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RESUMO

No intuito de combater o mosquito Aedes aegypti métodos de controle tém sido testados
para substituir o uso de inseticidas quimicos, que provocam degradacdo ambiental e uma
alta resisténcia dos mosquitos frente a tais produtos. Assim, o uso de produtos naturais
como 0leos essenciais e biolarvicidas tem sido uma alternativa aos produtos quimicos
convencionais. No entanto, tais produtos apresentam limitagdes decorrentes da baixa
solubilidade em agua, alta volatilidade ou degradacéo por exposicéo a radiacdo solar. Para
minimizar estas incompatibilidades, a técnica de microencapsulamento é adotada como
protecdo, evitando o efeito de exposicdo inadequada dos ingredientes ativos. A producao
de microencapsulados tem diversas etapas e desafios a serem suplantados, 0 que se
buscou apresentar neste trabalho. Microesferas de Bacillus thuringiensis israelensis (Bti)
associadas ao Gleo essencial de Croton rhamnifolioides foram preparadas através do
método de coacervacdo simples por gotejamento da suspensao bioativa em alginato de
sodio a 1% e 2% em meio com CaCl». Os testes larvicidas com A. aegypti em estagio L3
foram realizados tanto no pd seco, resultado do biocultivo, como das microesferas
formuladas com este ativo e o 6leo essencial. A CL 50 e a CL 90 do pé seco foram de
0,12 mg/L e 0,21 mg/L, respectivamente, cuja atividades se mantiveram apds um periodo
de conservacdo de um ano a -10°C. As microesferas de Bti, Bti + 6leo essencial de C.
rhamnifolioides e microesferas de éleo de C. rhamnifolioides em alginato a 2% nao
apresentaram atividade larvicida, enquanto as microesferas preparadas em alginato a 1%
apresentaram 90% de mortalidade, quando se utilizou 3x 10* UFC/g Bti imobilizado. Os
resultados obtidos mostraram viabilidade para o uso de microesferas de Bti associado ao
0leo essencial de C. rhamnifolioides para o controle de Aedes Aegypti. Diante dos
resultados obtidos, os desafios da técnica de microencapsulamento foram estudados para
0 estabelecimento de parametros de tempo de exposi¢do, armazenamento e concentracdes
na obtencéo de microesferas com eficiéncia larvicida.

Palavras-Chave: Aedes Aegypti, Controle Ambiental, Biolarvicida, Microesferas.

ABSTRACT

In order to combat Aedes aegypti control methods have been tested to replace the use of
chemical insecticides, which cause environmental degradation and a high resistance of
mosquitoes to such products. Thus, the use of natural products such as oil essential and
biolarvicide has been an alternative to conventional chemicals. However, such products
have limitations due to low water solubility, high volatility and degradation by exposure
to light. To minimize incompatibilities, microencapsulation techniques are adopted as a
protection, avoiding the effect of inappropriate exposure of the active substance. In this
work, Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) were produced associated with essential oil
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Croton rhamnifolioides. The microspheres were obtained through the simple coacervation
method by dripping the suspensions in sodium alginate at 1% and 2% in CaCl, medium.
Larvicidal tests with A. aegypti in stage L3 were carried outboth on the dry powder
resulting from bioculture and on the microspheres formulated with this asset and the
essential oil. The LC 50 and LC 90 were, respectively, 0.12 mg / L and 0.21 mg / L,
whose activity was maintained after a period of one year of storage at -10°C. Bti, Bti +
Croton rhamnifolioides oil microspheres and Croton rhamnifolioides oil microspheres in
2% alginate did not show mortality, while 1% alginate microspheres showed 90%
mortality at 3x10* UFC / g immobilized Bti . The results obtained showed viability for
the use of Bti microspheres associated with essential oil C. rhamnifolioides for the control
of Aedes Aegypti. Challenges of the microencapsulation technique were studied to
estabilish as the parameters of exposure time,storage and concentrations in obtaining
microspheres with larvicidal efficiency.

Keywords: Aedes Aegypti, Biolarvicide, Environmental Control, Microespheres.

