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Etapas do desenvolvimento de uma formulagao po molhavel para o Baculuv1rus

anticarsia: secagem e caracterizagao da superficie do pulledro. Elaudla C.

Medugno*, Marina L. Castro*; Gaspar Gonzalez **.

KRR

Baculovirus anticarsia & um patogeno usadu para o contrule da AntiCarsia

_gemmatalis, 0 mais 1mpurtante desfolhador da cultura da soga A apllcaqao

doh v1rus em larga escala requer o desenvolv1mento de uma formulagao que
atenda as exigencias de qualldade de qualquer - defen51vo qu1m1c0
convencional As primeiras etapas selecionadas psra o estudo de uma
formulacéo po molhavel foram a caracterlza;ao da_ superflcle guanto a
moffologié i(MEU) .8 cérga, e a‘ 1nfluenc1a do metodo de secagem na

dlsper81b111dade das partlculas ‘D v1rus fDl obtido no ENPSd,VpDr crié;%o

Amassal de lagartas 1nfectadas no 5 1nstar, coletadas em fase termlnal e
,mantldas a lB” D ate o momentu do uso. A purlflcagao dos polledros foi

fe1ta pelD método de van der Geest CDm_ pequenas‘ modlflca;oes. As

dlspersues resultantes apresentam uma dlstrlbu1;ao de tamanhu entre 1 6 e

1.9 mlcra, permanecendo 1nvar1avel quando a prepara;ao f01 armazenada ate
B meses SDb refrlgeragao. As dlspersoes foram secas pDr lloflllza;ao,

_spray dryer e estufa (27°C). o processo de secagem prnvoca dlferentes

alteragoes nas proprledades superf1c1als das partlculas, que se refletem
no seu estadu de agrega;ao quando os poliedros sao dlspersos novamente em

agua.

(> CNPDA/EMBRAPA{' ** CENPES/PETROBRAS)



A rapida proliferagao no pais da cultura
da soja, propiciou um ambiente favoravel a multiplicé;éo de pragas. A

g ‘ 5w .
Anticarsia gemmatalis e o principal desfolhador dessa cultura, causando

redugan da area foliar ou sintetizante, o0 que acarreta redugao
substancial na produgao de graos. O Centro Nacional de Pesquisa da Soja
(CNPSo) iniciou, em 1979, um programa de controle bioldgico visando
reduzir os problemas decorrentes do uso excessivo de produtos quimicos. O
programa resultou na implantagso, bem suscedida, do usoc de um virus de

poliedrose nuclear (VPN) de Anticarsia demmatalis, também referido como

N de Ag ou Baculovirus anticarsia (1). A utilizagao do patogeno foi

‘eita de forma simples, com a maceragao de lagartas mortas, coagem e
iplicagao, com a obtengao de resultados satisfatdorios. A seguir, c CNPSo
2senvolveu um processo para a formulagao do virus: adigao de caulin ao

acerado, secagem ao ar com circulagao forgada e controle de temperatura,

moagem. 0 método é simples = de baixo custo, e esta sendo usado em
equena e media escala, nos diversos laboratorios regionais do pais.
tualmente, em termos de area atingida, este € o msinr programa de uso de
irus de inseto a nivel mundial. O CNPSo estima que, em 1989, foram

ratados cerca de 600 000 hectares.

No entanto, a expansao do uso do virus
aquer o desenvolvimento de formulagoes com caracteristicas que atendam
i exigencias de qualidade de qualquer defensivo quimico convenciocnal: a

ilidade de fluir, molhar, dispersar e suspender com pouca formagao de
osuma, e de se manter estavel nas condigoes de estocagem. As formulacaes

inseticidas biologices  devem possuir algumas caracteristicas
icionais. Assim, quandoc eplicado na area alvo, o patogeno deve se

s ‘.
jalhar rapida e uniformemente,

4]

. ’
permanecer viavel por um perilodo

1cientz de tempo. A formula

R

a0 nao pode interferir com o processo de
30 e, sSe posssival, deve asumsntar a chance de transmisso da doenga.
abém, e fundamental a manutencgao ds viabilidade & virulencia durante
5 as etapas do processc. 0 produtc deve apresentar uma  vida de
celeira superior a 18 meses. £ necessario gue a tecnologis de aplicagao

a compativel com as ja existentes no mercado. E, mais importante, o
.sto  da formulagae & 2 disoonibilidade dos componentes deve resultar em

um produto de prego competitivo.



