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RESUMO

Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) possui cristais proteicos que atuam como larvicida, embora apresente baixa fotoestabilidade. Estudou-se o efeito de um protetor químico contra a inativação solar do Bti em uma formulação sólida granular. Adaptou-se uma formulação cuja composição, em massa baseava-se em 4% de polímero, 60 % de dissacarídeo, 6 % de tensoativo, 20 % de protetor UV além de 10% de Bti. Houve determinação dos perfis granulométricos (PG) e seleção daquelas com tamanho inferior 0,2 mm. Essas foram caracterizadas quanto à estabilidade térmica (TGA); morfologia, (MEV) e o efeito da composição das amostras sobre a densidade dos grânulos. As micrografias evidenciaram formas irregulares. A presença do fotoprotetor favoreceu a redução do diâmetro médio, enquanto o Bti apresentou efeito inverso. A incorporação do bioinseticida aumentou a estabilidade térmica dos grânulos. As densidades mantiveram-se em torno de 0,75 g.mL-1, o caráter tóxico dos grânulos foi superior ao do Bti puro.
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INTRODUÇÃO
O controle atual da população de insetos é realizado, principalmente, por inseticidas químicos, cujo uso indiscriminado causa danos ambientais e à saúde humana. Uma alternativa aos inseticidas químicos é o controle biológico, que constituem os componentes ativos dos bioinseticidas ou inseticidas biológicos (¹). As bactérias destacam-se como alternativa nesse controle e dentre estas, o Bacillus thuringiensis (Bt) é o mais empregado (2). Na última década o larvicida biológico Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) vem sendo utilizado mundialmente (3), como princípio ativo de bioinseticida por sua patogenicidade e especificidade sobre larvas de borrachudos (Simulium pertinax) (4) entretanto, pode sofrer degradação na presença da luz.

A tecnologia de formação de grânulos abriu caminho para aglomerados ou versões encapsuladas que podem dar uma melhor proteção contra radiação U.V, chuva e vento (5). Nesses casos, a formulação busca melhorar a distribuição e liberação no ambiente, bem como aumentar sua persistência, protegendo-o, por exemplo, contra a ação da radiação ultravioleta (6). 

A partir desse conjunto de observações, o presente trabalho teve como propósito estudar uma formulação sólida granular contendo fotoprotetor para o Bti visando à aplicação na superfície de água corrente.
METODOLOGIA


Para a produção dos grânulos, foi adaptada a formulação, a partir da qual se manteve as mesmas porções percentuais, em massa, dos compostos e foi substituindo-se o herbicida pelo Bti. Nesta proposta usou-se a lactose como dissacarídeo, a polivinilpirrolidona (PVP) como revestimento, tween 20 como tensoativo e a hidroquinona como protetor UV (7).


O procedimento de obtenção dos grânulos está apresentado na forma de fluxograma na Fig. 1.
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Fig. 1: Fluxograma do processo de produção da formulação granular contendo Bti.
A partir da formulação base prepararam-se quatro amostras com aproximadamente 05 g cada e cuja nominação e variáveis estão descritas na Tab. 1.

Tab. 1: Identificação das amostras e variáveis analisadas, de acordo com a concentração de fotoprotetor e bioinseticida.
	Identificação da Amostra
	Hidroquinona
	Bti

	
	Sem (*)
	Com (+)
	Sem (*)
	10 % (+)

	H1B0
	+
	*

	H1B1
	+
	+

	H0B0
	*
	*

	H0B1
	*
	+


O perfil granulométrico foi obtido a partir de 25 g das amostras, pesadas em pesa filtro e secas na estufa por aproximadamente 30 °C por 2 h. Levaram-se as amostras com e sem Bti em forma de pó a um conjunto de peneiras para separação das diferentes granulometrias. Utilizaram-se as peneiras de 0,50 mm, 0,35 mm, 0,25 mm, 0,20 mm, 0,125 mm e fundo. Ajustou-se o conjunto de peneiras em vibração de media frequência durante 15 minutos. Em seguida, pesou-se o conteúdo retido em cada uma das peneiras. As alíquotas de cada peneira foram armazenadas em tubos de ensaio e cada um desses foi envolvido com papel alumínio. Selecionaram-se, para a caracterização, as amostras com diâmetro inferior a 0,20 mm para realização das próximas análises de caracterização.
A estabilidade térmica das amostras e do Bti puro ocorreu por meio da análise termogravimétrica (TGA) conduzidas em um equipamento da TA Instruments, sendo as amostras submetidas a um intervalo de temperatura variando de 25 ºC a 450 ºC, com taxa de aquecimento de 10 °C/min, em atmosfera inerte (N2) a 50 ml min-1.

