical insecticides and genetically modified plants, 
both control tactics have limitations. Biological control, through bioinsecticides based 
on Bacillus thuringiensis, has proven to be an effective tool, however, they are highly 
sensitive to climatic factors, which can reduce their efficiency. One of the ways to get 
around this limitation is through the use of encapsulation techniques. Therefore, the 
aim of the work was to obtain microencapsulated Bacillus thuringiensis-based 
formulations with increased persistence over time. The formulations were obtained 
using the spray-dryer technique. Different formulations based on Bacillus thuringiensis 
aizawai (Xentari®) and Bacillus thuringiensis kurstaki (Dipel®), encapsulated and non-
encapsulated, were tested on Spodoptera frugiperda caterpillars. For the encapsulated 
formulations, a polysaccharide was used as a wall material and lignin and humic acid 
were used as photoprotective materials. To evaluate efficiency, pathogenicity tests 
were carried out under laboratory conditions and persistence under semi-field 
conditions. The formulations containing a mixture of encapsulated Bacillus 
thuringiensis aizawai and Bacillus thuringiensis kurstaki did not show efficient results 
in laboratory or semi-field conditions, when compared to the same non-encapsulated 
formulations. However, formulations containing encapsulated Bacillus thuringiensis 
aizawai demonstrated greater performance in persistence tests in semi-field conditions 
when compared to non-encapsulated ones. Furthermore, the addition of humic acid as 
a UV protective agent also contributes to increased persistence. The results indicate 
that microencapsulation, as well as the addition of compounds with UV protective 
activity, can contribute to increasing the persistence of Bacillus thuringiensis 
formulations. 

 
Keywords: biological control, fall armyworm, persistence 
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CAPÍTULO 1 – Considerações Gerais  

 

1. INTRODUÇÃO 

 

A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (JE Smith) (Lepidoptera: 

Noctuidae), é uma praga que ameaça a economia mundial. Além de possuir o hábito 

polífago, com 353 plantas hospedeiras registradas, tem apresentado rápida 

disseminação, desde as Américas para mais de 70 países, e também rápida 

capacidade de evolução da resistência, segundo Arthropod Pesticide Resistance 

Database, há relatos de mais de 140 casos de resistência de Spodoptera frugiperda 

a 40 ingredientes ativos diferentes (Montezano, 2018; FAO; 2022, Edosa, 2021).  

No atual cenário da agricultura, o controle dessa praga é realizado com o uso 

de inseticidas químicos e cultivares geneticamente modificadas, que expressam 

genes da bactéria Bacillus thuringiensis. Ambas as táticas de controle têm limitações 

quanto a sua eficiência (Tabashinik, 1994; Paredes-Sánchez, 2021).  

O controle químico, por sua vez, quando não gerenciado de forma correta, além 

de selecionar populações resistentes, pode também afetar negativamente o meio 

ambiente e a saúde humana. Além disso, a União Europeia, um dos maiores 

importadores de milho do Brasil, tem diminuído os seus valores de LMR (Limite 

Máximo de Resíduos), que consiste na concentração máxima de resíduos químicos 

em determinado produto, para que a entrada em seu país de destino seja permitida. 

Essa questão poderá levar o produtor a buscar alternativas para o manejo de pragas 

(Hawkins; 2019, Ipea, 2021; European Commission, 2022). 

Neste sentido, uso de bioinseticida a base de Bacillus thuringiensis, se destaca 

como uma ferramenta eficiente para o controle de pragas, com baixo teor de resíduos 

nos alimentos, baixa toxicidade ao ecossistema e lenta seleção de indivíduos 

resistentes, contribuindo para uma agricultura sustentável. Além dessas vantagens, a 

bactéria Bacillus thuringiensis pode também ser utilizada em áreas de cultivos 

geneticamente modificados, desde que não tenha resistência cruzada entre as 

proteínas Cry do bioinseticida Bt e aquelas expressas na planta Bt (Chattopadhyay, 

2017; Bock, 2021; Glare, 2012; Jakka et al., 2014; Horikoshi et al., 2019).  
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No entanto, apesar de ser uma importante ferramenta de controle, os Bt 

bioinseticidas possuem elevada sensibilidade a fatores climáticos. Dentre eles 

podemos destacar a radiação ultravioleta (UV), temperatura elevada, e baixa umidade 

relativa do ar, que interferem na viabilidade e reduzem a persistência dos Bt 

bioinseticidas. Esses fatores podem aumentar o custo de produção para os 

agricultores, visto que, ao reduzirem a persistência de bioinseticidas a base de Bt 

resultam em um menor controle de pragas, implicando na necessidade de outras 

aplicações (Leong et al. 1980; Glare et al. 2012, Lacey et al. 2015).  

Dentre os fatores citados, um dos que mais afetam a persistência desses 

bioinseticidas no campo é a radiação ultravioleta (UV).  Pozsgay et al. (1987) ao 

analisar o mecanismo de fotodegradação do cristal de Bt kurstaki constatou a quebra 

de 30% das cadeias do triptofano e 20% histidina decorrentes da radiação solar 

continua por 48 horas. É importante ressaltar que a destruição do triptofano, pode 

trazer graves alterações na configuração tridimensional da proteína inseticida Cry e 

consequente perda de sua atividade biológica (Ignoffo, 1977; Cohen et al., 1991; 

Zhang, 2008).  

Porém, uma maneira de aumentar a persistência de Bt bioinseticidas é o uso 

de técnicas de encapsulamento. O encapsulamento pode aumentar a persistência do 

bioinseticida, devido a proteção do microrganismo, fornecendo um microambiente 

benéfico ao mesmo, e protegendo o agente de controle biológico de condições 

adversas do ambiente exterior e do estresse mecânico, consequentemente, 

aumentando a atividade biológica sobre as pragas alvo (Paula et al., 2011; Vemmer e 

Patel, 2013; Paulo e Santos, 2017; Lade et al., 2019; De Oliveira, 2021).  

O processo de encapsulamento pode ser realizado através de várias 

metodologias, e matrizes. Apesar do número variado de técnicas e material de parede, 

para determina-los, é necessário levar em consideração parâmetros como o tipo e 

característica do microrganismo, compatibilidade do material de parede com o 

ingrediente ativo, qual será a aplicação do organismo encapsulado e o objetivo do 

encapsulamento. As matrizes de origem natural, são um destaque, por apresentarem 

baixo custo, biocompatibilidade e baixo impacto ambiental. Dentre as técnicas 
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disponíveis, a de sprai-driyng apresenta vantagens como baixo custo, rapidez em seu 

processo, e não necessita de lavagens para a eliminação de resíduos ou solventes 

(O’Sullivan et al., 2019; Campos et al., 2019; Vassilev, 2020).  

Frente a essas questões, a pesquisa objetivou testar o potencial de substâncias 

protetoras a radiação UV para aumentar a persistência de formulações a base de 

Bacillus thuringiensis e avaliar a eficiência de controle sobre a Spodoptera frugiperda. 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. A cultura da soja (Glycine max (L.) Merrill) 

 

A soja (glycine max (L) Merrill) é originária da Ásia, mais precisamente do 

nordeste da China, região que também é conhecida como Manchúria (Hymowitz, 

1970). É considerada uma das culturas mais antigas e chegou ao Ocidente entre final 

do século XV e início do XVI (Harlan, 1975).  

Pertence a ordem de plantas Fabales, família Fabaceae, subfamília Faboideae 

(Judd et al., 2009; Lewis et al., 2005), é uma cultura herbácea anual, com germinação 

epígea da semente, com ciclo de vida (emergência a maturação) de 70 a 200 dias, 

altura da inserção da primeira vagem, de 10 cm a 20 cm e da planta de 30 cm a 250 

cm, o hábito de crescimento é ereto e prostrado, tipo de crescimento determinado, 

semi-determinado ou indeterminado, resistência a deiscência das vagens, as hastes 

e vagens quando pubescentes se encontram na cor cinza ou marrom. (Sediyama; 

Teixeira; Barros, 2009; Sediyama; Teixeira; Reis, 2005). 

Conforme a Secretaria de Comércio e Relações Internacionais do Ministério da 

Agricultura e Pecuária (MAPA), as exportações brasileiras do agronegócio em 2023 

atingiu o valor recorde de U$$ 166,55 bilhões. Em comparação a 2022, o montante foi 

superior em 4,8%, representando um aumento de U$$ 7,68 bilhões. Em relação a 

pauta exportadora brasileira desse ano, o agronegócio foi responsável por 49% do 

total e desse total a soja correspondeu a um valor de 40,4%, demonstrando ser uma 

cultura de grande importância.   