A forma final do defensivo representa um. -
. . ks . T . £ . .
compromisso entre as propriedades fisicas e guimicas do ingrediente
. . . N . ~ - 0 \ ~
ativo, a eficiencia agronomica, e fatores ligados a sua produgao e
comercializagio. Por exemplo, a estabilidade bicquimica de preparagoes

. 3 . . . z . .
purificadas de Baculovirus anticarsia esta diretamente relacionada com as

condigOes de umidade e temperatura. Atividade significativa em preparagoes
de poliedros podem estar presentes apos congelamento por 20 anos. No
entanto, a medida que a temperatura se eleva, a viruléncia é gradualmente
perdida. Assim, suspensoes liquidas de virus purificado devem ser mantidas
frias ou congeladas. Na faixa entre 3B-40° C €& observada uma
significativa perda de atividade no periodo de semanas. A temperaturas
acima de 50°C, a atividade viral e perdida em horas ou minutos (2). Com
excegao das preparagoes com acetona, a estabilidade das formulagoOes secas
tem sido consideravelmente maior que as que utilizam agua como velculo,
como por exemplo, as formulagoes flowable. Esses argumentos justificam a
selegan de uma formulagao seca para o virus purificado. A formulagao pod
molhavel, selecionada para ser desenvolvida no Centro Nacional -de
Pesquisa de Defesa da Agricultura (CNPDA), um projeto do gqual este
trabalho faz parte, e produzida e estocada na forma solida, e suspensa em
dgua apenas no momento da aplicagao.

Essencialmente, um pd molhdvel @
composto pelo principio ativa, surfactantes, inertes, e possiveis
adjuvantes, como os agentes de adesao, que conferem as caracteristicas de
deposigao em folhas, filtros solares, compostos gustatorios para a atragao
de insetos, etc. A gualidade de uma formulagao po molhavel € julgada pela
rapidez da molhabilidade quando misturada em agua, e pela estabilidade da
suspens3o formada quando a formulagao é diluida nas condigoes de aplicagaa
no campo. O principal componente de uma formulagao & o principio ativo, e
¢ essencial o conhecimento de suas propriedades fisico-quimicas. A menor
unidade a ser considerada pelo formulador e o poliedro, ou corpo. de
inclusao. Esse grupo de virus caracteriza-se pela formagao de massas
proteicas no interior do nlicleo das células infectadas. As particulas -de
virus estdo oclusas na matrix de forma randomica, sem interferir na
regularidade da estrutura cristalina. Para as diversas espécies, o tamanho
varia de 0.5 até 15 micra, com um formato irregular, semelhante a um cubo,
tetraédro ou dodecaedro. A maioria dos virus usados comercialmente tem
sido formulados como pd molhdvel, e a secagem constitui uma etapa

importante no desenvolvimento do produto. Neste trabalho, foram



utilizadas tecnicas de caracterizagao de superficie, como primeira etapa
do desenvolvimento de uma formulagao. Também, foram comparados os efeitos
de tres metodos diferentes de secagem sobre as propriedades de
dispersibilidade dos poliedros.

2

Materiais e Métodos

Poliedros de Baculovirus anticarsia

foram produzidos no CNPSo por criagao massal de larvas infectadas no 5
instar (cerca de 2 cm), com uma suspensao contendo 1,0 10% poliedros, e
mantidas a 28°C, em dieta artificial. Apds 6 a 10 dias, quando as larvas
estavam 1infectadas terminalmente, eram coletadas e armazenadas a -18° C,
atée o momento do uso. Os poliedros foram purificados pelo método de van
der Geest (1968), substituindo-se as duas etapas de centrifugagao em
sacarose por centrifugagao diferencial com solugao 0.1% de dodecil sulfato
de sodio (SDS). 0O material resultante é armazenado na forma de suspensao
concentrada, a 5°C.

A caracterizagao morfologica dos
poliedros foi feita por microscopia eletronica de varredura (MEV), apds a
metalizagao das amostras so0lidas por deposigao de cromio em egquipamentos
JEE-4X (metalizador) e Hitachi S450. 0 microscopio optico utilizado foi um
Nikon Fluorfoth tipo 114. A distribuigao de tamanho de particulas foi
efetuada em um egquipamento Malvern 3600 E, por difragao a laser de baixa
potencia, otimizado para pds dispersos em meio liquido. As amostras sao
adicionadas no tangue de ago inox do equipamento, onde sao agitadas e
bombeadas por um caminho de circulagao até a cela. A dispersaoc das
amostras e auxiliada por agitagaoc e ultrasom.

