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Estabilidad de formulaciones a base de granulovirus
para controlar Tecia solanivora (Lepidoptera: Gelechiidae) en campo

Stability of formulations based on granulovirus for controlling 7ecia solanivora (Lepidoptera: Gelechiidae) in the field

ISABEL QUIROGA!, MARTHA GOMEZ A2y LAURA VILLAMIZAR R .3

Resumen: Uno de los principales problemas del cultivo de la papa en Colombia es la polilla guatemalteca Tecia
solanivora, que causa dafios en campo y durante el almacenamiento de los tubérculos. Para su control biologico en
condiciones de almacenamiento se han desarrollado productos a base de granulovirus como el denominado “Bacu-
lovirus Corpoica”, unico registrado en Colombia. Sin embargo, con el aislamiento nativo de granulovirus codificado
como VG003 se desarrollaron dos prototipos de bioplaguicida formulados como un granulado dispersable (WG) y un
concentrado emulsionable (EC), disefiados para el control del insecto en condiciones de campo. Considerando que la
estabilidad de los bioplaguicidas en almacenamiento es un parametro determinante para su registro y comercializacion,
el objetivo del presente estudio fue evaluar la estabilidad fisicoquimica, microbioldgica y bioldgica de los productos,
durante seis meses de almacenamiento a 6°C, 20°C y 28°C. La actividad insecticida de las dos formulaciones se man-
tuvo estable a 6°C y 20°C, con eficacias que oscilaron entre el 60% y el 70%. El contenido de contaminantes aumentd
durante el almacenamiento, pero se mantuvo dentro de los limites de aceptacion establecidos. Sin embargo, las carac-
teristicas fisicoquimicas fueron afectadas por el paso del tiempo y las altas temperaturas, por lo que se recomienda el
almacenamiento de los dos productos a 20°C, ésto por otra parte reduciria los costos durante la comercializacion, ya que
se elimina la necesidad de la cadena de frio para el transporte y comercializacion.
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Abstract: One of the principal problems of potato cultivation in Colombia is the Guatemalan moth Tecia solanivora,
which causes damage in the field and during tuber storage. For its biological control under storage conditions, prod-
ucts have been developed based on the granulovirus denominated “Baculovirus Corpoica”, the only one registered in
Colombia. However, with the isolation of a native granulovirus known as VG003, two biopesticide prototypes were
formulated as a dispersible granular (WG) and as an emulsifiable concentrate (EC), designed for control of the insect
under field conditions. Considering that the stability of biopesticide under storage is a determining parameter for their
registration and commercialization, the objective of the present study was to evaluate the physicochemical, microbio-
logical and biological stability of the products over six months of storage at 6°C, 20°C and 28°C. Insecticidal activity
of both formulations remained stable at 6°C and 20°C, with efficacies that ranged between 60% and 70%. Contaminant
content increased during storage but was maintained within the established acceptance limits. However, physicochemi-
cal characteristics were affected by elapsed time and high temperature, which is why storage at 20°C is recommended,
and which would also reduce costs during commercialization since it would eliminate the necessity for refrigeration
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during transport and commercialization.
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Introduccion

Uno de los mayores problemas sanitarios que presenta el cul-
tivo de papa es el ataque del tubérculo por parte de la polilla
guatemalteca de la papa Tecia solanivora (Povolny, 1973)
(Lepidoptera; Gelechiidae); insecto oriundo de América Cen-
tral que se reportd por primera vez en Colombia (Norte de
Santander) en el afio 1985 (Herrera 1998) que se ha adapta-
do a diferentes condiciones agroecologicas, favoreciendo su
diseminacion por todo el pais y causando grandes pérdidas
econdmicas (Araque y Garcia 1999). Con el fin de controlar
este insecto plaga, a nivel mundial se han usado de forma in-
discriminada una gran cantidad de plaguicidas quimicos que
a menudo presentan altos niveles de toxicidad y en muchos
casos son aplicados sin el uso de proteccion. El resultado es
un alarmante nivel de intoxicaciéon en las comunidades cam-
pesinas y la contaminacion ambiental (FAO 2008).

