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Visando a producdo de uma formulacdo capaz de proteger, promover liberacdo retardada, manter a viabilidade e a
viruléncia de esporos do fungo entomopatogénico Beauveria bassiana contra insetos-praga que atacam culturas de
coqueiro, Rhynchophorus palmarum, foram desenvolvidas microparticulas ou pellets utilizando-se 0 nanocomposito
polimérico alginato/bentonita como material de nicleo. Os pellets foram formados pelo gotejamento em cloreto de
calcio a partir da mistura do material de nucleo e da suspenséo de conidios fangicos em duas diferentes concentracdes,
séries 1 e 2. Foram avaliados: o percentual de encapsulagéo de conidios, o indice de intumescimento dos pellets (1i%) e
sua capacidade de liberacdo in vitro dos conidios da formulagdo. O nanocompdsito mostrou ser uma potencial matriz
para B. bassiana, no entanto, pelos resultados do presente estudo, concentragdes intermediarias de suspensdo flungica
devem ser avaliadas para se alcancar o equilibrio entre a estabilidade dos pellets e a liberacdo modificada do fungo.

Palavras-chave: Beauveria bassiana. Rhynchophorus palmarum. Bioinseticida. Alginato de Sddio. Bentonita Sédica.

Introducéo

A importancia do agronegécio do coco é notoria para a economia brasileira, especialmente para o Nordeste,
onde se concentra mais de 90% da produgdo nacional. Cultura tipica de clima tropical, o cultivo do coco é encontrado
em areas desde o estado do Para até o Espirito Santo e, em termos de importancia econdmico-social, assume posicao
importante como atividade geradora de emprego e renda. No entanto, surtos de pragas em palmeiras, como o coqueiro,
comprometem essa cultura e os prejuizos causados pela broca-do-olho-do-coqueiro Rhynchophorus palmarum aos
produtores de coco tém destaque [1,2]. O Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (Mapa) incentiva cada
vez mais 0 uso de inseticidas bioldgicos, ou bioinseticidas, no combate as pragas nas lavouras. O Agrofit, sistema
eletronico de consulta pablica do Ministério da Agricultura (MA), ndo tem registro de nenhum bioinseticida contra R.
palmarum. Bioinseticidas a base de fungos entomopatogénicos ja sdo amplamente utilizados no controle microbiano,
mas os conidios fingicos sdo muito sensiveis a fatores externos (abi6ticos), como calor, radiagdo, umidade, variagdes
de pH, portanto sua microencapsulacao é desejavel, a fim de proteger a matriz fingica desses fatores, mantendo suas
principais caracteristicas [3,4]. Além disto, pode vir a garantir maior aderéncia do produto no inseto e/ou no coqueiro,
proporcionando maior eficiéncia na aplicacdo e maior estabilidade para que possa ser armazenado por um tempo maior.
Assim, o presente trabalho propde o desenvolvimento de bioinseticida de B. bassiana sob a forma de pellets de
nanocompdsito polimérico de alginato e bentonita de s6dio como materiais de nicleo para investigagdo contra R.
palmarum.

Parte Experimental

Obtengdo da suspensdo de conidios. Culturas do fungo foram obtidas a partir do semeio do isolado CPATC-032
(Embrapa Tabuleiros Costeiros) em placas de Petri contendo meio nutritivo BDA (Batata-Dextrose-Agar) (Himedia,
india). As placas foram mantidas em estufa (Solab, Brasil) a 26°C por 7-10 dias e fotoperiodo de 12 horas. As
suspensdes utilizadas nos experimentos foram preparadas a partir da raspagem de colénias do fungo com alga de platina
com ponta em forma de “L” e inoculagdo em agua destilada com Tween 80® (Sigma-Aldrich, Alemanha) a 0,02% como
espalhante adesivo. Estas suspensdes foram filtradas em gaze estéril para retirada do micélio e a concentracdo de
conidios determinada em cdmara de Neubauer (hemacitdmetro) (New Optik, Brasil) ao microscopio dptico (Metrimpax
Hungary/PZO-Labimex, Polénia).