As medidas de mobilidade eletroforética
foram efetuadas em um equipamento Mark II, com microscopio binocular (Rank
Brothers, Cambridge, England), em uma cela cilindrica, eguipada com um
eletrodc de platina; o potencial aplicado variou de 20 a B0 volts, e a
distancia entre os eletrodos foi de 8,27 cm. Cada quadrado do reticulo tem
27,5 micra de lado. As mobilidades foram medidas no nivel estacionario, e
representam a média de pelo menos 20 determinagoes do tempo de trajeto. As
suspensoes foram preparadas em solugaoc 1mM de KNO , e o pH foi ajustado

com solugoes 0,1M de HC1l e NaOH.



As amostras foram secas a partir de uma
suspensgu estoque, armazenada a 5° C, por ‘tres metodos dlfereﬁféé'
a) secagem por mini Spray Dryer Buchi modelo BU 190, temperatura de
alimentagao B5° C; temperatura de saida 40° C; concentra;ab de solldos nD
fluxo de entrada igual a 5 %; b) secagem ao ar, em Estufa Fanem, mantlda
a 27° C; c) secagem por liofilizagao, em um equipamentoc Virtis; cerca de
3 g da suspensao .foram rapidamente congeladas comt uma mistura -de

, '
acetona/gelo seco, permanecendo a vacuo por cerca de 12 horas. = .l

3 - Resultados P L4

3 - 1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Uma suspensao .cencen-

trada de.poliedros'foi£§épa a

¥

27° C, e a chservagao mediante

MEV (foto 1) permlte

[ SR FL

d15t1ngu1r 4f? pofﬁedrus

formadas, de tamanho aprox1mado

2. micra. Embora se obserye

muitos agregados, estes nao
aparecem - como ‘uin’ floca™ ou
’ , e v
coagulo, mas e posivel observar
p
que as particulas mantem. sua
integridade, com contornos

nitidos.

Foto 1 - MEV de Baculovirus anticarsia, aumento de ZSDD'XILQ

3 - 2 Distribuigao de tamanho

Na figura 1 Dbseva se o hiéfgé}éma
obtido para a suspensao de lelEerS purlflcadus. E 1nteressante notar que
esses poliedros, desde sua formagao nos nlcleos dos dlversos tec1dus da
lagarta, nunca foram submetldos a secagem. Todas as partlculas lgstap
distribuidas entre 1.6 e 1.9 micra de dlametrn "~ Ds resultados ‘coafi£m66>.

os valores de tamanho observados por MEV. Amostras da suspensao original,

armazenadas a 5° C por um periodo de tempo que variou de 1 dia a 8 meses,



apresentam padroes de distribuigao identicos ao da figura 1, indicando

que, casg haja formagaoc de flocos,

eles sao rapidamente quebrados nos

primeiros instantes de agitagao ultrassonica a que sao submetidas as

amostras.

Figura 1 - Histograma da suspensao de poliedros purificados.
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Foto 2 - Micrpscopla optica de
poliedros agregados.

aumento de 1000 X.

Microscopia optica con-
firma a existéncia de poliedros
isolados, monodispersos. Quando
o material e seco a 27°C até
peso constante, ha uma
modificagao radical no

histograma, com o aparecimento

de barras para diversos
tamanhos, sem que haja uma
distribuigao de particulas
definida, conforme pode ser
visto na figura 2. 0
histograma mostra uma

equivalencia entre as barras, e
nao ha preponderancia de nenhum
tamanho de particula na faixa
de 1.6 até 27 micra, indicande

a formagao de agregados de

poliedros, o que e confirmado por microscopia dptica comum (foto 2).
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Figura 2 - Histograma de paliedros secos a 27°C, e resuspensos em agua.
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0 histograma de um material submetido a secagem por spray apresenté ‘umé
distribuigao de ‘tamanho mais estreita, com a nitida predominéncié de -
particulas de tamanho entre 1.6 e 1.9 micra (figura 3). 0O histograma de
uma dispersao de poliedros submetidos & liofilizagdo apresentou um
comportamento  intermedidrio em relagao as amostras anteriores. Ha
predominénciar de particulas com 1.6 e 1.9 micra de diémetro, e os

agregados alcangam um maximo de B micra, figura &.