Nacionalmente, no contexto do agronegócio, a soja é a principal cultura de 

produção e exportação do país, vem apresentando elevados índices de crescimento 
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nos últimos anos, como apresentado no parágrafo anterior. isso pode ser explicado 

pela ampliação do mercado internacional de mercadorias oriundas do complexo da 

soja, que é fonte de proteína e óleo vegetal.  Pode ser utilizada como adubo verde e 

forrageiro na alimentação animal, o óleo extraído do seu grão pode ser utilizado na 

alimentação humana, na produção de biodiesel, como desinfetante, lubrificante e 

outros fins. O farelo é importante na alimentação humana e animal, além de ser 

utilizado na fabricação de outros produtos (Silva et al., 2022).  

 

2.2. Spodoptera frugiperda (JE Smith) (Lepidóptera: Noctuidae) 

 

A lagarta do cartucho (LFM) é um inseto lepidóptero, pertence ao género 

Spodoptera da família Noctuidae. Compreende cerca de 31 espécies distribuídas em 

seis continentes; e aproximadamente 15 dessas espécies, incluindo S. frugiperda, são 

pragas importantes de muitas plantas cultivadas (Pogue 2002).  

É uma praga altamente polífaga que pode atacar mais de 350 hospedeiros 

comerciais e não comerciais em 76 famílias de plantas (Casmuz et al., 2010.; 

Montezano et al., 2018). Causa danos em uma variedade de culturas agrícolas, 

incluindo milho, Zea mays L. (Poales: Poaceae), sorgo, Sorghum bicolor (L.) Moench 

(Poales: Poaceae), soja, Glycine max (L.) Merr (Fabales: Fabaceae). 

) , algodão, Gossypium hirsutum L. (Malvales: Malvaceae) , cevada, Hordeum 

vulgare L. (Poales: Poaceae) e trigo, Triticum aestivum L. (Poales: Poaceae) (Pitre e 

Hogg, 1983; Marenco et al., 1992; Bueno et al., 2011; Hardke et al., 2015; Yang et al., 

2019), sendo preferidas as gramíneas (Montezano et al., 2018). 

A morfologia do aparelho bucal evoluiu em resposta à pressão de seleção, em 

relação a abrasividade das folhas de grama (Kergoat et al., 2012). Uma das 

características da larva, segundo Godfrey (1987) é a presença de quatro pináculos no 

oitavo terga formando um quadrado e uma linha formando um Y invertido na cabeça. 

Em relação aos adultos, as principais características morfológicas, segundo Todd & 

Poole (1980) e revisadas por Pogue (2002): mariposas machos possuem formato 

triangular, manchas brancas na ponta e perto do centro das asas anteriores. Outras 

características morfológicas da espécie, segundo (EPPO 2021), são; a pupa é marrom 

com cremaster de dois espinhos; os ovos são agrupados em uma massa, composta 
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por múltiplas camadas, geralmente presas na parte inferior das folhas das plantas e 

são geralmente coberto por uma camada protetora semelhante a feltro de escamas 

cinza-rosadas. Outra característica importante, é sua alta capacidade de dispersão e 

adaptação (Kenis et al., 2022)  

Em 2016, foi detectada na África Ocidental, o primeiro relato fora da sua área de 

distribuição nativa nas Américas (Goergen et al., 2016).  Espalhou-se rapidamente 

sendo encontrada em 2017 na maior parte da África Subsaariana (Day et al., 2017) 

antes de aparecer em 2018 no Oriente Médio (EPPO, 2020) e na Índia (Deshmukh e 

Kalleshwaraswamy, 2018; Ganiger et al., 2018). Desde então, espalhou-se por toda a 

Ásia e, no início de 2020, atingiu a Austrália continental (EPPO, 2020). Devido à rápida 

invasão global da LFM, existe uma grande necessidade de compreender o impacto 

económico e as opções de gestão para esta espécie.  

Em um trabalho realizado por Overton (2021), foram identificadas 71 referências 

que relataram perdas de rendimento em diferentes culturas devido à infestação da 

LFM. A maioria das pesquisas que quantificaram as perdas de rendimento e a relação 

entre a pressão das pragas foram focadas nas culturas; milho, sorgo e algodão, tendo 

algumas evidências para o milho doce , a erva bermuda e o arroz. A perda de 

rendimento variou entre as estratégias de gestão, com culturas geneticamente 

modificadas e/ou tratadas com inseticidas.  

 

2.3. Controle para Spodoptera frugiperda 

 

Os inseticidas químicos têm sido utilizados desde 1940 como a arma mais comum 

para o controle de pragas em plantas por serem os mais eficazes, oferecendo 

aplicação relativamente rápida, fácil e resultados satisfatórios. Apesar de algumas 

desvantagens, a agricultura moderna dificilmente consegue manter altos rendimentos 

sem insumos químicos (EPPA; 2021). A maioria dos entraves da utilização de 

produtos químicos resultou do uso indevido e excessivo de inseticidas e pesticidas. O 

constante uso indevido de compostos químicos nessas estratégias de controle tem 

selecionado populações de S. frugiperda resistentes. Carvalho et al. (2013) relataram 

no Brasil cepas de S. frugiperda resistentes 18 e 28 vezes a inseticidas 

organofosforados e piretróides em comparação a cepas suscetíveis. Essa situação 

permitiu que o inseto aumentasse sua densidade populacional. A seleção de 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/maize
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/cynodon-dactylon
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populações resistentes acaba por gerar a necessidade de novas moléculas com 

atividade potencial (Okuma; 2018, Guan; 2020, Zhao; 2020). 

O controle biológico com utilização de plantas Bt, que expressam a proteína da 

bactéria Bacillus thuringiensis, é um manejo que vem sendo bastante utilizado, com 

bastante sucesso.  

 Plantas transgênicas foram desenvolvidas para controlar S. frugiperda, e 

populações resistentes às proteínas Cry1 foram caracterizadas no Brasil, Argentina, 

Porto Rico e sudeste dos Estados Unidos (Machado; 2020). A implementação do Bt 

nas culturas de milho e algodão com a proteína Cry1A demonstrou capacidade de 

desenvolver rapidamente forte tolerância. Foi demonstrado que pode não ser 

desejável usar um controle biológico projetado de forma idêntica para todas as 

espécies de Lepidoptera (Santos-Amaya; 2009). 

A suscetibilidade de S. frugiperda às toxinas Cry1Ab, Cry2Ab, Cry1Fa e Vip3Aa 

também foi estudada (Ingber; 2018; Boaventura; 2020). Nos últimos anos, foram 

introduzidas culturas Bt de segunda geração. Essas culturas, que combinam mais de 

um gene de proteína inseticida na mesma planta, proporcionam melhor controle de 

pragas. Algumas das novas combinações incluem a expressão dos genes Cry e 

Vip. As proteínas Cry e Vip têm alvos diferentes no intestino do inseto e possivelmente 

mecanismos de toxicidade diferentes (Lemes; 2014, Soares; 2019).   

 

2.4. Uso de Bacillus thuringiensis no manejo de pragas  

 

A bactéria Bacillus thuringiensis é gram-positiva, aeróbica facultativa, em forma 

de bastonete, formadora de esporos e capaz de produzir inclusões cristalinas durante 

a esporulação, que são responsáveis pela sua atividade (Glare et al., 2012; Lacey et 

al., 2015). Produz várias toxinas durante as fases vegetativa e de esporulação (Palma 

et al., 2014; Crickmore, 2017), que são tóxicas para diversas ordens de insetos e para 

alguns nematoides, protozoários e ácaros (Van Frankenhuyzen, 2017) 

Quando δ-endotoxinas (ou toxinas Cry) são ingeridas por um inseto suscetível, 

as proteínas cristalinas são solubilizadas pelo pH alcalino do intestino médio do inseto 

e as proteases do intestino médio são ativadas proteoliticamente. Dessa forma, as 

toxinas ativadas ligam-se a receptores específicos localizados na membrana celular 
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do inseto, ocorrendo a destruição das células epiteliais que revestem o intestino do 

inseto. É de consenso geral, que geralmente essas toxinas agem criando poros na 

membrana celular (Bravo et al. 2007). Embora a bactéria contribua para a morte do 

inseto, as δ-endotoxinas podem matar algumas espécies por si mesmas se 

produzidas em doses suficientemente altas (Mounsef et al., 2015).  

Bioinseticidas à base de Bt, vem sendo utilizados com sucesso no controle de 

pragas desde a segunda metade do século 20 (Rosas;Garcia, 2009; Sanchis, 2011). 