1 INTRODUCAO

Mais da metade da populacdo mundial vive em areas onde o mosquito da espécie
Aedes aegypti esta presente. A. aegypti é a principal espécie de mosquito que transmite
0s virus da zika, dengue, chikungunya e febre amarela para os seres humanos.
Normalmente tem como predominancia locais altamente povoados, mas, ao longo dos
anos, também esta se apresentando em locais menos habitados (MONTAGNER et al.,
2018). No entanto, o controle do vetor ainda é imprescindivel para prevenir essas doencas,
e seu papel em saude publica é o de prevenir a infeccdo mediante o blogueio ou a reducéao
da transmissdo (BRAGA; VALLE, 2007).

Uma das principais taticas adotadas para 0 combate ao mosquito é o uso intenso
de pesticidas quimicos (POLANCZYK, 2003). Contudo, 0 uso desses produtos vem
causando impactos negativos como a resisténcia fisiologica desenvolvida pelas larvas, a
poluicdo ambiental, a contaminacdo da cadeia alimentar e os efeitos nocivos a outros
insetos benéficos (GWAL et al., 2015), com uma evolucdo mundial na resisténcia em
muitas populagdes de A. aegypti (VONTAS et al., 2012). Entre as alternativas, 0s agentes
bioldgicos vém sendo usados nesse combate, a exemplo da aplicacéo de fungos, bactérias,
virus e extratos de plantas (VIANA et al., 2020).

Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) ¢ um biolarvicida ndo tdxico ao ser humano
e ao meio ambiente, e € uma das bactérias entomopatogénicas eficaz para o controle
bioldgico, o que as habilitam para aplicacdo em agua potavel no combate as larvas de
mosquitos (VIANA et al., 2020; BRAGA; VALLE, 2007). Além disso, o Bti apresenta

vantagens como ndo poluir o meio ambiente, preservar a fauna associada e possuir

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.7, n.6, p.63114-63130 jun. 2021



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

63117

propriedades toxicas contra os vetores da familia Culicidae (como o Aedes aegypti) e
Simuliidae (PINTO et al., 2009), chamados de borrachudos como a espécie Simulium
orbitale (BUFFOLO et al., 2016).

Bti exerce um efeito letal através de uma variedade de toxinas que séo ingeridas
pelas larvas e ativadas no intestino, causando ruptura das membranas celulares e morte
(BOYCE et al., 2013). A variedade das toxinas e a complexidade do mecanismo de acdo
do Bti proporcionam a reducgdo da resisténcia dos insetos a acdo inseticida (ROH et al.,
2007). Alem do uso dos biolarvicidas, substancias naturais como os 6leos essenciais tém
sido testados na expectativa do desenvolvimento de inseticidas naturais (KANIS et al.,
2012; MAR et al., 2018).

Os OGleos essenciais sdo compostos naturais volateis extraidos de diferentes
variedades de plantas. Sua composi¢cdo quimica varia, pois depende de cada espécie e até
mesmo da parte da planta de onde é extraido. Predominam em sua composi¢cdo 0S
derivados terpénicos, como 0s mono e sesquiterpenos, e os fenilpropandides (MIRANDA
et al., 2016). Os 6leos essenciais podem apresentar propriedades bioldgicas, tais como
larvicida, antioxidante, analgésica e anti-inflamatéria, fungicida ou antitumoral, o que ja
0s torna bastante utilizados na industria farmacéutica (COSTA et al., 2013). No entanto,
apresentam algumas limitacGes, como baixa solubilidade em &gua, rapida volatilizacéo e
oxidacdo dos constituintes quimicos, 0 que sugere a utilizacdo de sistemas carreadores
como as microcapsulas para uma melhor efetividade em seu uso (GONSALVES et al.,
2009).

A microencapsulacdo atua como uma protecdo, evitando o efeito de exposicéo
inadequada do componente ativo (SILVA et al., 2014). A técnica da microencapsulagdo
vem sendo usada para substancias que sdo sensiveis a temperatura, oxidacdo, umidade e
outras reacOes indesejaveis, permitindo que a liberacdo ocorra no local e no tempo
correto, utilizando o maximo potencial do ativo (GONSALVES et al., 2009).

A microencapsulacdo é uma maneira promissora de preparar o Bti para uso no
campo. N&o apenas por resistir a radiacdo ultravioleta, mas também por melhorar a
liberacdo lenta do produto, assim como estender o periodo do efeito residual. A
microencapsula¢do com alginato de sodio € o método mais estudado e eficaz, ocorrendo
quando uma solucéo de alginato de sédio contendo o ativo é titulada na presenca de
solucéo de CaCl, para obtencéo das microcapsulas (ZHANG, 2016).