Para a caracterização morfológica dos grânulos, as amostras foram secas a 40 ºC por 1 h, sendo revestidas com ouro em um metalizador Baltec durante 120 s seguindo então para o microscópico eletrônico de varredura (MEV) DSM 940A da marca Zeiss. Já a determinação da densidade das amostras foi realizada com auxílio de picnômetros, conforme NBR 11.585/1991, em triplicata.

Os bioensaios seguiram a metodologia descrita em Guideline Specifications for Bacterial Larvicides for Public Health Use (8). Logo, para cada um dos cinco copos plásticos de 200 mL abastecidos com 100 mL de água destilada, foram transferidas 10 larvas do organismo Aedes albopictus quatro desses recipientes, receberam as amostras formuladas e Bti puro, sob quatro diferentes concentrações, 0,5 g/L, 1 g/L, 2 g/L  e 3 g/L. O copo restante foi utilizado como controle, contendo apenas larvas. Utilizando o programa estatístico Probit determinou-se a concentração letal do produto para matar 50% da população larva empregada em cada análise (CL50).
RESULTADOS E DISCUSSÃO

As formulações granulares apresentam extensa aplicação na área farmacêutica (9) sendo também aplicada para herbicidas (7) e pesticidas (10). Isto porque essas formulações apresentam aspectos positivos para sua aplicação como: o tamanho dos pós e que os formulados tem o principio ativo liberado em uma taxa controlável ao meio aplicado. Entretanto, as formulações sólidas contendo Bti não são facilmente encontradas, por isso a relevância deste trabalho (11).

A composição das formulações foi escolhida cuidadosamente conforme a compatibilidade do bioinseticida. A hidroquinona foi escolhida por ser um composto ativo como protetor UV e ser economicamente viável; o Tween 20 é um excelente tensoativo não iônico e hidrofílico que favorece a dispersão em corpos hídricos. A lactose monohidratada é facilmente solúvel em água possui baixa capacidade higroscópica e boas características de compressão além de servir como atrativo para as larvas. O PVP é um polímero também com ação tensoativa e foi aplicado com a função de revestir as partículas.

Após a obtenção dos grânulos, o efeito da presença de Bti e Hidroquinona nas composições pode ser observado pelas alterações de cor das amostras. Tanto o Bti quanto a hidroquinona apresentam cor amarelada quando em solução, ao verter a solução de PVP e hidroquinona sobre a mistura sólida pode ter favorecido a intensificação da cor ou a oxidação parcial da hidroquinona, cujo produto, a quinona, apresenta tom levemente marrom em solução. 
A Fig. 2 apresenta o gráfico correspondente aos ensaios do perfil granulométrico em que as amostras foram submetidas.
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Fig. 2: Gráfico do perfil granulométrico das amostras H1B0, H1B1, H0B0 e H0B1

Observou-se que os resultados mais expressivos foram aqueles medidos para as peneiras de 0,50 mm, 0,125 mm e fundo. Analisando-se detalhadamente esses dados, verificou-se que a distribuição granulométrica para as amostras H1B0 e H0B0 indicou que maior parte dos grânulos retidos foi no fundo com 44 % e 33% respectivamente, ou seja, as partículas são, na maioria inferiores ao diâmetro de 0,125 mm. Aspecto oposto foi registrado para as amostras H1B1 e H0B1 as quais apresentaram grânulos com tamanho superior a 0,50 mm de diâmetro (28 % e 33 %, respectivamente), evidenciado que as amostras contendo Bti possuem uma granulometria maior do que as amostras sem Bti.
Para as análises de comportamento térmico, MEV, densidade e bioensaio a alíquota utilizada foi aquela cujo tamanho das partículas eram inferiores a 0,20 mm de diâmetro, o que correspondeu, em percentual em massa, a 64% para H1B0; 46,8 % para H0B0; 36,3% para H1B1 e 31,4 % para H0B1, respectivamente.