A bactéria Bacillus thuringiensis apresenta efeito letal ou subletal na fase jovem e/ou 

adulta de diversas ordens de insetos de importância agrícola: Coleoptera, 

Hymenoptera, Hemiptera, Isoptera, Lepidoptera e Orthoptera (Porcar et al., 2009; Van 

Frankenhuyzen, 2009; Blanco et al., 2010; 2011; Bravo et al., 2012; Bergamasco et 

al., 2013; Van Frankenhuyzen, 2013; Zhang et al., 2013). O bioinseticida à base de Bt 

com maior alcance no mercado mundial é o Dipel® (Bt kurstaki HD-1). Apesar de 

apresentar baixa toxicidade para coleópteros, dípteros e hemípteros, é eficiente no 

controle de lepidópteros. (Glare; O’Callagham 2000). 

Vem sendo feito um investimento considerável no campo dos biopesticidas a 

base de Bt, que tem ganho cada vez mais interesse. Esses investimentos tem sido 

através de empresas que realizam pesquisa e desenvolvimento, por subvenções 

governamentais e até mesmo através de fundações sem fins lucrativos. A Comissão 

Europeia tem financiado mais de vinte projetos que buscam aprofundar o 

entendimento em relação a capacidade do Bt ser utilizado como biopesticidas desde 

1986. Dentre estes projetos, podemos citar um curso coordenado na França, intitulado 

“IPM-4-Citrus, Citrus Disease Integrated Pest Management: from Research to Market” 

(ID: 734921; Período: De 2017−04-01 a 2021−03 -31; Custo total: 801 000 EUR) 

(CORDIS). O IPM-4-CITRUS se concentra em duas cepas promissoras recentemente 

identificadas (Btk BLB1 e Lip). Estas cepas demonstraram ser mais eficientes que a 

cepa comercial (Btk HD1) contra pragas de lepidópteros, tanto em termos de atividade 

quanto de rendimento de produção (Jallouli; 2020). Os objetivos finais do projeto IPM-

4-Citrus são: otimização dos processos de bioprodução, aumento da toxicidade 

intrínseca das cepas e geração de bioprodutos de alto valor agregado. 
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2.5. Limitações no uso de Bacillus thuringiensis  

 

Embora as formulações a base de B. thuringiensis tenham se tornado o 

biopesticida de maior sucesso no mundo, diversas limitações ainda dificultam sua 

aplicação. Eles são suscetíveis a uma série de fatores ambientais, como luz solar, 

chuva, orvalho, pH do solo e temperatura em condições de campo (Brar et al., 2006), 

entre os quais os raios UV da luz solar são o fator mais importante. UV-B (280–310 

nm) e UV-A (320–400 nm) causarão degradação dos ICPs e reduzirão a capacidade 

inseticida (Sanchis et al., 1999).  

Normalmente, após 1 dia de exposição à luz solar, os produtos de B. thuringiensis 

serão rapidamente inativados, mas geralmente leva de 2 a 3 dias para que os efeitos 

inseticidas sejam plenamente ativados. Portanto, o custo destes produtos aumenta à 

medida que são necessárias pulverizações repetidas (Sansinenea e Ortiz, 2015).  

Segundo Pozsgay et al., (1987), após 48h horas de exposição à radiação solar, 

30% do triptofano e 20% de histidina de proteínas Cry, são quebradas, diminuindo sua 

eficiência inseticida. 

Devido as limitações descritas acima, estudos foram desenvolvidos buscando 

mitigar esses problemas, utilizando técnicas dentro da nanotecnologia, para que o 

manejo possa ser utilizado com mais eficiência.  

 

2.6. Encapsulamento de Bacillus thuringiensis  

 

Um dos principais objetivos do encapsulamento é garantir a estabilidade e 

eficácia destes organismos após aplicação no campo. Com a utilização de diversos 

materiais, muitos deles com propriedades fotoprotetoras, no processo de 

encapsulamento, permite proteção contra danos causados pela luz solar e 

temperaturas adversas. A partir disso, a proteção e o aumento da eficiência desses 

organismos após a aplicação também garantem melhor atividade residual (Kala; 

2020).  O encapsulamento busca também maior permeação e melhor contato com as 

larvas após a aplicação. A depender do tamanho e do material dessas partículas, elas 

terão maior interação com o organismo alvo, resultando em um maior efeito biológico 

(Rodrigues; 2020). 
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Outros objetivos do encapsulamento são proteger e prolongar a vida útil desses 

organismos durante o armazenamento. O encapsulamento em materiais 

semipermeáveis garante que a manutenção da integridade biológica dos organismos, 

seja mantida, garantindo viabilidade prolongada para o organismo (Martin; 2015).  

Outra questão a ser destacada é que o encapsulamento também pode contribuir 

para melhorar a aplicação de agentes de controle microbiano com outras estratégias 

de controle (como inseticidas químicos). O uso de Bt e outros microrganismos agentes 

de controle no manejo integrado de pragas para qualquer cultura requer uma 

compreensão dos potenciais efeitos adversos dos agroquímicos. É importante 

ressaltar que esses compostos podem ser aplicados antes, depois ou junto com 

organismos entomopatogênicos. Essas moléculas químicas podem ter diferentes 

mecanismos de ação contra bactérias e fungos, que podem matar ou inibir seu 

crescimento e, consequentemente, afetar a eficácia do controle. Além disso, essas 

moléculas podem alterar a estrutura dos microrganismos e também interfere em suas 

funções celulares (Nos; 2020).  
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CAPÍTULO 2 – Mortalidade de lagartas Spodoptera frugiperda (JE Smith) 

(Lepidóptera: Noctuidae), submetidas a formulações biológicas 

microencapsuladas, em laboratório 

 

RESUMO: A Spodoptera frugiperda, é uma praga de grande importância 
mundial. Tem rápida capacidade de disseminação e também, rápida capacidade de 
evolução de resistência. Atualmente, seu controle é realizado através de inseticidas 
químicos, e plantas geneticamente modificadas, ambas as táticas de controle 
apresentam limitações. O controle biológico, através de bioinseticidas a base de 
Bacillus thuringiensis, tem se mostrado uma ferramenta eficaz, porém, apresentam 
elevada sensibilidade a fatores climáticos, que podem reduzir sua eficiência. Uma das 
formas de contornar essa limitação, é através do uso de técnicas de encapsulamento. 
Portanto, o trabalho teve como objetivo obter formulações a base de Bacillus 
thuringiensis microencapsuladas. As formulações foram obtidas através da técnica de 
spray-dryer. Foram testadas diferentes formulações a base de Bacillus thuringiensis 
aizawai (Xentari®) e Bacillus thuringiensis kurstaki (Dipel®), encapsuladas, e não 
encapsuladas, em lagartas de Spodoptera frugiperda. Para as formulações 
encapsuladas, foi utilizado um polissacarídeo como material de parede e a lignina e 
ácido húmico utilizados como materiais fotoprotetores. Para avaliação de eficiência, 
foram realizados testes de patogenicidade em condições de laboratório. Os resultados 
demonstraram que todas as formulações encapsuladas contendo Bacillus 
thuringiensis aizawai e Bacillus thuringiensis kurstaki apresentaram mortalidade da 
lagarta S. frugiperda a cima de 80%, que são consideradas formulações eficientes, o 
que indica que nem a metodologia, e nem o material utilizado para o encapsulamento, 
afetaram negativamente a eficiência do microorganismo.  
 
Palavras- chave: Nanotecnologia, controle biológico, lagarta do cartucho 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



22 
 

1. INTRODUÇÃO 

 

A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (JE Smith) (Lepidoptera: 

Noctuidae), é uma praga de destaque no cenário agrícola mundial. Possui hábito 

polífago (Pogue 2002). Possui alto poder de disseminação, tendo sido reportada nas 

Américas, posteriormente no continente Africano e mais recentemente na Ásia (Day 

et al., 2017; Jacobs et al., 2018; Sun et al., 2021; Wu et al., 2019). Outra característica 

importante é a rápida capacidade de evolução da resistência, segundo Arthropod 

Pesticide Resistance Database, há relatos de mais de 140 casos de resistência de 

Spodoptera frugiperda a 40 ingredientes ativos diferentes (Montezano, 2018; FAO; 

2022, Edosa, 2021).  

No atual contexto da agricultura brasileira, o controle da FAW é realizado com 

o uso de inseticidas químicos (Okuma et al. 2018; Bolzan et al. 2019; Garlet et al. 