O presente trabalho visou demonstrar os desafios encontrados durante a producao

de microesferas de Bti associado a 6leo essencial de C. rahminfolioides larvicida para
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combate ao mosquito Aedes aegypti, quando do estabelecimento de condicdes
experimentais em meio com alginato e cloreto de célcio. Variaveis como tempo de
exposicdo, tamanho e espessura das microesferas das microesferas impactam na

eficiéncia do método.

2 METODOLOGIA

O cultivo e preparo do p6 bruto seco ativo de Bti foi realizado no Laboratério de
Microbiologia do Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia de Pernambuco
(IFPE) - Campus Recife. Os bioensaios de atividade larvicida foram realizadas no
Laboratorio de Bioensaio SRCCV do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes (CPgAM)
da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) — Pernambuco. O preparo das microesferas foi
realizado no Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami da Universidade Federal de
Pernambuco (LIKA-UFPE).

2.1 OBTENCAO DO PO DE BTI SECO ATIVO
2.1.1 Preparo de meio de cultura

O meio de cultura utilizado para cultivo de Bti era constituido de glicose, extrato
de levedura e sais minerais e foi preparado segundo metodologia modificada de Arantes
et al. (2010). Inicialmente foram preparadas solucGes salinas concentradas (estoques) de
MgS0a4.7H20, KH2PO4, MnSO4.H20, CaCl2.2H20 e (NH4)2SO4 em agua purificada, nas
concentracdes de 0,1; 0,022; 0,04 e 0,1 g¢/L, respectivamente. As solucdes foram
conservadas em estoque sob refrigeracao.

Volumes de 50 mL de solugdo de extrato de levedura na concentragéo de 4 g/L
eram transferidos para Erlenmeyers com capacidade de 250 mL apds ajuste do pH para
7,0 +/-0,02 com NaOH 0,1M ou HCI 0,1M. Os frascos eram fechados com tampdes de
algoddo hidrofobo e esterilizados em autoclave vertical Phoenix/Luferco, modelo AV
SD-30, a 121°C +1°C por 20 minutos. A parte, preparava-se 47,5 mL de uma solucéo de
glicose na concentracdo de 8 g/L , adicionava-se 0,5 mL de cada uma das solucdes
estoques de MgS04.7H20, KH2PO4, MNSO4.H-0, CaCl2.2H20 e (NH4)2SO. e ajustava-
se 0 pH para 7,0 +/- 0,02 com NaOH 0,1M ou HCI 0,1M. Em seguida, utilizando cabine
de seguranca bioldgica Esco classe Il tipo A2, um volume de 50 mL da solugéo salina
glicosada era filtrado em kit de filtragdo com membrana estéril de 47 mm de didmetro,
porosidade 0,45 pm e transferido em seguida para cada Erlenmeyer contendo o extrato

de levedura previamente esterilizado. Os frascos contendo 100 mL de meio de cultivo
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eram submetidos a aquecimento adicional a 100°C em vapor fluente por 10 minutos,
resfriados a temperatura ambiente e incubados em estufa bacterioldgica Quimis Q316M4,
na temperatura de 30°C +/- 0,5°C por 24 horas para teste de esterilidade. Os meios

somente eram utilizados apos verificacdo de esterilidade.

2.1.2 Preparo de indculos de Bti

Uma fita impregnada com esporos de Bti, cepa LFB-584 da Colegéo de Culturas
do Género Bacillus e Géneros Correlatos — CCGB da FIOCRUZ foi inoculada em meio
liquido de Caseina Soja contido em tubo de ensaio e incubada em estufa bacterioldgica a
30°C +/- 0,5°C por 48 horas. Em seguida, foi realizada a transferéncia de aliquotas da
cultura para meio Agar Caseina Soja inclinado, seguido de incubag&o a 30°C +/- 0,5°C
por 48 horas. As culturas foram conservadas sob refrigeracdo por, no maximo, 2 meses e
eram reativadas antes de cada producdo em meio liquido. Os indculos eram finalizados
pela tomada de aliquotas da cultura recém-ativada para frasco contendo solucdo salina
estéril a 0,85% m/v e agitadas em vortex, até que a suspensao adquirisse turvacao igual a
da escala McFarland n° 10 (cerca de 3 bilhdes de UFC/mL).

