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1 INTRODUCAO

O recobrimento homogéneo e 1rreverswe1 de polie-
dros de Baculovirus com particulas finas de dife-
rentes minerais pode oferecer prote(;ao contra a a-
gado deletérea da fragao ultravioleta da luz solar.
(0] present:e trabalho descreve a preparat;ao e carac-
terizagao de corpos de inclusdo poliédricos de Ba-
culovirus anticarsia heterofloculados com cristais
cubicos positivamente carregados de CaFp, usados
como sistema modelo. Os poliedros sao recobertos ir
revers:l.velmente, conforme medidas de mobilidade e-
letroforética. Sois de atapulgita também mostram al
gum grau de depos:u;ao, que pode ser observada  por
microscopia eletronica de varredura.

Os Baculovirus sdo usados como agentes de controle bio-

1égico para grande nimero de pragas de lepiddpteras com impor-

té8ncia agrondémica. No Brasil, é crescente o uso de B. anticar-

sia (AgNPV) para o combate de Anticarsia gemmatalis, o princi-
pal desfolhador da cultura de soja (19).
A inativagao do virus a campo pela fragao UV-B (280-320

nm) (6) da luz solar é apontada como o principal fator que li-
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mita o uso do Baculovirus como inseticida (3,4,11, 12, 16, 1¥). Dbi-

ferentes materiais tém sido adicionados as formulagoes para pro-

teger os Baculovirus da inativacgao: moléculas gque -absorvem se-

letivamente UV-B, usadas em cosméticos, como o acido p-amino-

que absorvem no
de

benzdico (21, 22); branqueadores fluorescentes,

UV e emitem no espectro visivel, como o derivado estilbeno

Tinopal (15);
encapsulados (1, 2,8,9) ou ndo (15).

minerais como negro de fumo e didxido de titanio,
A eficacia desses compostos
KILLIPCK

tem sido motivo de controvérsia. Em trabalho recente,

(14) ndo foi capaz de reproduzir, a campo, OS resultados de MAR
TIGNONI (15) e SHAPIRO (22),

respectivamente. Uma possibilidade é

que usaram lignossulfonato de sO-

dio e riboflavina, que ©S

separando o virus do
do

e a interacdo fisico-qui

depdsitos sejam redistribuidos pela chuva,

agente protetor. A maioria dos trabalho refere-se a mistura

virus com os mais diversos adjuvantes,
mica entre as particulas ndo tem sido investigada.
A hipotese do presente trabalho é que o revestimento da

superficie dos poliedros com particulas minerais finas, reves-
pode prover uma protegao

de-

timento este homogéeneo e irreversivel,
mais efetiva contra a radiagao UV. O nivel de protegao ira

pender das propriedades de espalhamento de luz do mineral usa-

do.
Uma das alternativas para cobrir a superficie dos corpos

de inclusdo poliédricos é a heterocoagulagdo, fendmeno que 0=

guando se misturam dispersodes de partlculas com cargas e-
as

corre

1étricas de sinais opostos. Devido a atracgao eletrostatica,

particulas se unem. Do ponto de vista tedrico, a heterocoagula-

gao é um processo simples, que foi recentemente revisto por HAR

LEY et al (7). O presente trabalho descreve a preparagao

racterizagao de poliedros recobertos com CaF, e atapulgita.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

Toda &gua utilizada foi bidestilada em equipamento Pyrex.

Sais de KNO3, NaF e Ca(NO3)3 sdo de qualidade P.A.,

e foram u-

sados sem purificagdo adicional.
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e ca-

2.2 METODOS
2.2.1 purificagao dos poliedros

Larvas criadas massiv: 3o i :
£ sivamente sao infectadas no 52 instar,

e deixadas apodrecer, a temperatura ambiente, em recipiente com

vedado, durante aproximadamente um més.

pletamente A massa

as-
sim obtida é filtrada em tela de nylon e diluida até 10 g/1 (mas-

sa seca). A suspensao é entdo centrifugada a 12 000 xg em

cen-=

trifuga continua Sharples, modelo T-1. Purificagdes adicionais
sdo feitas com agua bidestilada; apos 15 minutos de centrifuga-

gdo a 3 000 xg, o sobrenadante ¢ descartado, bem como a parte

de
poliedros e dispersa em agua destilada e novamente centrifugada

a 3 000 xg. ob-

servagao microscopica indicar preparagao de elevada pureza. A

inferior do precipitado, pesadamente contaminada. A massa

Essa operagac € repetida inumeras vezes, até a

dispersdo é mantida sob refrigeragao até o momento do uso (25).