2021), plantas geneticamente modificadas, que expressam genes de proteínas 

inseticidas da bactéria Bacillus thuringiensis (Bernardi et al. 2012, Barcellos et al.2023)  

Embora, essas táticas têm uma ampla adoção, recentemente, tem apresentado uma 

rápida seleção de populações resistentes (Stacke et al. 2020, Perini et al. 2021, Farias 

et al. 2014, Omoto et al. 2016). Com o uso de bioinseticida, essa seleção ocorre de 

forma mais lenta, devido a inúmeras características inerentes ao grupo (Nascimento 

et al. 2022). Além de estarem selecionando populações resistentes, o controle químico 

pode também afetar negativamente o meio ambiente e a saúde humana. (Tabashinik, 

1994; Paredes-Sánchez, 2021; Hawkins; 2019, Ipea, 2021). 

A utilização de bioinseticidas a base de Bacillus thuringiensis, se destaca como 

uma ferramenta eficiente para o controle de pragas, baixa toxicidade aos indivíduos 

que não são alvos e lenta seleção de indivíduos resistentes, o que contribui para uma 

agricultura sustentável (Palma et al., 2014). No entanto, apesar de ser uma importante 

ferramenta de controle, os Bt bioinseticidas possuem elevada sensibilidade a fatores 

climáticos (Palma et al., 2014, Nascimento et al. 2022). A radiação ultravioleta (UV) é 

um dos principais limitantes, reduzindo a persistência do bioinseticida. (Cantwell 1966, 

Pozsgay et al. 1987). Esse fator pode acarretar no aumento de custo de produção 

para os agricultores, visto que, ao reduzir a persistência de bioinseticidas a base de 

Bt resulta em um menor controle de pragas, implicando na necessidade de outras 
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aplicações (Chattopadhyay, 2017; Bock, 2021; Leong et al. 1980; Glare et al. 2012, 

Nascimento et al. 2022, Lacey et al. 2015). Porém, uma maneira de melhorar a 

persistência de Bt bioinseticidas é o uso de técnicas de encapsulamento (Vemmer and 

Patel, 2013, Kala et al., 2020). O encapsulamento pode aumentar a persistência do 

bioinseticida, através da proteção do microrganismo, fornecendo um microambiente 

benéfico ao mesmo, e protegendo o agente de controle biológico de condições 

adversas do ambiente exterior e do estresse mecânico, consequentemente, 

aumentando a atividade biológica sobre as pragas alvo (Paula et al., 2011; Paulo & 

Santos, 2017; Lade et al., 2019; De Oliveira, 2021). 

O processo de encapsulamento pode ser realizado através de várias 

metodologias, e matrizes (De Oliveira, 2021). Apesar do número variado de técnicas 

e material de parede, para determina-los, é necessário levar em consideração 

parâmetros como o tipo e característica do microorganismo, compatibilidade do 

material de parede com o ingrediente ativo, qual será a aplicação do organismo 

encapsulado e o objetivo do encapsulamento (Kala et al., 2020). As matrizes de 

origem natural, se destacam por apresentarem baixo custo, biocompatibilidade e baixo 

impacto ambiental. Dentre as técnicas disponíveis, a de spray-drying apresenta 

vantagens como baixo custo, rapidez em seu processo, e não necessita de lavagens 

para a eliminação de resíduos ou solventes (O’Sullivan et al., 2019; Campos et al., 

2019; Vassilev, 2020).  

Dentre as matrizes de origem natural que apresentam proteção UV incluem a 

lignina e os ácidos húmicos. A utilização da lignina tem sido reportada como foto 

protetor em vários grupos de microrganismo, como vírus entomopatogênicos (Shasha 

et al. 1998; Tamez-Guerra et al. 2000; Behle et al. 2003), foram também realizados 

testes de formulações com lignina para fungos entomopatogênicos (Leland 2001 ; 

Leland & Behle2004 ) e mais recentemente usado para a formulações de químicos 

(Kijlstra et al. 2021).o uso de ácido húmico também é reportado  para proteção de 

vários microrganismo (Posadas et al. 2012, Kaiser et al.2019). 

O objetivo deste estudo foi testar se a metodologia e o material utilizado para o 

encapsulamento, afetaria na patogenicidade do microorganismo. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

Os experimentos foram conduzidos no Laboratório de Controle Microbiano de 

Artrópodes Praga, na Universidade Estadual Paulista Júlio de Mesquita Filho em 

Jaboticabal, São Paulo. 

 

2.1 População de Spodoptera frugiperda  

 

A população de S. frugiperda foi obtida a partir da criação já estabelecida no 

Laboratório de Controle Microbiano de Artrópodes Praga (LCMAP), da Universidade 

Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” UNESP/FCAV, São Paulo, Brasil. Os 

insetos foram criados em condições controladas (25 ± 2 °C, fotoperíodo longo e 

umidade relativa de 60 ± 10%.) e sem exposição a toxinas Cry. As lagartas foram 

alimentadas com uma dieta artificial de Greene (1976) e os adultos alimentados com 

solução de mel 10%. 

 

2.2 Preparo das formulações de micropartículas 

 

As formulações microencapsuladas foram preparadas através da técnica de 

spray-drying utilizando um mini spray drying LM MSD 1.0 (Labmaq do Brasil Ltda., 

Ribeirão Preto).  As formulações foram preparadas baseadas nos ingredientes ativos 

descritos na Tabela 1. Como material de parede, matrizes, ou protetores térmicos, 

foram utilizados: goma arábica (10%), maltodextrina (10%), Lignina (1% e 2%) e Ácido 

húmico (1% e 2%). As condições de spray-drying foram ajustadas sendo: temperatura 

de entrada 90 ºC, temperatura de saída 50ºC, fluxo do ar de secagem de 1,8 m3/min, 

vazão de alimentação de 0,3 L/h, vazão de ar de atomização de 40 L/h e bico 

pulverizador de 1mm. 
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Tabela 1 - Moléculas avaliadas quanto ao seu potencial de proteção de UV sobre Bt 
aizawai/ Bt kurstaki. 

Tratamento Ingrediente ativo 
Material 

de parede 
Protetor térmico Abrev. 

T1 Bt aizawai -  BTA 

T2 Bt aizawai +  MP BTA 

T3 Bt aizawai/ Bt kurstaki -  BTA/BTK 

T4 Bt aizawai/ Bt kurstaki +  MP BTA/BTK 

T5 Bt aizawai/ Bt kurstaki + 1% Lignina BTA/BTK 1% LIG 

T6 Bt aizawai/ Bt kurstaki + 2% Lignina BTA/BTK 2% LIG 

T7 Bt aizawai/ Bt kurstaki + 1% Ácido Húmico BTA/BTK 1% AH 

T8 Bt aizawai/ Bt kurstaki + 2% Ácido Húmico BTA/BTK 2% AH 

T9 Bt aizawai + 1% Lignina BTA 1% LIG 

T10 Bt aizawai + 2% Lignina BTA 2% LIG 

T11 Bt aizawai + 1% Ácido Húmico BTA 1% AH 

T12 Bt aizawai + 2% Ácido Húmico BTA 2% AH 

T13 Controle -   

 

 2.3 Bioensaios de patogenicidade 

 

Para os bioensaios de patogenicidade foram utilizadas as formulações 

indicadas na Tabela 1. Além disso, as matrizes utilizadas para o encapsulamento dos 

inseticidas, também foram testadas. Essas formulações foram fornecidas pelo 

Laboratório de Nanotecnologia Ambiental, da Universidade Estadual de São Paulo, 

Sorocaba, Estado de São Paulo. Em câmara de Neubauer, com auxílio de microscópio 

de fase (aumento 400x), as concentrações dos bioinseticidas foram identificadas, e 

ajustadas para 3 x 108 esporos/mL. Esta concentração é considerada discriminatória 

em testes de patogenicidade de Bt para insetos praga (Polanczyk; Alves; Padulla, 

2005). 

Para os bioensaios, uma alíquota de 70 μL desta concentração foi aplicada na 

superfície do disco de dieta artificial de Greene (1976) previamente distribuída em um 

recipiente (2 cm de altura por 2,5 cm de diâmetro) (Figura 1). Após a evaporação do 

excesso de umidade da dieta, 70 lagartas neonatas foram distribuídas em 7 repetições 

(10 lagartas cada repetição) (Figura 2). No lote correspondente à testemunha foi 

aplicada uma mistura de água destilada com Tween® 0,1%, em volume equivalente 

aos lotes tratados. 
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As lagartas foram mantidas em ambiente controlado, a uma temperatura de 

25±0,5 oC, 65±10% de UR e 12 horas de fotoperíodo para acondicionamento do 

bioensaio. As avaliações desses testes ocorreram todos os dias, até o 7o dia após 

aplicação das formulações. Após a análise da variância, os dados foram submetidos 

ao Teste de Scott-nott a 5% e, ao Método de Probit com a finalidade de avaliar tempo 

letal. Utilizou-se o software R® e o Polo Plus.  