Figura 3 - Histograma de poliedros secos por spray dryer e.resuspensos em

N
agua.
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Cada uma dés amostras, de cada processo de secagem, foi deixada no tanque,

com agitagao ultrassonica e circulagao forgada, por diversos periodos de

tempo, e a analise dos histogramas revela que os agregados formados em

cada caso, apresentam diferengas acentuadas na dispersibilidade. Assim,

mesmo apos 30 minutos de permanencia no tangue, o histograma da amostra

N ~a v . . - .
seca a 27° C nao se alterou significativamente. Para o material -seco . por



. . . . o~ M ~ R
spray, sutmetido as mesmas condigoes de agltagao, por 10 minuteos, houve
uma modificagac no histograma, com o aumento, em altura, das barras em 1.6
e 1.9 micra, e a concomitante redugao das barras de maior tamanho,

indicando a quebra dos aglomerados (figura 5).

Figura & - Histograma de poliedros secos por liofilizagao e resuspensaos em
agua.
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Figurg@ 5 - Histograma de poliedros secos por spray dryer, Tesuspensos em

agua, e deixados sob agitagdo ultrasonica por 10 minutos.
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3 - 3 Mobilidade eletroforética

Poliedros em suspensao adquirem uma
carga eletrica como resultado da ionizagao de grupos superficiais. Com a

. » 5 . ~ . .
tecnica de eletroforese, as particulsas sao examinadas livres,



monodispersas. A aplicagzo de um campo elétrico em tal sistema, ' causa um
movimento tangencial de uma fase em relagao 3 outra, & uma velocidade que
depende do potencial no plano de cizalhamento, o potencial zeta. A tecnica
permite medir a rargas .o poliedro 1ntacto, sem qualgquer forma de
denaturagan. A mudanga da mobilidade de uma superficie ionogénica com o
pH do meio de suspensao e, essencialmente, uma titulagao dos grupos
superficials carr=gados (5). Este parametro pode ser transformado em
potancial zeta utilizando-se a equagao de Smoluchowski. Estudos recentes
tem utilizado medidas de potencial zeta .para outras especies de
baculouvirus (L) . AR Tabela 1. mostra os resultados de mobilidade

.. . . . ;
eletroforetica nfre o Baculovirus anticarsia, e tambem os valores

encontrados por SMALL, 1987, para Spodoptera littoralis, Tricoplusia ni GV

e Tricoplusia ni NPV.

PH T. ni B T.ni NPV S Litt NPY B. antic.
2.0 +0.55 +0.72 +0.79 -

2.5 - - - +2.99
3.0 +0.41 +0.69 +0.69 +2.13
4.0 -0.52 -2.13 +0.37 +1.59
5.0 -3.69 -3.34 -1.96 -1.32
6.0 -3.83 -3.03 -3.63 -L.16
7.0 ~3.65 =%, 1% -3.99 _

Tabela 1 - Mobilidade eletroforética vs pH para 4 espécies de baculovirus

A tabela mostra que ha algumas diferengas
pouco significatives entre os resultados aqul apresentados e os das outras
preparagoes. Assim, a mobilidade eletroforetica a pH mais baixo que o

ponto isoelétrico & mainr para o Baculovirus anticarsia. As mobilidades

sao semelhantes em pH maior que o ponto isoelétrico. O ponto isoelétrico,
determinado a partir de graficos de mobilidade versus pH, também variou
muito pouco para os diversos virus estudados NPV de B. éntiéaréiav esté
eletricamente neutro a pH 4.5; NPV de S. littoralis, a pH &.2; NPV de T.

ni, a 3.2; GV de T. ni, a 3.45.



+3 § SMALL, 1887, relaciona a
% malor carga e o0 maior ponto
+2 < isoeletrico de S. littoralis
AN ao maior tamanho de
poliedro dessa especie (1.1 a
1.5 micra) e, consequentemen-

. ’
te, ao maior numero de grupos

. - d - 0 .
ionizavels. 0 B.anticarsia se

ajdsta a essa interpretac%n,
ao lado de maior carga e maior
ponto isceletrico que a S.
littoralis, também apresenta
um diametro significativamente

maior (1.6 a 1.9 micra).

Figura 6 - Determinagac do

ponto isoelétrico para quatro

baculovirus, por eletroforese. (e ) GV de T.ni; (B) NPV de T. ni;

(0)S5.littoralis; (e) B. anticarsia.