2.1.3 Cultivo do Bti em meio liquido agitado

O volume do indculo para cultivo de Bti foi de 5% do volume inicial do meio de
cultura, baseado na metodologia de Boniolo et al. (2012).

Com auxilio de uma pipeta graduada estéril de 10 mL, 5,0 mL da suspensao
microbiana com padréo de turvacdo n° 10 na escala McFarland era transferido para cada
Erlenmeyer contendo 100 mL do meio de cultura para cultivo de Bti. Para Erlenmeyers
com 150 mL de meio de cultura, inoculava-se 7,5 mL da suspensdo. Os frascos eram
incubados a 30°C +/- 0,5°C sob agitacdo orbital de 200 rpm em mesa agitadora New
Brunswick Scientific, modelo C25KC, por 47 horas (LI et al., 2011). Frascos Erlenmeyer
contendo o meio de cultura para cultivo de Bti estéril também era submetidos a incubagéo

prévia como controle de esterilidade.

2.1.4 Obtencdo de p6 de Bti seco ativo

Ao final do cultivo do Bti em meio liquido sob agitacdo, os meios com a cultura
crescida eram distribuidos em tubos de centrifugacao tipo Falcon estéreis de 50 mL. Os
tubos eram pesados, sendo as massas dos tubos igualadas acrescentando-se agua

purificada estéril. Em seguida, os tubos eram centrifugados a 2200 xg em centrifuga de
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bancada FANEM Baby 206 BL, durante 10 minutos. Apos a centrifugacdo, descartava-
se 0s sobrenadantes em hipoclorito de sodio a 2% e o sedimento era seco em estufa a
85°C por 24 horas (BONIOLO et al., 2012). Em seguida os sedimentos eram submetidos
a lavagem por centrifugacéo, pela adicdo de aproximadamente 30 mL de agua purificada
estéril. Essa etapa era realizada trés vezes antes da secagem do sedimento em estufa a
85°C por 24 horas. Todos 0s sobrenadantes eram descartados em hipoclorito de sodio a
2%.

2.2 OBTENCAO DO OLEO ESSENCIAL DE CROTON RHAMNIFOLIOIDES

O oleo essencial foi obtido de folhas da planta Croton rhamnifolioides coletada
no municipio de Serra Talhada, localizado no sertdo do Estado de Pernambuco-Brasil,
sendo uma exsicata depositada no Herbario Professor Vasconcelos Sobrinho na
Universidade Federal Rural de Pernambuco, sob nimero de tombamento 49855. Para a
extracdo de 6leos essenciais, foi utilizada a técnica de hidrodestilacdo , por um periodo
de duas horas, utilizando uma adaptacéo do sistema de Clevenger, sendo constituido por
um bal&o de fundo redondo com capacidade de 5L, manta aquecedora Lucadema 5000,
unidade de refrigeracdo Biothec BT SOUR, condensador de tubo de bolas e um separador

de 6leo.

2.3 OBTEN(;AO DE MICROESFERAS
2.3.1 Preparo das suspensfes
2.3.1.1 Preparo das suspensdes do Bti + 6leo essencial + alginato de sodio a 2%
Pesou-se em cabine de seguranca bioldgica 0,1 g do p6 de Bti seco, fazendo o uso
de vidrarias e espatulas estéreis. Adicionou-se aproximadamente 10 mL de agua
purificada estéril e realizou-se a diluicdo agitando com bastdo de vidro estéril até
completa suspenséo. A suspensdo foi filtrada em papel de filtro quantitativo estéril, de 80
g/m? (gramatura) de 20-25um para retencéo de particulados oriundas de restos celulares,
para evitar entupimentos no bico dosador utilizado para o microencapsulamento,
Encapsulador Buchi B 385- Pro. Apoés essa etapa, adicionou-se 0,4 g de alginato de sodio,
0,1 mL de Tween 80% estéreis e diluiu-se até o volume final de 20 mL. A esta suspensdo
foi adicionado, em pequenas fragbes, um total de 2 mL do 6leo essencial de Croton
rhamnifolioides, agitando constantemente para manter a homogeneidade.