 

 

Figura 1 - Distribuição da dieta nos recipientes, para posterior adição dos tratamentos 
e dos insetos, para a condução do experimento. 

              

 

Figura 2 - Lagarta S. frugiperda neonata, disposta no recipiente em conjunto com a 
dieta e os tratamentos previamente aplicados. 
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Figura 3 – Produção de formulações microencapsuladas de bioinseticidas a base 
de Bacillus thuringiensis, através da técnica de spray-dryier. Aplicação da formulação 
em dieta e ofertada a Spodoptera frugiperda para teste de patogenicidade.

                   

3. RESULTADOS  

 

Os bioensaios de patogenicidade avaliados, demonstraram que as 

matrizes utilizadas para o preparo das formulações, não apresentaram efeito 

de mortalidade. Todas as formulações contendo Bacillus thuringiensis na sua 

formulação apresentaram resultados de mortalidade superiores a 80% (Tabela 

2).  

 

Tabela 2 - Avaliação de mortalidade e tempo letal de S. frugiperda expostas as 
formulações microencapsuladas 

Formulações Mortalidade (%) Tempo Letal (horas) 

Controle 8,8 e - 

MP 12 e - 

Xentari® 88,6 b 126,9 (108,0 – 158,7) 

MP_Bta 84,44 b 90,3 (77,7 – 104, 1) 
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Dipel®/ Xentari® 91,1 b 88,8 (76,3 – 101,9) 

MP_Btk/Bta 87,5 b 140,3 (115,2 – 202,1) 

MP Bta 1% Lig 85,71b 112,0 (97,6 – 134,8) 

MP Bta 2% Lig 100 a 62,5 (59,2 – 65,7) 

MP Bta 1% AH 100 a 88,49 (78,0 – 98,8) 

MP Bta 2% AH 100 a 57,8 (44,8 – 69,9) 

MP Bta/Btk 1% Lig 100 a 72,9 (68,8 – 75,9) 

MP Bta/Btk 2% Lig 87,5 b 111,0 (99.0 – 126,4) 

MP Bta/Btk 1% AH 95,71 a 111,0 (79,3 – 169,8) 

MP Bta/Btk 2% AH 97,14 a 93,7 (79,1 – 109,4) 

AH 1% 1,42 e - 

AH 2% 1,42 e - 

LIG 1% 4,25 e - 

LIG 2% 5,71 e - 

Os valores de mortalidade designados pelas mesmas letras dentro de uma coluna para cada 

espécie não são significativamente diferentes entre si, p < 0,05 

 

Não foram observadas diferenças significativas entre as formulações 

comerciais (não encapsuladas) e os produtos microencapsulados para os testes 

de mortalidade, diante disso, pode-se dizer que em condições de laboratório o 

processo de encapsulamento utilizado não apresentou danos aos 

microrganismos, que poderiam influenciar na patogenicidade microrganismo 

testado. Os valores de mortalidade de todas as formulações apresentaram 

mortalidade superior a 80% em estudos de patogenicidade.  

Os testes de tempo letal, apresentaram diferentes valores conforme as 

diferente cepas e proporção de protetores, Xentari apresentou um TL de 126,9 

horas, a cepa encapsulada apresentou uma mortalidade 90,3 horas. 

Xentari/Dipel também apresentaram resultados com diferença significativa pela 

análise dos intervalos de confiança, quando comparados a Xentari/Dipel 

encapsulados (MP_Btk/bta) os tratamentos mostraram valores de mortalidade 

de 88,8 e 140,3 respectivamente. Nos demais tratamentos o tempo letal sofre 

influência em função da proporção de acído húmico e lignina. 
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4. DISCUSSÃO  

 

O teste de mortalidade conduzido em laboratório obteve mortalidade 

acima de 80% em todos os tratamentos. Segundo Polanczyk (2004) os 

tratamentos que apresentam valores de mortalidade superior a 80%, são 

resultados promissores para a condução de estudos de virulência. É importante 

para entendimento, diferenciar os testes de patogenicidade e virulência uma vez 

que a patogenicidade é a capacidade potencial de produzir doença, enquanto a 

virulência é o grau de patogenicidade dentro de um grupo ou espécie (Shapiro-

Ilan et al., 2005). para os testes de virulência, frequentemente são utilizados 

testes de CL50 para quantificar a patogenicidade dos organismos (Shapiro-Ilan et 

al., 2005). 

Nos testes de tempo letal ocorreram diferenças significativas, que podem 

ter sido ocasionadas por duas situações, pode ser associado ao aumento da 

superfície de contato promovida pelo processo de encapsulamento. O uso de 

técnicas de encapsulamento promove um aumento da mortalidade, através do 

aumento da área de superfície específica (Iqbal et al., 2020). Isso pode ser 

observado quando observamos (tabela 2) o tempo letal de Xentari em 

comparação a Xentari encapsulado (MP Bta), que promoveu uma redução no 

tempo letal de aproximadamente 30%, no entanto a mortalidade dos dois 

tratamentos não apresentou diferença significativa.  

Por outro lado, os autores obtiveram resultados que mostraram que as 

formulações microencapsuladas promoveram uma mortalidade mais lenta, 

quando comparadas ao tratamento Dipel/Xentari com Dipel/Xentari encapsulado 

(MP Btk/Bta), a formulação apresentou um acréscimo de aproximadamente 38% 

no tempo letal. Em alguns casos formulações encapsuladas apresentam 

liberação controlada, que pode promover um atraso na mortalidade quando 

comparado a formulações não encapsuladas (Mishra, et al 2014).     

Os fotoprotetores (lignina e ácido húmico), não promoveram diferenças 

significativas na mortalidade nos testes de laboratório, no entanto, na variável 

tempo letal podemos observar que teve influência, quando utilizamos a técnica 

de encapsulamento sobre Bta, observamos uma redução no tempo de 

mortalidade com citado anteriormente, no entanto quando adicionamos a lignina, 

promoveu um aumento no tempo letal, em comparação a formulações somente 
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com a matriz, com valores de tempo letal de 112,0 e 90,3 horas, 

respectivamente, no entanto quando a formulação continha 2% de lignina, o 

tempo letal foi de 62,5 horas.  

O maior tempo letal de algumas formulações, pode estar associado à 

interação da matriz e/ou fotoprotetores com o sistema imune do inseto, e essa 

resposta pode retardar a ação da formulação. Em relação as formulações 

encapsuladas que promoveram um menor tempo letal, isso pode estar 

relacionado a matriz ser a combinação de polissacarídeos que podem ter uma 

propriedade fagoestimulante que pode aumentar o consumo de dieta e promover 

uma maior ingestão de ingrediente ativo, que pode acelerar o processo de 

mortalidade, e influenciar no tempo letal. (Borges, 2011). 

Segundo Mohan e Gujar, (2001) a especificidade dos bioinseticidas a 

base de Bt, variam de acordo com o tipo e a quantidade de proteínas pesticidas 

Cry na formulação, além disso, foi demonstrado que diferentes populações de S. 

frugiperda provenientes de diferentes regiões podem variar em sua 

suscetibilidade as proteínas Cry (Monnerat et al., 2006). Nesse experimento, foi 

utilizado a mescla dos agentes de controle biológico com objetivo inicial de 

aumentar o espectro de ação da formulação, contra mais de uma praga-alvo. No 

entanto, os produtos Xentari® e Dipel®, diferem ligeiramente nas toxinas que 

produzem, visto que, as toxinas Cry2 exibem baixa atividade contra S. 

frugiperda, mesmo que a proporção relativa de Cry1Ca/Cry1Da em Xentari® e 

Cry2Aa/Cry2Ab em Dipel® sejam semelhantes e representam cerca de 24-26% 

da toxina total em cada biopesticida, e as toxinas de Xentari® apresentem boa 

atividade contra essas larvas (Jakka et al., 2014). Portanto, a menor performance 

da formulação mista, pode estar relacionada a menor suscetibilidade da 

população trabalhada com o produto Dipel®, tendo em vista que este representa 

a maior concentração de organismo da formulação, o que pode influenciar o 

controle. 