2.2.2 Mobilidade eletroforética

A velocidade eletroforética das particulas foi determi-

nada em um eguipamento Rank Brother, por observagao microscopi-

ca de uma cela de secgao transversal retangular, contendo ele-
trodos de platina nas extremidades, adaptados a cela por meio
de*juntas de vidro. As particulas se movem sob a agdo de campo
e}etrico, e 4 registrado o tempo gasto para percorrer uma dis-
tincia fixa; cada quadrado do reticulo da lente tem 31,7p de
lado. As mobilidades foram medidas no nivel estaciondrio, e re-
presentam a média de pelo menos 20 determinagoes do tempo de
trajeto; o potencial aplicado variou de 20 a 80 volts; a dis-

tdncia entre os eletrodos é de 7,61 cm. O eletrdlito usado para
Preparar as suspensdes foi 5 mM de KNOj.
to com 0,1 M de HNO3 e KOH.

0 ajuste de pH foi fei

2.2, i i oni
2.3 Microscopia eletrdonica de varredura

A caracterizacaoc morfoldgica dos poliedros e dos polie-

drOS - . . - -
recobertos foi feita em microscdpio eletronico de varredu-

ra - . . -
JEOL - JXA 840 A, apos a metalizagao das amostras solidas

pPor deposicao de cromo em metalizador - tipo JEOL - modelo JEE-
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4X. A amostra para analise ao microscopio eletronico de varre-
dura (MEV), foi fixada sobre porta-amostra metdlico de aluminio
e recoberta por fina camada de cromo (cerca de 150 A de espes-
sura) a fim de tornd-la condutora. As fotomicrografias repre-
sentam imagens de elétrons secunddrios obtidos por camera foto-
grafica Pentax - MX, acoplada ao microscdpio eletronico de var-
redura JEOL-JXA 840 A, operando a 20 KV.

2.2.4 Preparacdo de séis de fluoreto de calcio

Injeta-se 10 ml de uma solugao 0,4 molar, por meio de u-
ma seringa de vidro Pyrex, sobre uma solugio 0,2 molar de Ca(NO3) 2,
diluida em 500 ml de dgua. O recipiente é entdo selado com fil-

me de plastico e a dispersao agitada por 24 horas.

2.2.5 Preparacaoc de séis de atapulgita

Atapulgita €& um mineral inorganico coloidal, espessante,
essencialmente inerte, que ndo incha em dgua. Os cristais tém o
formato de agulha e saoc quimicamente descritos como silicato de
magnésio e aluminio hidratado. O sol foi obtido pesando-se 3,33
g de Attagel 50 e 0,05 g de NagP04, que foram em seguida

persos em 100 ml de dgua, com equipamento Ultra Turrax.

dis-

2.2.6 Heterofloculagao

Foram adicionadas quantidades crescentes da dispersao co
loidal (sol) de CaF, a 5 ml de virus contendo 1,46 107 polie-
dros/ml, contados em camara de Newbauer e diluidos em 200 ml de
8 . 107 3M de NaNOj. A mistura foi usada para medidas de mobili-

dade eletroforeética.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Medidas de carga superficial sao importantes para combi-

nar poliedros com carregadores € diluentes no desenvolvimento

de formulagoes. Também, germitem avaliar reprodutibilidade en-
tre preparagoes, quantificar a interagao com surfactantes, su-
perficies e outras particulas. Pela técnica da mobilidade ele-
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- - ’ s
troforética e possivel observar os poliedros intactos, sem ne
: =

nhum tipo de desnaturagdo. Um dos mais dificeis problemas no es

tudo de superficies bioldgicas é o estabelecimento de superfi-

. : e .
cies limpas e reprodutiveis (10). Essa questdo é particularmen-
te relevante para o sistema em estudo, se for levado em

conta
que o método de purificagdo envolve uma etapa de digestdo mi-
crobioldgica nao controlada (13, 25). Embora as superficies biold-

gicas difiram consideravelmente, elas apresentam cargas da mes-
ma ordem de grandeza (carga liquida negativa, & pH 7,0) (10).

Portanto, a determinagdo de um ou dois valores de mobilidade
ndo é suficiente para caracterizar tais superficies. A Figura 1

apresenta os resultados de mobilidade eletroforética de duas
preparagoes de poliedros, purificadas apenas com dgua destila-
da. As diferengas encontradas sdo pouco significativas, o que

indica preparagoes reprodutiveis. SMALL (23) encontrou resulta-

dos similares para trés outras espécies de Baculovirus.

FIGURA 1 - MOBILIDADE ELETROFORETICA DE POLIEDROS DE B.

anti-
carsia VERSUS pH, EM MICRA/SEG/VOLT/CM
M
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Os pontos r

epresentados por circulos cheios -foram medidos em equipamento

Rank Brother (17) e os circulos vazados, em Zeta Sizer.
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As particulas de maior interesse para o recobrimento de
poliedros sao as argilas, material relativamente barato, dispo-
niveis em grande quantidade, e facil de manusear. Porem, uma
dispersdo coloidal de argila é um sistema bastante complexo por
que estdo expostas diferentes superficies cristalograficas, que
estudo

Can,

podem originar cargas opostas (20). Dessa forma, para o
inicial da heterocoagulagido, foi escolhido o coldide de

que permite a preparagao rapida e reprodutivel de particulas pe

quenas, cubicas, com estreita faixa de distribuigao, e positi-
vamente carregadas em ampla faixa de pH.
A Figura 2 mostra os resultados de mobilidade eletrofo-

rética, cujos pontos vazados foram reproduzidos de GONZALEZ (5),

gue empregou 0 método de deslocamento da camada limite.