2.3.1.2 Preparo das suspensdes do Bti + 6leo essencial + alginato de sddio a 1%
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Pesou-se em cabine de seguranca bioldgica 0,1 g do pé de Bti seco, fazendo o uso
de vidrarias e espatulas estéreis. Adicionou-se aproximadamente 10 mL de &gua
purificada estéril e realizou-se a diluicdo agitando-se com bastdo de vidro estéril até
completa suspensdo. A suspensdo foi filtrada em papel de filtro quantitativo estéril, de 80
g/m? (gramatura) de 20-25um e em seguida, adicionou-se 0,2 g de alginato de sddio, 0,1
mL de Tween 80% estéreis e diluiu-se até o volume final de 20 mL. A esta suspensao foi
adicionado em pequenas fragdes, um total de 2 mL do 6leo de Croton rhamnifolioides,

agitando constantemente para manter a homogeneidade.

2.3.2 Producéo das microesferas

As microesferas de alginato de sodio preparadas com Bti + 6leo essencial +
alginato de sdédio foram obtidas através da técnica de co-acervacdo em etapa Unica
(VELOSO et al., 2009; VANISKI et al., 2017). Todas as solugdes utilizadas foram
esterilizadas previamente.

Utilizando um Encapsulador Buchi B 385- Pro as suspensdes contendo o Bti eram
gotejadas através de uma seringa de 10mL estéril, em uma solucdo de cloreto de célcio a
3% (m/v). A abertura interna do bico utilizado foi de 0,3 mm, com frequéncia de 1740
Hz e poténcia de 980 mV. O gotejamento da suspensao foi controlado por uma bomba de
injecdo com fluxo de 24 mL/min. Apos a formagdo, as microesferas permaneceram sob
agitacdo por 30 minutos e em seguida foram filtradas em papel de filtro estéril e lavadas
trés vezes com agua purificada estéril para eliminar a solucdo de cloreto de célcio da
superficie.

As microesferas foram observadas por microscopia Optica e microscopia
eletronica de varredura para avaliacdo da forma, coloracdo e homogeneidade, bem como

para verificacdo de eventuais defeitos na superficie.

2.4 ATIVIDADE LARVICIDA

Os ensaios de atividade larvicida foram realizados em triplicata, para cada tipo de
microcapsula produzida, utilizando grupo de 20 larvas de Aedes aegypti na fase larvar
L3.

Antes de iniciar o teste larvicida as microesferas foram depositadas em papel de
filtro estéril para secagem, dentro de cabine biologica. Apds a secagem, pesou-se
assepticamente em recipientes plasticos estéreis de 180 mL, triplicatas de 1,0 g e 0,5 g de

microesferas. Em seguida foi adicionado a cada recipiente 100 mL de agua purificada
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estéril e 20 larvas de Aedes aegypti em fase larval L3. Em cada ensaio realizou-se um
controle negativo de atividade larvicida, utilizando agua purificada estéril e as larvas.

A mortalidade das larvas foi verificada apos 24, 48 e 72 horas do inicio dos testes.
As larvas eram consideradas mortas quando ndo emergiam a superficie da solugédo
espontaneamente ou ndo respondiam ao estimulo de leve agitacdo dos recipientes
plasticos.

Os resultados de atividade larvicida foram expressos em % da taxa de mortalidade

das larvas apos 24, 48 e 72 horas de observacéo.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Microesferas sdo estruturas onde o material microparticulado encontra-se disperso
por toda a matriz da particula, enquanto nas microcapsulas o material ativo encontra-se
envolto pelo material encapsulante (ROKKA; RANTAMAKI, 2010; MATTE; ROSA,
2013).

Nesta secdo sdo apresentados os resultados obtidos durante a producgédo de
microesferas de alginato utilizando como substancias ativas esporos e restos celulares do
Bacillus thuringiensis, na forma de po seco bruto, associado com 6leo essencial das folhas
de Croton rhamnifolioides. As microesferas foram avaliadas quanto ao potencial
larvicida, resultado da liberagdo controlada, no combate ao mosquito Aedes aegypti em
sua fase larval 3 (L3).