Além da maior proporção de Dipel® nas mesclas, em relação ao Xentari®, 

durante o processo de produção das microcápsulas, podem ocorrer danos em 

algumas bactérias, e não há como saber exatamente, qual a proporção de Dipel® 

foi encapsulada, e qual a de Xentari®, o que também pode ser uma explicação 

para a menor eficiência das mesclas no controle da lagarta.  
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5. CONCLUSÕES  

 

Os testes conduzidos em laboratório mostraram que a técnica de 

encapsulamento não prejudicou os ingredientes ativos, devido as altas 

mortalidades registradas (> de 80%). Os materiais utilizados como material de 

parede, também foram compatíveis com o microrganismo, sendo eficientes para 

o encapsulamento.  
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CAPÍTULO 3 – Persistência de Bacillus thuringiensis berliner, 1911 

microencapsulado na cultura da soja e avaliação da mortalidade em 

lagartas de Spodoptera frugiperda (JE Smith) (Lepidóptera: Noctuidae) 

 

RESUMO: A Spodoptera frugiperda, é uma praga de grande importância 
mundial. Tem rápida capacidade de disseminação e também, rápida capacidade 
de evolução de resistência. Atualmente, seu controle é realizado através de 
inseticidas químicos, e plantas geneticamente modificadas, ambas as táticas de 
controle apresentam limitações. O controle biológico, através de bioinseticidas a 
base de Bacillus thuringiensis, tem se mostrado uma ferramenta eficaz, porém, 
apresentam elevada sensibilidade a fatores climáticos, que podem reduzir sua 
eficiência. Uma das formas de contornar essa limitação, é através do uso de 
técnicas de encapsulamento. Portanto, o trabalho teve como objetivo obter 
formulações a base de Bacillus thuringiensis microencapsuladas com aumento 
de persistência em função do tempo. As formulações foram obtidas através da 
técnica de spray-dryer. Foram testadas diferentes formulações a base de 
Bacillus thuringiensis aizawai (Xentari®) e Bacillus thuringiensis kurstaki (Dipel®), 
encapsuladas, e não encapsuladas, em lagartas de Spodoptera frugiperda. Para 
as formulações encapsuladas, foi utilizado um polissacarídeo como material de 
parede e a lignina e ácido húmico utilizados como materiais fotoprotetores. Para 
avaliação de eficiência, foram realizados testes de patogenicidade em condições 
de laboratório e persistência em condições de semi-campo. As formulações 
contendo a mistura de Bacillus thuringiensis aizawai e Bacillus thuringiensis 
kurstaki encapsulados não apresentaram resultados eficientes em condições de 
laboratório ou semi-campo, quando comparados as mesmas formulações não 
encapsuladas. Porém, as formulações contendo Bacillus thuringiensis aizawai 
encapsulado demonstrou maior performance nos ensaios persistência em 
condição de semi-campo quando comparado ao não encapsulado. Ademais a 
adição de ácido húmico como agente protetor UV também contribui para o 
aumento de persistência. Os resultados indicam que a microencapsulação, bem 
como adição de compostos com atividade protetora UV podem contribuir para o 
aumento de persistência de formulações de Bacillus thuringiensis. 
 

Palavras-chave: Encapsulamento, Persistência, Controle biológico 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (JE Smith) (Lepidoptera: 

Noctuidae), é uma praga de destaque no cenário agrícola mundial. Possui hábito 

polífago, com registro em 353 plantas hospedeiras (Pogue 2002). Anteriormente 

sua presença era reportada nas américas, no entanto nos últimos anos foi 

observada no continente Africano (Day et al., 2017; Jacobs et al., 2018), e mais 

recentemente no continente asiático (Sun et al., 2021; Wu et al., 2019). Outra 

característica importante é a rápida capacidade de evolução da resistência, 

segundo Arthropod Pesticide Resistance Database, há relatos de mais de 140 

casos de resistência de Spodoptera frugiperda a 40 ingredientes ativos 

diferentes (Montezano, 2018; FAO; 2022, Edosa, 2021).  

Atualmente, o controle de Spodoptera é realizado com o uso de inseticidas 

químicos (Okuma et al. 2018; Bolzan et al. 2019; Garlet et al. 2021), plantas 

geneticamente modificadas, que expressam genes de proteínas inseticidas da 

bactéria Bacillus thuringiensis (Bernardi et al. 2012, Barcellos et al.2023)  

Embora, essas táticas têm uma ampla adoção, recentemente, tem apresentado 

uma rápida seleção de populações resistentes (Stacke et al. 2020, Perini et al. 

2021, Farias et al. 2014, Omoto et al. 2016). Com o uso de bioinseticida, essa 

seleção ocorre de forma mais lenta, devido a inúmeras características inerentes 

ao grupo (Nascimento et al. 2022). Além de estarem selecionando populações 

resistentes, o controle químico pode também afetar negativamente o meio 

ambiente e a saúde humana. (Tabashinik, 1994; Paredes-Sánchez, 2021; 

Hawkins; 2019, Ipea, 2021). 

O uso de bioinseticida a base de Bacillus thuringiensis, se destaca como 

uma ferramenta eficiente para o controle de pragas, com baixo teor de resíduos 

nos alimentos, baixa toxicidade aos serviços do ecossistema e lenta seleção de 

indivíduos resistentes, contribuindo para uma agricultura sustentável (Palma et 

al., 2014). No entanto, apesar de ser uma importante ferramenta de controle, os 

Bt bioinseticidas possuem elevada sensibilidade a fatores climáticos (Palma et 

al., 2014, Nascimento et al. 2022). Dentre eles pode ser destacado a radiação 

ultravioleta (UV), que reduz a persistência dos Bt bioinseticidas (Cantwell 1966, 
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Pozsgay et al. 1987). Esse fator pode acarretar no aumento de custo de 

produção para os agricultores, visto que, ao reduzir a persistência de 

bioinseticidas a base de Bt resulta em um menor controle de pragas, implicando 

na necessidade de outras aplicações (Chattopadhyay, 2017; Bock, 2021; Leong 

et al. 1980; Glare et al. 2012, Nascimento et al. 2022, Lacey et al. 2015). Porém, 

uma maneira de melhorar a persistência de Bt bioinseticidas é o uso de técnicas 

de encapsulamento (Vemmer and Patel, 2013, Kala et al., 2020). O 

encapsulamento pode aumentar a persistência do bioinseticida, devido a 

proteção do microrganismo, fornecendo um microambiente benéfico ao mesmo, 

e protegendo o agente de controle biológico de condições adversas do ambiente 

exterior e do estresse mecânico, consequentemente, aumentando a atividade 

biológica sobre as pragas alvo (Paula et al., 2011; Paulo & Santos, 2017; Lade 

et al., 2019; De Oliveira, 2021). 

O processo de encapsulamento pode ser realizado através de várias 

metodologias, e matrizes (De Oliveira, 2021). Apesar do número variado de 

técnicas e material de parede, para determina-los, é necessário levar em 

consideração parâmetros como o tipo e característica do microorganismo, 

compatibilidade do material de parede com o ingrediente ativo, qual será a 

aplicação do organismo encapsulado e o objetivo do encapsulamento (Kala et 

al., 2020). As matrizes de origem natural, é um destaque, por apresentarem 

baixo custo, biocompatibilidade e baixo impacto ambiental. Dentre as técnicas 

disponíveis, a de spray-drying apresenta vantagens como baixo custo, rapidez 

em seu processo, e não necessita de lavagens para a eliminação de resíduos ou 

solventes (O’Sullivan et al., 2019; Campos et al., 2019; Vassilev, 2020).  

Dentre as matrizes de origem natural que apresentam proteção UV 

incluem a lignina e os ácidos húmicos. O uso de lignina é reportado seu uso 

como foto protetor em vários grupos de microrganismo, início com vírus 

entomopatogênicos (Shasha et al. 1998; Tamez-Guerra et al. 2000; Behle et al. 

2003), após foram realizados teste de formulações com lignina para fungos 

entomopatogênicos (Leland 2001 ; Leland & Behle2004 ) e mais recentemente 

usado para a formulações de químicos (Kijlstra et al. 2021).o uso de ácido 

húmico também é reportado  para proteção de vários microrganismo (Posadas 

et al. 2012, Kaiser et al.2019). 
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O objetivo deste estudo foi testar o potencial de substâncias protetoras a 

radiação UV para aumentar a persistência de formulações a base de Bacillus 

thuringiensis e avaliar a eficiência de controle sobre Spodoptera frugiperda. 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

Os experimentos foram conduzidos na casa de vegetação e na área de 

experimentação do Departamento de Ciências de Produção Agrícola e no 

Laboratório de Controle Microbiano de Artrópodes Praga, na Universidade 

Estadual Paulista Júlio de Mesquita Filho em Jaboticabal, São Paulo. 