Como alternativa “ambientalmente amigable” para el
control de este insecto plaga, se encuentra la aplicacion de
agentes como los granulovirus. Este virus de la familia Ba-
culoviridae ha sido hallado en forma natural afectando larvas
de las polillas Phthorimaea operculella (Zeller, 1873) (Le-
pidoptera: Gelechiidae) y 7. solanivora en varios paises de
América y Africa (Zeddam et al. 1999). Todos los granulovi-
rus sintetizan al final del proceso infeccioso grandes cantida-
des de granulina, proteina que cristaliza formando una matriz
o cuerpo de inclusion (CI) con forma de granulo. Durante
su morfogénesis, queda incluido un virion dentro del CI, lo
que les permite preservar su capacidad infecciosa. Los Cls
son insolubles en agua y resistentes a la putrefaccion y des-
integracion por agentes quimicos y también a tratamientos
fisicos como la congelacion, la desecacion o la liofilizacion,
caracteristicas que les confieren persistencia en el ambiente
(Caballero et al. 2001).
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La produccion de estos virus se realiza normalmente en
su hospedero, lo que genera contaminacién microbiana en la
suspension viral, proveniente de la microflora normal de los
cadaveres de los insectos (Lasa ef al. 2008). Esta contamina-
cion puede afectar la estabilidad fisicoquimica y las propie-
dades insecticidas del producto, e incluso representar riesgos
para la salud si se presentan patdgenos humanos dentro del
formulado (Grzywacz et al. 1997).

Dos productos de origen latinoamericano han sido re-
gistrados para el control de esta plaga en papa almacenada;
uno de ellos desarrollado por el Centro Internacional de la
Papa (CIP) en Peru, formulado como un polvo para espol-
voreo cuyo ingrediente activo es un granulovirus aislado de
P. operculella 1lamado “Baculovirus de la polilla de la papa”
(Alcézar y Raman 1992) y el producto colombiano denomi-
nado “Baculovirus Corpoica”, formulado también como un
polvo para espolvoreo (Chaparro et al. 2010). Recientemente
se desarrollaron dos prototipos de bioplaguicida a base de un
granulovirus colombiano aislado de larvas de 7. solanivora
y codificado como VG003, que segun el trabajo de Barrera
et al. (2009) corresponde a un granulovirus de P. operculella
(PhopGV). Estos productos se disefiaron para el control de
la polilla en campo y fueron formulados como un granulado
dispersable (WG) y un concentrado emulsionable (EC), los
cuales incluyen en su formulacioén un filtro ultravioleta del
grupo de los abrillantadores opticos y deben ser reconstitui-
dos en agua para su posterior aplicacion por aspersion dirigi-
da al suelo (Chaparro et al. 2010).

Teniendo en cuenta que las caracteristicas fisicoquimicas,
microbioldgicas y la actividad insecticida de los formulados
pueden afectarse negativamente durante el almacenamiento y
que la estabilidad de los productos puede verse influenciada
por la temperatura y el tipo de formulacion; el objetivo del
presente trabajo fue realizar un estudio de estabilidad acele-
rada para determinar caracteristicas susceptibles de optimiza-
cion en los dos productos que permitan avanzar en el desarro-
1lo de los prototipos y seleccionar las condiciones Optimas de
almacenamiento para los mismos.