FIGURA 2 - GRAFICO DE MOBILIDADE ELETROFORETICA EM MICRA/ SEG /
VOLT / CM VERSUS pH, PARA SOLUCAO DE CaFg

A Figura 3, reproduzida do trabalho de GONZALEZ (5) ,
mostra os cristais cilibicos de CaFp, e foi obtida por microsco-

pia eletronica de varredura (MEV) .
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FIGURA 3 - FOTOMICROGRAFIA DE
TAMANHO MEDIO 200 nm

PARTICULAS COLOIDAIS DE CaF, -

Concentragoes crescentes dos cristais coloidais de CaF,

foram adicionados a poliedros de AgNPV, mantidos a uma concen-
tragao fixa e pH 5,5. A Figura 4 mostra os resultados de mobili
dade eletroforética: devido ao seu tamanho, da ordem de 2,2 mi-
cra, as particulas de Cal's nao podem ser visualizadas através
do microscdpio acoplado ao equipamento de mobilidade, e os va-

lores obtidos correspondem a superficie dos poliedros.

FIGURA 4 - MOBILIDADE ELETROFORETICA DE POLIEDROS DE AgNPV, EM

MICRA/SEG/VOLT/CM VERSUS CONCENTRRCﬁO DE CRISTAIS DE
Can, EM mg/100 ml

o.04 oo oS ool

Cone

Pesticidas R.léc.Cient., Curitiba, v. 2, n. 2, 1992 29



Observa-se gue, a baixas Concentragaes de CaFp, a mobi-
lidade é negativa, com valores prdximos aqueles dos poliedros
purificados (Figura 1). A medida que se aumenta a concentracao
de CaFo, ha um correspondente aumento na mobilidade. Os resulta
dos indicam gue o recobrimento ocorre em uma faixa muito estrei
ta de concentragao de CaFp, a partir da qual as medidas se tor-
nam praticamente constantes. A irreversibilidade da heterocoagu
lagao foi confirmada dispersando-se os poliedros recobertos em
dgua destilada, recuperando-os por centrifugacido e dispersando-
os novamente. As sucessivas medidas de mobilidade mantiveram-se
constantes.

A heterocoagulagao pode ser vizualizada nas Figuras 5, 6
e 7. A Pigura 5 mostra resultados de microscopia eletronica de
varredura de poliedros purificados, sendo possivel observar u-

nidades bem delimitadas, com superficies lisas.

FIGURA 5 - MEV DE POLIEDROS PURIFICADOS - AUMENTO 9.500 x

v QU

As Figuras 6 e 7 mostram poliedros heteroccagulados com
CaF,. A mistura permaneceu em contato por 6 horas, e a seguir

foi seca, moida, e analisada por microscopia eletronica de var
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redura. Observa-se a agregagao de particulas muito pequenas em

volta dos poliedros.

FIGURA 6 - MEV DE POLIEDROS HETEROCOAGULADOS COM CaF. - AUMENTO
7.000 x

2

FIGURA 7 - MEV DE POLIEDROS HETEROCOAGULADOS COM CaFs - AUMENTO
3.300 x
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Com o objetivo de verificar a heterococagulacao em um sis

tema real, 50 ml de atapulgita dispersa em agua foram mistura-

dos a 50 ml de suspensac contendo cerca de 25 mg de poliedros
(massa seca). O pH da mistura resultante foi mantido entre 6,5
e 7,0. Apés seis horas de contato, a mistura foi filtrada em
Millipore e seca sob silica gel. As Figuras 8 e 9 mostram os re

sultados de microscopia eletronica de varredura dos poliedros

tratados com atapulgita.

FIGURA 8 - MEV DE POLIEDROS MINERALIZADOS COM ATAPULGITA - AU-
12.000 x

MENTO

FIGURA 9 - MEV DE POLIEDROS MINERALIZADOS COM ATAPULGITA - AU-
MENTO 11.000 x
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4 CONCLUSAO

E possivel obter superficies reprodutiveisde poliedros de
g#ﬂmgﬂiiggzéig extraidos de lagartas com infecgao terminal,
S6is de CaF, e de atapulgita recobrem poliedros de B.

anticarsia, conforme evidenciado por microscopia eletrdnica de

varredura.
Sois de CaF, recobrem irreversivelmente poliedros de B.
anticarsia, conforme evidenciado por medidas de mobilidade e-

letroforética.

Abstract

The homogeneous and irreversible coating of Baculovirus poliedra with fine
particles of different minerals can offer protection against the UV
deleterious action. The present work describes an inclusion body
preparation and characterization, and a further heterocoagulation with
cubic and pngitive crystals of CaFp, used as a model system. The poliedra
are irreversible coatings, as demonstrated by eletrophoretic mobility
measurements. Atapulgita sols also present some degree of coating, as seen
by scanning electron microscopy.
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