 

 2.1. População de Spodoptera frugiperda  

 

A população de S. frugiperda, foi obtida a partir da criação já estabelecida 

no Laboratório de Controle Microbiano de Artrópodes Praga (LCMAP), da 

Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” UNESP/FCAV, São 

Paulo, Brasil. A colônia de insetos foi criada sem exposição as proteínas 

inseticidas Cry a 25 ± 2 ° C, fotoperíodo longo e umidade relativa de 60 ± 10%. 

As lagartas foram criadas com uma dieta artificial de Greene (1976), e os adultos 

alimentados com 10% de mel. 

 

 2.2. Condução das plantas de soja.  

 

Foram semeadas 4 sementes de soja da variedade Nidera 7901 em 520 

vasos (40 vasos para cada tratamento) de 4L, contendo solo, esterco e areia, na 

proporção de 3/1/1. Os vasos foram organizados dentro da casa de vegetação, 

onde as plantas foram conduzidas por 77 dias. Foi realizado o desbaste 20 dias 

após o plantio, deixando apenas 1 planta por vaso. Adubação e irrigação foram 

feitas sempre que necessário. Posteriormente, as plantas foram retiradas da 

casa de vegetação, organizadas conforme os tratamentos e realizadas as 

aplicações das formulações. (Figura 1, 2 e 3).  

 



43 
 

 

Figura 1 - Vasos semeados com sementes de soja organizados dentro da soja 
de vegetação no primeiro dia de cultivo. 

 

 

Figura 2 - Vasos com 4 sementes de soja semeados no primeiro dia de cultivo. 

 

 

Figura 3 - Plantas de soja conduzidas em casa de vegetação com 77 dias de 
cultivo, antes da aplicação. 

 

 2.3. Preparo da calda das formulações  

 

As caldas foram preparadas poucos minutos antes da aplicação, e foi 

determinada a concentração de cada uma delas, em câmara de Neubauer, em 
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microscópio com contraste de fase com 400x de aumento (Carl zeiss- Axio 

LabA1). A concentração da calda no momento da aplicação era de 3 x 108 

esporos/mL.  

 

 2.4. Aplicação das formulações  

 

Foi realizada apenas uma aplicação, no primeiro dia, as 8h da manhã, 

composto pelas 12 formulações, (encapsuladas e não encapsuladas), conforme 

descrito na Tabela 1. Foi utilizada água como controle, totalizando 13 

tratamentos. Para a pulverização foi utilizado um   pulverizador pressurizado com 

CO2, com vazão de 100 L.ha-¹ e pontas de pulverização com espectro de gota 

média. Para a aplicação, os vasos foram dispostos fora da casa de vegetação, 

compondo 40 vasos por tratamento (Figura 4 e 5).  

 

Tabela 1 - Formulações utilizadas no experimento 

Tratamentos 

T1 MP BTA  

T2 BTA 

T3 BTA/BTK 

T4 MP BTA/BTK 

T5 BTA/BTK 1 % lig 

T6 BTA/BTK 2% lig 

T7 BTA/BTK 1% AH  

T8 BTA/BTK 2% AH 

T9 BTA 1% lig  

T10 BTA 2% lig  

T11 BTA 1% AH  

T12 BTA 2% AH 

T13 Controle  
Legenda: BTA – Bacillus thuringiensis aizawai; BTA/BTK – Bacillus thuringiensis aizawai/Bacillus 
thuringiensis kurstaki; BTA/BTK 1% lig – Bacillus thuringiensis aizawai/Bacillus thuringiensis 
kurstaki com 1% de lignina; BTA/BTK 2% lig – Bacillus thuringiensis aizawai/Bacillus thuringiensis 
kurstaki com 2% de lignina; BTA/BTK 1% AH – Bacillus thuringiensis aizawai/Bacillus 
thuringiensis kurstaki com 1% Ácido Húmico; BTA/BTK 2% AH - Bacillus thuringiensis 
aizawai/Bacillus thuringiensis kurstaki com 2% de Ácido Húmico; BTA 1% lig - Bacillus 
thuringiensis aizawai com 1% de lignina; BTA 2% lig - Bacillus thuringiensis aizawai com 2% de 
lignina; BTA 1% AH - Bacillus thuringiensis aizawai com 1% de ácido húmico; BTA 2% AH - 
Bacillus thuringiensis aizawai com 2% de ácido húmico.  
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Figura 4 - Aplicação das formulações bioinseticidas/tratamentos do experimento 
nas plantas de soja, fora da casa de vegetação. 

 

 

Figura 5 - Disposição dos tratamentos fora da casa de vegetação após aplicação 
dos bioinseticidas. 

 

 2.5. Coleta de material para avaliação  

 

Após a aplicação, as plantas foram organizadas e identificadas conforme 

os tratamentos. Foram realizadas 10 coletas de material, de cada tratamento, 

sendo 10 avaliações por tratamento, em horários diferentes, conforme descrito 

na Tabela 2. Foram coletadas folhas do terço superior da planta. Logo após a 
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coleta, as folhas foram levadas ao laboratório para o teste de mortalidade de 

Spodoptera frugiperda (Figura 6).  

 

Tabela 2 – Dias e horários em que foram realizadas as avaliações 
Avaliação Dia Horário do dia Horas após a aplicação 

Avaliação 1 1 8h 0h 
Avaliação 2 1 16h 8h 
Avaliação 3 2 8h 24h 
Avaliação 4 2 16h 32h 
Avaliação 5 3 8h 48h 
Avaliação 6 3 16h 56h 
Avaliação 7 4 8h 72h 
Avaliação 8 4 16h 80h 
Avaliação 9 5 8h 96h 

Avaliação 10 5 16h 104h 

 

 

 

Figura 6 - Coleta de folhas de soja, após aplicação de bioinseticidas, para levar 
ao laboratório e posterior avaliação de mortalidade da lagarta S. frugiperda 

 

2.6. Teste de mortalidade de S. frugiperda em condições de campo 

 

As folhas coletadas dos vasos, em cada dia e horário, descritos na Tabela 

2, foram levadas ao laboratório, cortadas em formato de disco, com o auxílio de 

um vazador, de 3 centímetros de diâmetro. Foram dispostos 4 discos foliares em 

um recipiente plástico de (7 cm de diâmetro), juntamente com uma mistura 

gelificada de ágar-água a 2,5% com papel filtro. Posteriormente, foram 

adicionadas 4 lagartas neonatas de Spodoptera frugiperda, em cada recipiente 

(Figura 7). Para cada tratamento/avaliação, foram utilizados 10 recipientes, 
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totalizando 40 lagartas por tratamento, distribuídas em 5 repetições.  Utilizou-se 

no total 5.200 discos foliares e 5.200 lagartas neste ensaio. O bioensaio foi 

mantido em condições controladas (UR: 75 % ±12 e T: 25 ºC ±2) (Figura 8). A 

avaliação da mortalidade das lagartas foi realizada todos os dias após a 

aplicação dos bioinseticidas, por 7 dias, mas, para a contabilização estatística, 

utilizou-se o valor da mortalidade acumulativo, somatório de todos os dias.  

 

 

Figura 7 - Recipiente plástico contendo mistura gélica, papel filtro e discos 
foliares de (amostras coletadas), onde foram adicionadas as lagartas para 
avaliação de mortalidade. 

 

 

Figura 8 - Recipientes plástico contendo as amostras juntamente com os 
insetos, separados por tratamentos, devidamente identificados. 
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2.7. Contagem de Esporos 

 

Um disco foliar foi inserido em um tubo Falcon (15mL) com 10 mL de água 

destilada, e dois gramas de areia autoclavada (Collier et al., 2005), constituindo 

uma repetição, cada tratamento tinha 3 repetições. Posteriormente, os tubos 

foram agitados em agitador tipo vórtex (MOD. AP56 [rpm=2000]), e após foi 

retirado uma alíquota de 100 μL. A contagem dos esporos foi realizada em 

triplicata com auxílio de câmera de Neubauer (Alves e Moraes, 1998) e 

microscópio de contraste de fase (Carl zeiss- Axio LabA1) em aumento de 400 x 

(Figura 9).  

 

Figura 9 - Tubo falcon de 15 mL com 10 mL de água destilada e um disco foliar 
de amostra, identificados conforme tratamentos, para posterior quantificação de 
esporos. 

 

2.8. Análise estatística  

 

Os dados de mortalidade foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis (α 

= 0,05) seguido pelo teste Dunn (p<0,05) para comparação das médias no 

programa GraphPad Prism v.5. Os dados de quantificação de esporos, 

correlação Mortalidade x Esporos, e a relação tempo x mortalidade x tratamento 

foram realizados em software SAS e software R®.  