4 Discussao

Apesar do uso intensivo de baculovirus

como agente de controle de pragas, ha poucos estudos sobre as
s 1 - . . . & ~
caracteristicas superficiails dos poliedros, ou corpos de 1inclusao. No
’ . ’ . -
entanto, tecnicas de superficie podem ser usadas para monitorar as

modificagoes que ocorrem durante as diversas etapas de desenvolvimento de
uma formulagao. Foi visto que os poliedros de B. anticarsia estao
acampreendidos entre 1.6 e 1.9 micra de diametro. Essas dimensoes excedem a
maioris das particulas coloidais. forém, ac se tratar um poliedro como um

iz & possivel definir, wpelo menos em parte, os fatores fisico-

[ X%

cols

x . . ”~ - pe ~
guimicos envolvidos em fencmenos como estabilidade contrz agregsgao,

adesac a superficies e interagac com outras particulas. Por exemplo, a

sdesso da B, anticarsia a superficies carregadas negativaments (6),
coma o vidro, a pHs inferiores a 4.5, pode ser explicadas por resultados
de mobilidade eletroforética. Medidas de cargas sao importantes também

para orientar na selegac do inerte. A estabilidade de um sistema coloidal



depende da existéncia de forgas repulsivas que impegam sua coagulagao,
devido as forgas atrativas London-van der Waals. Para um sistema homogeneo
(poliedros em égua), na ausencia de outros componentes, as forgas de
repulsaoc sao de natureza eletrostatica e, quando duas dispersaes sao
misturadas, a estabilidade do sistema resultante vai depender da carga
superficial de cada especie envolvida. Dessa forma, dispersoes de carga
oposta serao instéveis, e a atragao eletrostatica entre as particulas,

somada a atragao de London-van der Waals, fara com gue o sistema apresente

heterocoagulagao (7). Heterocoagulagao significa agregagac das particulas
e formagao de flocos que se separam facilmente do meio liguido, por
sedimentagao.

Foi visto gue, quando uma suspensao de
poliedros ¢ seca por tres processos diferentes, ha uma acentuada
modificagao no padrao de distribuigao de tamanho, quando o material e
redisperso em agua. 0 conhecimento desses dados é importante para o
formulador por diversos motivos. A manutengao das particulas no estado
disperso representa um i1tem importante no controle de qualidade, além de
garantir a suspensibilidade dentro de limites exigidos por lei (8). A

acentuada agrega;éo gue ocorre quando a disperséo € seca ao ar, resulta na
formagao de unidsdes de até 27 micras. Como a densidade dos poliedros esta
em torno de 1.25 g/cm® (3), agregados desta dimensaoc sedimentam muito
rapidamente, e suspensibilidades inferiores a 60% sao obtidas. Informacoes
sobre distribigao de tamanhao servem para auxiliar na escolha dos
adjuvantes. No caso de um pd molhavel, uma grande diferenga de tamanho
entre os poliedros e o inerte, ira causar segregagao das particulas guando
a formulagao e suspensa em agua, afetando a sua distribuigao no campo.
Pequenas quantidades de material devem ser distribuidas em grandes areas,

2 wuma cobertura uniforme do ativo sobre a cultura aumenta a chance de

suscesso no controle da praga. A composigac diluida precisa manter-se em
suspensao por um periodo de horas, ou algumas vezes, dias, em uma
variedade de pulverizadores que podem ou nao ser agiltados. Os corpos de

inclusao sao o meio pelo qual o virus é transmitido e persiste fora do

hospedeiro. 0 modo mais comum de entrada de baculovirus em hospedeiros
suscetivels e per os. 0 sucesso da infeccgao depende da aquisigao de uma
dose efetiva para iniciar a replicagao no inseto alvo, e essa aquisigao

sera controlada pela distribuigao da dose de virus.



A selegan de uUm PLOCEREED i @00

Adm  muitns outrog fatores. Uma analise de cnsic, pors f
A & -t - ’:‘ . ( R e
favorscs A secanem por spray, gquando comparadas 8 liafilizagao (9. oo
nonia de vista da dispersibilidade, os resultados desse trahbalho
favorecem essa tecnica. Porém, resultados conclusivos rtequooem a8

complementasao  desses dsdos  com ensaics bilologicos de  viabl

. ’ ) . - N .
Poliedros de Baculovirus anticarsia tem uma tamanho compreendido entre 1.0

A secagem ao ar de preparagoes purificadas de poliedros produz aglomerados

; . . c ot ; _
resistentes, com tamanho ate 27 micra, dificeis de redispersar.

A  secagem por spray dryer resulta em um material pouco aglomerasdo =
. . 4

facilmente dispersivel.

£, mobilidade eletroforética de Baculovirus anticarsia e semelhante a

descrita para outras preparagﬁes,
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