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RESUMO

O controle biologico de simulideos por meio da bactéria Bacillus thuringiensis subesp. israelensis
(Bti) tem sido realizado sobre larvas de Simulium pertinax, em virtude da sua patogenicidade. A
aplicacao de polimeros biodegradaveis como matriz para proteger e estabilizar agentes ativos permite
manter o carater toxico e seletivo do bioinseticida, protegendo-o do meio ambiente. além de auxiliar
na cinética de liberacdo do agente. Neste trabalho produziu-se e caracterizou-se particulas compostas
por blendas de poli (L-acido lactico) (PLLA) e poli(acido lactico-co-glicélico) (PLGA) 75-25
encapsulando uma suspensdo comercial de Bti (Teknar SC), e avaliou-se uma proposta de bioensaio. A
producdo das particulas teve como base o método de emulsdo e evaporagao do solvente com produgdo
de particulas de PLLA/PLGA nas propor¢des 50:50 e 80:20. As particulas com e sem Bti foram
caracterizadas quanto ao efeito da presenca desse, além de densidade aparente, estabilidade térmica,
mortalidade atingida e morfologia. O plaqueamento indicou o encapsulamento de Bti; as amostras
atenderam ao critério de flotabilidade estabelecido; houve maior estabilidade térmica com a adi¢do de
Bti; analises morfologicas apresentaram esferas lisas, 30 dias ndo foram suficientes para observar
degradacdo. A proposta de bioensaio de longa duragdo se mostrou possivel, porém o uso de larvas
selvagens comprometeu as analises.

Palavras-chave: borrachudo; microparticulas; polimeros biodegradaveis.

INTRODUCAO

Os simulideos (Diptera, Simuliidae) sdo insetos com hébitos diurnos, que habitam
corpos hidricos de aguas limpidas e com correnteza. A fémea da espécie Simulium pertinax
apresenta antropofilia acentuada e comportamento hematofago, provoca picadas que causam
prurido intenso e irritacdo, podendo induzir reagdes imunologicas severas. Tendo em vista o
comportamento da espécie e suas consequéncias para o desenvolvimento socioecondmico em

locais de ocorréncia, o controle desta espécie deve ser feito em seus locais de foco (PAIVA,

2002; SHELLEY et al., 1997; SILVA, 2007). Dentre as 4 fases de desenvolvimento, ovos,
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larvas, pupas e adultos, o controle € realizado principalmente sobre as larvas (CUNHA, 2004)
e pode ser feito com o uso de entomopatdgenos, os componentes ativos dos bioinseticidas.

Destacada pela sua elevada poténcia larvicida o Bacillus thuringiensis subesp.
israelensis (Bti) tem sido utilizado no controle de larvas de Simulium pertinax (borrachudos)
como principio ativo por sua patogenicidade (DE BARJAC, 1978; BECKER, 2000; ROSSI,
2007; SANTOS et al., 2010). Isso porque apds a ingestdo do Bti pela larva do inseto alvo, os
cristais proteicos, responsaveis pela atividade toxica da espécie, sdo solubilizados no sistema
digestivo elevando a absor¢do d’dgua no intestino levando-o a ruptura e desintegracdo
(VILAS-BOAS et al., 2007; ANGELO et al., 2010; COPPING & MENN, 2000; SILVA,
2007).

O Bti possui baixa estabilidade fototérmica, o que dificulta o aproveitamento desta
bactéria. Tendo isto em vista, e também que o Bti tem uma meia-vida no ambiente de 12-32
horas e uma atividade larvicida de uma semana ou mais, o uso de formulacdes que o
mantenham ativo no ambiente por um intervalo de tempo maior ¢ necessario. Estas
formulagdes devem ter propriedades aderentes, emulsificantes, dispersantes, protetoras contra
radiagdo, flutuantes, atrativas, ou praticamente inertes (WEIMANN, 2014, SILVA, 2007).

Segundo Rodrigues et al. (2014) os revestimentos poliméricos sdo mais eficazes pois
garantem menores perdas por lixiviagdo, volatilizacdo e fixacdo. Polimeros como poli (4cido
lactico) (PLLA) e o poli (acido lactico-co-glicolico) (PLGA), sdo poliésteres relativamente
hidrofobicos, instaveis em condi¢cdes umidas e biodegradaveis a subprodutos atdxicos (acido
latico, acido glicdlico, dioxido de carbono e 4gua) usados em trabalhos de sistema de
liberacdo de agentes ativos, principalmente farmacos (ERBETTA et al., 2011).

O presente trabalho teve como objetivos avaliar o efeito do encapsulamento de uma

suspensao concentrada de Bti comercial (Teknar SC) e a propor um bioensaio prolongado.