Obtencdo das formulacGes bioinseticidas. Os pellets de alginato ou alginato-bentonita contendo B. bassiana foram
produzidos pelo gotejamento em solugdo de cloreto de calcio 0,25 M (Vetec, Brasil) da suspensédo obtida pela mistura
dos respectivos materiais apés 1 hora de agitagcdo a temperatura ambiente [3-7]. A concentragdo do alginato de sddio
(Sigma-Aldrich,Alemanha) foi fixada em 1%. Foram avaliadas como varidveis: a concentracdo de bentonita sodica
(Bentec Laviosa, Itélia) (0; 0,5; 2%) e a concentracdo de conidios (série 1: 2x10’e série 2: 6x10°conidios/mL),



12° Congresso Brasileiro de Polimeros (12°CBPol)

produzindo, respectivamente: ab0; ab0,5; ab2; ABO; ABO,5; AB2. Os pellets foram separados por filtracdo em papel
filtro, lavados 3 vezes com agua deionizada e secos em capela de fluxo laminar vertical (Filterflux, Brasil) [5]. Os
experimentos foram realizados em triplicata.

Estimativa do percentual de encapsulacdo. Foi obtida por meio da diferenca entre a quantidade de conidios inicial e a
contagem de conidios no material residual, ou seja, presente no sobrenadante e agua de lavagem.

Determinagdo do indice de intumescimento ("sweeling”). 50 unidades de pellets de cada formulagdo foram separados e
pesados para obtencdo do peso médio. Em seguida, esta mesma amostra foi imersa em agua destilada por um periodo de
12 horas, seca suavemente e repesada para obtencdo do indice de intumescimento (1i%) (Eq.1), onde Wi é o peso dos
pellets apds intumescimento e Ws o peso dos pellets secos [6].

o = WS 100
170 = WS

Equagcéo 1: Indice de intumescimento (1i%).

Estudos de liberagdo in vitro. 10 pellets foram semeados em BDA, de forma que foram dispostos aleatoriamente em
toda extensdo da placa. Foi acompanhado o crescimento do fungo por observacéo visual da germinagéo miceliana [7].

Analise Estatistica. Os experimentos foram conduzidos em triplicata e os dados obtidos foram tratados através de
analise de variancia (Anova) pelo programa GraphPad Prism 5.00.

Resultados e Discussao

A utilizacdo de biopolimeros, com destaque para os alginatos, justifica-se por serem de facil degradacéo
hidrolitica e enzimatica, biocompativeis e ndo tdxicos. Além da capacidade de formar géis insolliveis em agua através
de ligacOes cruzadas com cations divalentes, a exemplo o cloreto de calcio. Contudo, estes géis apresentam uma alta
porosidade, resultando em niveis elevados de difusdo do principio ativo nele contido. A associacdo alginato/bentonita
proporciona tanto a diminuicdo desta porosidade quanto protecdo contra quelacdo. Em termos gerais, a utilizacdo de
nanocompositos polimero/argila permite um melhoramento, dentre outros fatores, das propriedades de barreira,
estabilidade térmica e dimensional e de suas propriedades mecanicas [7,8]. Esta melhoria foi comprovada durante a
formacdo dos pellets, que se mostraram mais firmes e bem definidos em misturas com concentracdo mais alta de
bentonita, além de serem formados mais facilmente no momento do gotejamento. A reticulagdo da mistura biomassa
fermentada/nanocompositos poliméricos em cloreto de calcio gerou pellets firmes, resistentes ao toque e bem definidos
(Fig. 1a) na série 1, ao passo que na série 2 (Fig. 1b), onde se utilizou concentragdo de conidios mais elevada, eles se
mostraram um pouco mais frageis, chegando mesmo a coalescer, independente da concentragéo de bentonita avaliada.