3.1 PREPARACAO DAS MICROESFERAS

As etapas prévias & obtencdo das microesferas de Bti envolve um conjunto de
operacOes basicas que, embora em alguns casos pareca ser simples, como por exemplo
pesagem, secagem e centrifugacdo, exigem uma preparacao técnica especializada para
lidar com microrganismos de forma asséptica, sem que ocorra a contaminacéo do ativo
bioldgico por outros organismos interferentes (contaminagdo cruzada). Desde a
multiplicacdo da cultura microbiana estoque por inoculagdo nos meios de cultivo estéreis,
a producédo do cultivo esporulado proteico, a separagdo por centrifugacdo, secagem e
formulacdo para encapsulamento, sdo fases cruciais a serem protegidas para que nédo
ocorra contaminacdo externa ao produto final. Esses cuidados, realizados em escala
laboratorial, tornam-se mais complexos e também necessarios em escala industrial
(PEREIRA; MARTINS, 2016).
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Quanto a incorporacéo de substancias imisciveis como o 6leo essencial em agua,
s0 € possivel pela adi¢do de um agente emulgente, havendo sido utilizado para isso Tween
80% estéril, sob constante agitacdo, fase considerada mais critica para a contaminagdo
bioldgica externa, sendo por isso sempre realizada em cabine bioldgica com fluxo
laminar.

O sucesso na microencapsulacdo depende, em parte, das caracteristicas reoldgicas
da mistura a encapsular, principalmente quando se utiliza particulas micrométricas,
microbianas, onde grumos podem ser formados e causar entupimento do encapsulador. O
encapsulador Buchi B95-pro envolve a tecnologia de vibracao baseada na quebra de um
liguido em um fluxo continuo por uma vibracdo sobreposta. O uso dessa tecnologia tem
sido aplicada devido a necessidade de automatizacdo e capacidade de produzir
microesferas uniformes e monodispersas. Contudo, apesar de os parametros de producao
serem controlaveis neste processo semiautomatizado (tamanho do bico, frequéncia de
vibracéo, fluxo de asperséo e tensdo do eletrodo), o que influencia diretamente a producéo
uniforme de microesferas no microencapsulador € a viscosidade da solucdo polimérica
(BIANCO, 2016). Esse é um dos desafios para obter bons resultados no processo de
microencapsulamento. A viscosidade da solucdo interfere no entupimento dos bicos
atomizadores e ndo proporciona um bom fluxo de atomizacéo. Para evitar entupimentos,
0 pé bruto seco de Bti utilizado, ap6s suspensdo em meio liquido estéril, foi filtrado em
papel quantitativo estéril com capacidade de retencdo de particulas média maiores que 20
a 25 mm.

Os valores da frequéncia de vibracdo e do fluxo de aspersdo para uma boa
formagdo das microesferas foram determinados com a melhor configuragdo pela
utilizacdo de bico atomizador de 0,3 mm, frequéncia de 1740 Hz e poténcia de 980 mV.
O gotejamento da suspensdo se deu com fluxo de 24 mL/min.

De acordo com BORGOGNA et. al.(2010) a reologia da solucdo inicial utilizada
para a formacé&o das particulas de gel de alginato, deve ser levada em conta para a escolha
da técnica mais adequada; e que a natureza multicomponente da solucdo e a concentragédo

dos componentes, afeta fortemente as propriedades finais do sistema.
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3.2 CARACTERIZACAO DAS MICROESFERAS
3.2.1 Microesferas em alginato

A morfologia externa das microesferas do Bti + alginato a 2% e Bti + alginato a
2% + Oleo de Croton rhamnifolidides apresentou-se esférica, com bordas uniformes e

delimitadas. Aglomerados nao foram observados (Figura 1).

Figura 1 - Microesferas de Bti + 6leo essencial de Croton rhamnifolioides em alginato de sédio a 2% —
Aumento de 40x

FONTE: Os autores, 2018

Caracteristicas semelhantes foram encontradas no estudo de Junxin et al. (2011),
no qual foram obtidas microesferas de Bti em alginato com formato esféricos, regulares
e sem formacdo de aglomerados. Quanto mais regulares e uniformes forem as paredes das
microesferas, melhor € a eficiéncia do microenscapsulamento do ndcleo ativo.

As imagens obtidas via MEV indicaram que as microesferas de Bti + alginato a
2% + 6leo (Figura 2) possuiam superficie porosa, além de confirmar a morfologia esférica

com bordas uniformes.