METODOLOGIA

Para a sele¢do do método de produgao das particulas usou-se os seguintes critérios:
procedimento que ndo envolvesse aquecimento acima de 30°C; métodos de preparagdo das
particulas em emulsdo agua-oleo-agua (A/O/A), gerar microparticulas com densidade inferior

a da agua, ambientalmente amigaveis, inertes ao encapsulado e que permitissem o controle de
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liberagdo do bioinseticida. Como material de partida utilizou-se blenda polimérica de PLLA
com o PLGA, (este ultimo apresentando propor¢ao de acido lactico e glicolico de 75:25).

Obtencao das particulas: A metodologia utilizada baseou-se naquela sugerida por Ito et
al. (2007) modificada por Weimann (2014). O Quadro 01 apresenta a propor¢cdo em massa
entre os dois polimeros usados e a indicacdo de presenca ou auséncia de Bti.

Quadro 1 - Nomenclatura empregada e composi¢do das amostras.

Amostras PLLA (% m) PLGA (%m) Bti
50_50_SBti 50 50 Sem
50 _50_CBti 50 50 Com
80 20 SBti 80 20 Sem
80_20_CBti 80 20 Com

Determinacio da atividade do Bti: Para avaliar a incorporagdao do bioinseticida na
matriz polimérica foram realizados testes de plaqueamento Weimann (2014) da torta e
sobrenadante da filtracao, assim como uma amostra de Teknar SC ¢ um teste branco.

Densidade aparente das microparticulas: foi determinada em triplicata de acordo
com Weimann (2014).

Bioensaio: Baseou-se no método proposto por WHO (1999) descrito em Guideline
Specifications for Bacterial Larvicides for Public Health Use. Propos-se um bioensaio com
duracdo de 30 dias, para isso, houve a substituicao de larvas, apos 10 e 20 dias. em virtude do
tempo de acdo larvicida do Bti no meio ambiente. Antes de cada nova inser¢do foram
retiradas as larvas do periodo anterior, encerrando os testes ao trigésimo dia (30° dia) com a
retirada das larvas restantes no Laboratorio de Meio ambiente da Univille.

Empregou-se o software Origin® por meio de analise de diferenca estatistica
significativa, ANOVA One Way, utilizando teste de Tukey com nivel de significancia de 95%,
entre as médias geradas nos testes de densidade e no bioensaio.

Caracteriza¢ao morfologica das particulas: microparticulas de composigdes sem e
com Bti, iniciais e apds 30 dias de degradagdo foram secas a 30°C por 1 h, fixadas em um
suporte metalico, por meio de uma fita adesiva de carbono dupla face, e recobertas com fina
cama de ouro (marca Sputter Coater, modelo Bal-Tec SCD 050) sob vacuo durante 120

segundos. Em seguida, analisadas em microscopico eletronico de varredura (MEV) JSM
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Joinville/SC, sob aumentos de 50 a 500 vezes, com uma tensao de 10 kV.
RESULTADOS E DISCUSSAO

O plaqueamento permitiu verificar o encapsulamento da formulagao.

A densidade aparente das amostras demonstrou que todas as amostras apresentaram
densidade menor que 1 g/mL, entre 0,58 e 0,70 g/mL, atendendo ao critério de flotabilidade
desejado.

A partir do bioensaio, o teste branco teve alta mortalidade e variacao entre as coletas o
que comprometeu os demais testes. De acordo com Paiva (2002) as larvas de simulideos
vivem em cursos de rios limpidos e com correnteza e se alimentam filtrando particulas
nutritivas, desta forma o ambiente oferecido em agua parada ndo favoreceu sua alimentacao e
fornecimento de oxigénio, acarretando na alta mortalidade encontrada. As médias das
amostras foram similares principalmente ao teste branco e Teknar SC. Houve grande variagdo
entre as amostras e coletas, visto pelo desvio padrdo e variagdo das médias, o que se deve do

uso de larvas em diferentes estdgios de crescimento.
CONCLUSOES

Houve o completo encapsulamento do Bti para as composi¢des 50:50 e 80:20 e estas
atenderam o critério de flotabilidade das particulas.

O bioensaio de longa duracdo mostrou-se possivel, no entanto os resultados indicaram
que houve problema de adaptacdo das larvas selvagens, atribuido as condi¢des que nao
favoreceram a alimentagdo e introdugdo de oxigénio que as larvas dispunham no ambiente
natural. Dessa forma sugere-se um ciclo de adaptacdo das larvas selvagens antes de proceder
o0 ensaio ou a utilizag¢ao de larvas padronizadas.

A andlise morfoldgica e de superficie das particulas demonstrou ndo haver evidéncia
tanto de degradacdo das particulas apos 30 dias quanto de liberagdo de Bti encapsulado.

Aspecto que corrobora o resultado obtidos no bioensaio.
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