Figura 1: Pellets resultantes da série 1: (a) recém-obtidos; (b) secos.

Este resultado também foi observado por Pasqualim et al., que relataram a deformacdo das microparticulas de
alginato quando a capacidade de encapsulacdo do material foi excedida [9]. A figura 2 apresenta os valores de conidios
encapsulados e, apesar do aumento da concentracdo de conidios na série 2, em ambas as séries ndo foi encontrada
diferenga significativa entre as quantidades inicial e final de conidios. Assim, a medida que a quantidade de material
encapsulado aumenta, a espessura das microparticulas diminui e, portanto, sua resisténcia também. Isso justifica a
instabilidade dos pellets obtidos pela série 2, 0s quais provavelmente também atingiram a capacidade de encapsulagao
da B. bassiana.
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Figura 2: Quantidade de conidios encapsulados em (a) série 1; (b) série 2.
Resultados expressos como média + erro padrdo e estudadas pela andlise de variancia
(ANOVA) para multiplas comparacdes utilizando-se nivel de significancia P<0,05.

A diferenga entre os pellets das séries 1 e 2 refletiu também em sua capacidade de intumescimento, revelando
menores valores de intumescimento para os pellets da série 2 (Fig. 3).
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Figura 3: Comparacéo entre os indices de intumescimento (1i%) das séries 1 e 2.
Os pesos seco e apos intumescimento foram expressos como média + erro padréo e
estudados pala anélise de variancia com dois fatores (Two-way ANOVA) com valor de P<0,001.

O semeio dos pellets em meio nutritivo na série 1 resultou em germinagdo miceliana a partir do quarto dia, em
apenas uma placa (ab2) e ao redor de um Unico pellet (Fig. 4). J& para na série 2, esta germinagdo ocorreu a partir do
segundo dia, ao redor de todos os pellets semeados e em todas as placas. Este resultado pode estar associado a alta
concentragdo de conidios utilizada ou até mesmo a fragilidade da estrutura dos pellets ocasionada pela alta carga
fangica a que foi submetido o material.

Figura 4: Germinacdo miceliana a partir de pellets ab2 semeados em BDA
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Conclusao

O alginato de sodio é um biopolimero derivado do &cido alginico que tem a habilidade de formar de gel,
retendo uma grande quantidade de 4gua em seu interior sem que haja dissolucdo. E bastante utilizado em formulagdes
farmacéuticas e tem sido amplamente aplicado em técnicas de microencapsulagdo, sendo altamente biocompativel e
biodegradavel. Sua associacdo a bentonita sodica, argila mineral, é promissora, j& que resulta em um material
nanocompasito com propriedades organicas e inorganicas, capaz de potencializar a encapsulacao de principios ativos. O
presente estudo evidenciou suas propriedades encapsuladoras para a biomassa fermentada de B. bassiana. A técnica de
reticulacdo utilizando-se CaCl, gerou pellets com capacidade de incorporar conidios, mesmo em grandes concentracdes.
Os pellets resultantes da suspensdo com concentracdo mais baixa, série 1, resultou em valores mais altos de
intumescimento, e, apesar deste ser um fator importante para prever a liberacdo dos esporos no meio ambiente, esta ndo
ocorreu de forma satisfatoria dentro das condicdes e periodo de tempo estudados. Nos experimentos da série 2 a
capacidade de encapsulacdo do material foi provavelmente extrapolada, isso resultou em reducdo da estabilidade dos
pellets e em indices de intumescimento menores, o que pode explicar a liberagdo rapida dos conidios fungicos. Diante
dos resultados obtidos, o nanocompdsito mostrou ser uma potencial matriz para B. bassiana, no entanto, como
perspectiva, concentracdes intermedidrias de suspensdo flngica devem ser avaliadas para se alcangar o equilibrio entre
a estabilidade dos pellets e a liberacdo modificada do fungo.
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