A partir das curvas termogravimétricas registradas para as quatro amostras e o Bti puro (Fig. 3) verificou-se que a incorporação do Bti no material particulado permitiu aumentar a estabilidade térmica deste, pois a Tonset obtida para o Bti puro foi de 77 °C enquanto que para a amostra a H0B1 essa foi acima de 130 °C. A presença da hidroquinona na amostra do pó parece contribuir com o aumento da estabilidade, como pode ser observado para H1B1, cujo valor de Tonset foi de 133 °C.
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Fig. 3: Curvas de TGA registradas para as formulações sólidas granulares e o Bti puro
Considerando a formulação granular, verifica-se por meio da Fig. 4 que independente da presença ou não do Bti, as amostras apresentaram formas irregulares. A variação de tamanho observada ocorre em virtude das amostras serem composta por grânulos da faixa de 0,2 a menores de  0,125 mm de diâmetro.
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Fig. 4: Caracterização do formato e tamanho das amostras: H1B0 (A); H1B1 (B); H0B0 (C); H0B1 (D)
Observando-se as micrografias das superfícies dos grânulos, Fig. 5, as amostras H1B0, H1B1 e H0B1 apresentaram uma textura mais fragmentada que a amostra H0B0,a qual mostrou-se mais compacta.
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Fig. 5: Caracterização da textura e superfície das amostras: H1B0 (A); H1B1 (B); H0B0 (C); H0B1 (D)
A Fig. 6 apresenta os valores médios e respectivos desvios-padrão obtidos para a densidade. Observou-se que as densidades das amostras em estudos não sofreram interferência significativa das mudanças de composição. Isto ocorre porque em todas as matrizes a maior porção corresponde à lactose monohidratada, a qual foi mantida.
As densidades dos grânulos mantiveram-se em torno de 0,75 g.mL-1, o que favorece a estabilidade de suspensão para aplicação em superfícies de água corrente, por manter a densidade inferior da água, 1 g.mL-1, deste modo beneficiando a flutuação da formulação.
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Fig. 6: Densidade das amostras H1B0, H1B1, H0B0 e H0B1

A partir das formulações foi possível determinar a concentração letal (CL50) por meio de um bioensaio. Para o Bti puro o valor registrado foi 1,649 mg/L enquanto para a amostra H1B0 apresentou  uma CL50 de 0,018 mg.L-1. Evidenciando assim que a melhor eficiência da formulação no combate às larvas de Aedes albopictus, ou seja, é preciso utilizar menor quantidade de grânulos para desempenhar o mesmo efeito tóxico do Bti puro sobre a população das larvas.
CONCLUSÃO


Ao observar o perfil granulométrico, a presença da hidroquinona nas amostras, favoreceu a redução do tamanho das partículas, enquanto que a presença do Bti mostrou efeito contrário. As curvas termogravimétricas demonstraram que a incorporação do Bti nos grânulos permitiu melhorar a sua estabilidade térmica. As micrografias não evidenciaram caráter cristalino nas amostras, a amostra base, H0B0, favorece a compactação enquanto que as demais formulações beneficiam a fragmentação. No presente estudo confirmou-se que a densidade das amostras não sofreu alteração em virtude das modificações das composições e fato de manter-se abaixo de 1 g. mL-1 é um fator favorável para a aplicação em superfícies hídricas. Verificou-se no bioensaio que a amostra H1B1, mostrou-se mais tóxica quando comparada ao Bti puro. Os resultados deste trabalho indicam que a proposta de composição da formulação granular foi bem sucedida, entretanto ensaios de fotoestabilidade devem ser realizados.
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Polymeric-based solid formulation with photoprotector as strategy for stabilize Bacillus thuringiensis israelensis (Bti)
ABSTRACT
Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) has protein crystals that act as larvicide, however with low photostability. This work studied the effect of a chemical protective against solar inactivation of Bti on a granular solid formulation. A formulation was adapted, whose composition by weight was based on 4% polymer, 60% disaccharide, 6% surfactant, 20% UV protective beyond 10% of Bti. There was determination of the distribution particles size profile (SD) and selecting those with size less than 0,2 mm. Characterization of this sample occurred by thermagravimetric analyses (TGA); morphology (MEV) and the effect of sample composition on the density of the granules. The micrographs showed irregular shapes. The presence of the sunscreen favored reducing the diameter, while the Bti had the opposite effect. The incorporation of bioinsecticide increased the thermal stability of the particles. The densities remained around 0.75 g.mL-1; the toxic character of the granules was greater than that obtained for pure Bti.
Key-words: Bti, granular formulation, polymers, photoprotector, densities.