Figura 2 - Superficie de microesferas Bti+ alginato a 2% + 6leo essencial de Croton rhamnifolioides
(rugosa) MEV

FONTE: Os autores, 2018
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O tamanho das microesferas de Bti + 0leo + alginato a 2% apresentaram um
tamanho médio de 356 um, e um méaximo de 417,6 pm, valores proximos aos obtidos por
ZHAO et. al.(2015) ao utilizar alginato a 2% (268,2 um) ¢ 4% (404,6 um) na
microencapsulacao de Lactobacillus acidophilus, cujo aumento do diametro, segundo 0s
autores, esteve relacionado ao efeito de aumento da viscosidade, desfavoravel para a
emulsificagéo durante a agitacéo.

Para as microesferas de Bti + 6leo + alginato a 1%, as caracteristicas obtidas foram
similares as microesferas com parede a 2%, sendo estas uniformes, circulares, sem

aglomerados, com diametro consistente em média 316,8 um (Figura 3).

nato a 1%- MEV

Figura 3 - Microesferas de Bti + él +algi

Identificacao: Microesferas - BTI-1% Alginato

Contrast= 60.0 % EHT =20.00 kV Detector = QBSD wo= 22 Analista: Marcela Lima
: . = 22mm
Brightness = 227 % |Probe= 50nA Mag= 500X & Date :14 Dec 2018

FONTE: Os autores, 2018

3.3 ATIVIDADE LARVICIDA DAS MICROESFERAS

Foram realizados trés bioensaios das microesferas de Bti + 6leo + alginato a 2%,
dos quais nenhum apresentou mortalidade frente as larvas de mosquito Aedes Aegypti
apos 24 horas de exposicdo. Diante dos resultados insatisfatérios de atividade, foram
realizados ensaios com 0,59 e 1,0g de microesferas de Bti + 6leo + alginato 1%, material
com microcapsulas de parede mais fina. Os resultados de mortalidade % frente larvas L3

para massas de 0,5 g e 1,0 g nos tempos 24, 48 e 72 horas estdo apresentados na Tabela
1.

Tabela 1 — Reduc¢do % do nimero de larvas de A. aegypti expostas a microesferas de Bti + éleo + alginato
al%

Microesfera Tempo de contato (horas)
g/ UFC 24 45 72
0,5 /1,5x10* 40% 50% 50%
1,0 /3x10* 60% 80% 90%
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Conforme mostrado na Tabela 1, resultados satisfatorios de mortalidade de 40%,
em relagdo as larvas mortas/vivas, foram observados com 24 horas de exposicdo para
massa de 0,5 g de microesfera; para 1,0 g de microesferas, o resultado foi de 60% ap06s
24 horas. A massa de 1,0 g corresponde a 3,0 x 10* UFC/g de Bti.

4 CONCLUSOES

Diante dos testes realizados com as microesferas de Bti com 6leo essencial de
Croton rhamnifolioides, foi possivel concluir que as microesferas do Bti com dleo
essencial de Croton rhamnifolioides em alginato a 2% ndo possuem atividade larvicida
contra 0 Aedes aegypti. As microesferas do Bti com 6leo Croton rhamnifolioides em
alginato a 1% possuem atividade larvicida contra o Aedes aegypti. A atividade larvicida
das microesferas de Bti com 6leo essencial de Croton rhamnifolioides em alginato a 1%
apresentou resultados satisfatorios apds 24, 48 e 72 horas, comprovando assim a
eficiéncia do microencapsulamento como protetor da substancia ativa, aumentando o seu
efeito residual apds um periodo de exposi¢do das larvas do Aedes aegypti.

A eficiéncia de um processo de microencapsulamento é alcangada a partir da
padronizacdo de parametros criticos como viscosidade da solucdo polimérica,
compatibilidade entre o polimero e a substancia ativa, aléem das variaveis de fluxo de
gotejamento, pressdo e frequéncia. E necessario encontrar, através dos testes, a equagio
ideal para obtencdo de paredes e formas regulares do microencapsulamento.

No presente trabalho, ao padronizar com fluxo de gotejamento continuo a camada
do polimero usado, no caso o alginato de sodio, as microesferas apresentaram-se mais

regulares, o que proporcionou a eficiéncia na atividade larvicida proposta.
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