 

3. RESULTADOS  

 

3.1 Resultados mortalidade S. frugiperda e contagem de esporos  

 

De acordo com o teste de persistência, pode-se observar que a 

formulação contendo Bta isoladamente, quando encapsulado com 
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micropartículas, houve um expressivo efeito residual quando comparado a 

formulação não encapsulada (Xentari®) (Figura10ª).  

 

Figura 10 - Resultados para os ensaios de persistência considerando valores de 
mortalidade (A-F) e de concentração de esporo (G-L). 

 

Com 80 horas após a aplicação a formulação microencapsulada 

apresentava uma taxa de mortalidade de 67,5 ± 3,8 %, enquanto a formulação 

comercial apresentava 32,4 ± 4,0% de mortalidade, respectivamente (Figura 10). 

Esse resultado refletiu nos valores de área sob a curva, onde a formulação de 

micropartícula e comercial apresentaram uma área de 7283 ± 119 e 4383 ± 107, 

respetivamente (Tabela 3). O maior efeito residual está diretamente associado a 

capacidade de proteção e encapsulação dessas matrizes. Isto também fica 

evidenciado, quando analisamos para as mesmas amostras os valores de 
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concentração de esporos. Apesar de uma menor diferença em função do tempo, 

a área sob a curva para a concentração de esporos também foi 

significativamente maior para a formulação de micropartículas quando 

comparado a formulação comercial, apresentando uma área de 9,89 ± 0,56 x 

108 e 7,07 ± 0,46 x 108, respectivamente (Tabela 3). 

 

Tabela 3: Valores de área na curva para os ensaios de persistência, 
considerando mortalidade e também concentração de esporos 

Os valores de mortalidade designados pelas mesmas letras dentro de uma coluna para cada 
espécie não são significativamente diferentes entre si, p < 0,05. 

 

Quando foram adicionados os agentes fotoprotetores (Lignina e Ácido 

húmico) as formulações de micropartículas, pode-se observar que apenas para 

o ácido húmico ocorreu um efeito residual significativo. Ao serem comparados 

os valores de área sob a curva, a formulação contendo 1% de AH não 

apresentou diferença significativa da formulação microencapsulada, já a 

formulação contendo 2% de AH, apresentou valor significativamente diferente da 

formulação comercial não encapsulada, mas valor significativamente menor que 

apenas a formulação microencapsulada. Para a lignina não foram observadas 

diferenças significativas entre as formulações em ambas concentrações. A 

adição dos agentes protetores também não causou efeito significativo sob a 

concentração de esporos.  Estes resultados podem ser observados também na 

Figura 10, onde sob condições de exposição externa, que as micropartículas 

foram capazes de proteger o organismo de uma degradação, assim como 

Tratamentos 

Área sob a curva Área sob a curva 108 

(Mortalidade x Tempo) 
(Concentração esporos x 

Tempo) 

Xentari® 4383 (4172 – 4593) a  7,07 (5,97 – 8,16) a 

MP_Bta 7283 (7050 – 7517) b 9,89 (9,03 – 10,79) b 

MP_Bta + 1% Lig 4932 (4689 – 5176) a 7,55 (5,69 – 9,41) a 

MP_Bta + 2% Lig 4278 (4085 – 4471) a 7,84 (6,14 – 9,54) a 

MP_Bta + 1% AH 7211 (6977 – 7446) b 7,99 (6,52 – 9,46) a 

MP_Bta + 2% AH 6509 (6271 – 6746) c 6,58 (5,51 – 7,65) a 

Dipel®/ Xentari® 4675 (4454 – 4897) a 7,55 (6,08 – 9,01) a 

MP_Btk/Bta 4571 (4349 – 4792) a 9,42 (7,88 – 10,92) b 

MP_Btk/Bta  + 1% Lig 3722 (3482 – 3962) d 7,49 (6,17 – 8,81) a 

MP_Btk/Bta  + 2% Lig 3119 (2892 – 3346) d 6,48 (5,46 – 7,50) a 

MP_Btk/Bta  + 1% AH 3112 (2882 – 3343) d 7,02 (5,67 – 8,37) a 

MP_Btk/Bta  + 2% AH 2869 (2629 – 3109) d 6,91 (5,67 – 8,14) a 
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observado na Figura 10D, o ácido húmico mostrou-se um importante composto 

fotoprotetor.  

 Já, para as formulações contendo a mescla de Bacillus thuringiensis 

kurstaki/Bacillus thuringiensis aizawai (60:40) (Figura 10 – D-F e J-L) podemos 

observar que não ocorreram variações significativas na persistência quando 

comparamos a formulação de micropartículas, a formulação comercial e também 

a formulação de micropartículas com adição dos agentes fotoprotetores. Isto 

também fica evidenciado nos resultados de concentração de esporos.   

 

4. DISCUSSÃO 

 

A lignina apresentou eficiência fotoprotetora, que pode ser explicada por 

uma capacidade de absorção de UV (Kaiser; 2018). Esses resultados 

corroboram com os encontrados por JE L e Behle, (2005), em que conídios 

revestidos com lignina reticulada, também mostraram alta proteção UV, porém, 

diferente desse artigo, a formulação apresentou efeitos reduzidos contra seu 

inseto alvo. 

 O ácido húmico mostrou-se um importante composto fotoprotetor. Bitton 

et al., (1972) também constatou eficiência ao testar o ácido húmico como 

fotoprotetor em bactérias. O mesmo pôde ser observado por Kaiser et al., (2019), 

que ao realizar o microencapsulamento da Beauveria bassiana, apresentou 

fotoproteção de 90% dos conídios expostos, em relação aos não encapsulados, 

em condições de laboratório, e 87% em condições de campo. Segundo Bitton, 

(1972) a proteção conferida pelo ácido húmico, pode ser devido a sua 

capacidade de absorver as radiações solares, reduzindo a quantidade de 

energia que atinge as células.  

Segundo Pozsgay et al., (1987), após 48h horas de exposição à radiação 

solar, 30% do triptofano e 20% de histidina de proteínas Cry, são quebradas, 

diminuindo sua eficiência inseticida. Na figura 10, é possível observar que após 

48h de aplicação, ocorre uma queda no percentual de mortalidade das larvas, 

porém, nas formulações contendo Bta e ácido húmico, essa queda é menos 

acentuada, reafirmando essa característica fotoprotetora.  

De maneira geral, podemos destacar que a microencapsulação de Bt, 

pode ser uma importante estratégia a fim de aumentar a persistência em campo 
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de Bt. Acreditamos ainda, que formulações mais eficientes podem ser obtidas 

com a mescla de organismos microencapsulados e não encapsulados. Tais 

formulações (alvos de estudos futuros) permitiriam uma liberação imediata do 

ingrediente ativo, com um controle no primeiro momento, e uma liberação 

gradativa, havendo um residual no campo, aumentando a eficiência de controle, 

possibilitando diminuir o número de aplicações.  

 

5. CONCLUSÕES  

 

A adição de fotoprotetores não promoveu um incremento em mortalidade, 

as matrizes de forma individual tiveram um resultado satisfatório de proteção. 

Diante disso, o uso de fotoprotetores pode ser posicionado como adjuvante. 

O trabalho mostra que se têm a necessidade de realizar mais estudos 

sobre materiais para o encapsulamento, bem como, fotoprotetores e as 

quantidades que devem ser adicionadas as formulações. 
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CAPÍTULO 4 – Considerações finais  

  

Para que um processo de encapsulamento de formulações a base de 

microrganismos seja eficiente, é essencial que a metodologia e o material de 

parede utilizados sejam adequados e compatíveis. A partir dos resultados 

apresentados no presente estudo, foi possível observar que tanto os materiais 

de parede como a metodologia utilizada no processo de encapsulamento do Bt, 

foram adequados e não afetaram negativamente a atividade tóxica do 

microrganismo.  

Esperava-se que as formulações encapsuladas com o protetor térmico 

(ácido húmico e lignina), nas duas concentrações, apresentassem maior 

persistência quando comparadas as formulações encapsuladas apenas com 

polissacarídeos. Porém, o residual em campo dos dois tipos de formulações 

(com e sem protetores térmicos) foram em nível semelhante, o que conclui que 

sua utilização, não alteraram o resultado de forma que fosse compensatório sua 

utilização, sendo necessárias mais pesquisas e testes na utilização de outros 

materiais como protetores térmicos, para resultados mais significativos.   

Além disso, a pesquisa possibilitou o teste apenas de contagem de esporos, 

não sendo possível verificar a proteção térmica quanto ao cristal, que é o maior 

responsável pela atividade tóxica, para um estudo mais completo, é importante 

que essa verificação seja realizada.  


