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1. OBJETIVO: Estabelecer procedimentos para análise quali-quantitativa de bioinseticidas a base de fungos entomopatogênicos em formulação sólida ou líquida. Concentração e viabilidade de conídios de fungos entomopatogênicos.
2. RECOMENDAÇÃO: as amostras devem estar protegidas e não devem passar de 48 horas em viagem até a triagem do Centro Experimental Central do Instituto Biológico, Campinas-SP para que não haja interferência ambiental sobre estas até o processamento da análise.
3. PROCEDIMENTOS DE SEGURANÇA: proteção térmica das amostras.
4. TIPO DE AMOSTRA: sólida (100 a 200g de arroz + fungo) ou líquida (100 mL de óleo vegetal emulsionável + fungo)
5. MATERIAIS: Câmara de Neubauer
    Placas de Petri descartáveis de 9 cm de diâmetro

    Meio de cultura BDA

    Microscópio óptico

    Tubos de ensaio estéreis

    Pipetador automático para 1 e 10 mL

    Suporte para tubos

    Cabine de segurança

    Câmara para BOD

    Água estéril com Tween 80 0,1%

    Cabo de Colle e alça de níquel-cromo

    Alça de Drigalsky

    Vortex

    Óleo de girassol estéril

    Contadores manuais
6. FORMULÁRIOS DE REGISTROS: 
a. LCB-LM-00X Caderno de registro de amostras para análise
7. PROCEDIMENTO:
7.1. CONCENTRAÇÃO PARA FORMULAÇÃO SÓLIDA:

a. Pesa-se 1 g da amostra e dilui-o em 10 mL de solução 0,1% de Tween 80. 
b. Agita-se vigorosamente em  Vortex. 

c. Retira-se 1 mL da suspensão e dilui-a em 9 mL de solução Tween 80 e assim sucessivamente, conforme a necessidade de diluições. 
d. Retira-se 1 mL da última diluição e preenche-se a câmara, que é então levada ao microscópio, onde se fará a contagem dos propágulos nos campos específicos (Figura 1 e Tabela 1).
e. Aplica-se a fórmula: No. de propágulos/mL = no. de propágulos x 10fator de correção do campo x 10no. de diluições
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Figura 1 - Câmara de Neubauer com os respectivos campos de contagem (ALVES &   MORAES, 1997).

Tabela  1 - Campo de contagem da câmara de Neubauer com as respectivas áreas, volumes e fatores de conversão para ml (ALVES & MORAES, 1997).

	Campos de contagem
	Área (mm2)
	Volume
	Fator de conversão

(conídios/ml)

	
	
	mm3
	ml
	

	1
	1,0000
	0,10000
	           10-4
	n x 104

	2
	0,0625
	0,00625
	62,5 x 10-7
	n x 16 x 104

	3
	0,0400
	0,00400
	4,0 x 10-6
	n x 2,5 x 105

	4
	0,0025
	0,00025
	2,5 x 10-7
	n x 4 106


n = n médio de esporos contados /campo.

Observação: a altura entre a lâmina e a lamínula é de 0,100 mm.

7.2. CONCENTRAÇÃO PARA FORMULAÇÃO LÍQUIDA
a. Retira-se uma alíquota de 1 mL da amostra e dilui-o em 10 mL de óleo de girassol. 
b. Agita-se vigorosamente em  Vortex. 

c. Retira-se 1 mL da suspensão e dilui-a em 9 mL de óleo de girassol e assim sucessivamente, conforme a necessidade de diluições. 
d. Retira-se 1 mL da última diluição e preenche-se a câmara, que é então levada ao microscópio, onde se fará a contagem dos propágulos nos campos específicos (Figura 1 e Tabela 1).
e. Aplica-se a fórmula: No. de propágulos/mL = no. de propágulos x 10fator de correção do campo x 10no. de diluições
7.3. VIABILIDADE PARA FORMULAÇÃO SÓLIDA
a. Utiliza-se a primeira diluição da suspensão original usada para análise de concentração.
b. Pipeta-se 0,1 mL desta solução em 1uma placa de Petri com meio Batata-Dextrose-Agar.
c. Acondiciona-se à temperatura de 25±2oC por 16 a 18 horas.
d. Faz-se a leitura em microscópio óptico com aumento de 40 vezes.
e. Dividi-se a placa de Petri em quatro campos e conta-se o número de conídios germinados e não germinados, retirando-se a média e determinando-se a porcentagem de germinados.

7.4 VIABILIDADE PARA FORMULAÇÃO LÍQUIDA
a. Utiliza-se a primeira diluição da suspensão original usada para análise de concentração.Pipeta-se 0,1 mL desta solução em 1uma placa de Petri com meio Batata-Dextrose-Agar. 
b. Acondiciona-se à temperatura de 25±2oC por 36 horas.
c. Faz-se a leitura em microscópio óptico com aumento de 40 vezes. 

d. Dividi-se a placa de Petri em quatro campos e conta-se o número de conídios germinados e não germinados, retirando-se a média e determinando-se a porcentagem de germinados.

8. DESCARTE: Descartar conforme procedimento LCB-POP-006.
9. REFERÊNCIAS: 
ALVES, S.B. Controle Microbiano de Insetos. Piracicaba: Ed. FEALQ. 1998. 1143p.
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