Materiales y Métodos

Propagacion viral. Para obtener la cantidad requerida de
indculo viral, se tomaron huevos de 7. solanivora provenien-
tes de la cria del insecto de Corpoica. Estos se inocularon
con el aislamiento PhopGV nativo (VG003) proveniente de
la region de Cundinamarca, Colombia y previamente selec-
cionado por presentar alta actividad insecticida contra 7. so-
lanivora (Espinel et al. 2009). Los huevos ubicados sobre un
disco de papel toalla fueron inoculados aplicando la suspen-
sion viral con un pincel. En cubetas de plastico de 4 litros de
capacidad se ubicaron seis tubérculos de papa pastusa previa-
mente lavados. Sobre ellos se ubicaron trozos de papel, cada
uno con aproximadamente 40 huevos inoculados. Los reci-
pientes se cerraron e incubaron a 25+2°C por 20 dias. Pasado
este tiempo, las larvas fueron extraidas y clasificadas. Aque-
llas larvas con sintoma tipico de la enfermedad causada por
granulovirus (color blanco), se colocaron en cajas de Petri
estériles, las cuales fueron selladas y almacenadas a -4+2°C.

Purificacién y cuantificacién viral. El virus fue obtenido a
partir de un proceso de purificacion mediante centrifugacio-
nes diferenciales. Para tal fin, las larvas infectadas se mace-
raron en SDS al 0,1% y la suspension se filtrd en tres capas

de velo suizo estéril, para una posterior centrifugacion a 800
rpm durante 5 minutos. El sobrenadante se recuperd y cen-
trifugd a 15.000 rpm durante 1 hora y el sedimento obtenido
se resuspendio en 2 mL de tampdn Tris-HCI (pH 6,0) y se
centrifugd nuevamente sobre un gradiente de glicerol de 30%
- 80% (v/v) a 15.000 rpm durante 10 minutos. Se recupero la
banda blanca que contenia el virus y ésta se lavo dos veces
con tampoén Tris-HCL. La concentracion de todas las suspen-
siones de virus purificado utilizadas para todos los ensayos se
cuantificé mediante la lectura de la absorbancia a 450 nm en
un espectrofotometro, usando una curva de calibracion pre-
viamente estandarizada adaptando la metodologia descrita
por Matthiessen et al. (1978).

Elaboracion de las formulaciones. Las formulaciones se
elaboraron empleando virus purificado y diferentes compo-
nentes como aceites vegetales y tensoactivos no idnicos para
el concentrado emulsionable (EC) y silicatos, almidon y azu-
cares para el granulado dispersable (WG). Ademas, los dos
productos incluyeron un filtro ultravioleta del grupo de los
abrillantadores dpticos (Chaparro et al. 2010).

Preparacion de las muestras. Muestras de 3 Kg de produc-
to formulado como WG se empacaron en bolsas metalizadas
que fueron selladas al calor. Por otra parte, se almacenaron
muestras de 140 mL del EC en recipientes plasticos con tapa
arosca de color blanco, con una capacidad de 150 mL. Como
tratamiento control para utilizar en los bioensayos se empa-
caron muestras de 0,1 mg de virus liofilizado (sin formular)
en bolsas metalizadas de 1 g de capacidad.

Estudio de estabilidad en almacenamiento. Dos muestras
de cada tratamiento (WG, EC y virus liofilizado) se almace-
naron en un cuarto frio a 6+2°C, el mismo nimero de mues-
tras se almacend en una incubadora digital a 20+2°C y otro
grupo igual de muestras se almaceno en otra incubadora di-
gital a 28+2°C. Antes de iniciar el almacenamiento y pasados
dos, cuatro y seis meses se analizaron tres submuestras de
cada bolsa o frasco de cada prototipo almacenado a las tres
temperaturas, determinando el contenido de contaminantes
y las caracteristicas fisicoquimicas. Adicionalmente, la acti-
vidad insecticida se determind antes y después de los seis
meses de almacenamiento utilizando una submuestra de cada
bolsa o frasco.

El estudio contd con un disefio experimental completa-
mente al azar, con medidas repetidas en el tiempo y todas las
mediciones se realizaron por triplicado. Los resultados del
estudio de estabilidad de las caracteristicas fisicoquimicas,
microbioldgicas y bioldgicas se sometieron a un analisis de
varianza y posteriormente a comparaciones de medias me-
diante la prueba de Tukey (95%). En el caso de la estabilidad
de la densidad apisonada, los resultados se analizaron me-
diante una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis ya que
los datos no cumplieron con los principios de normalidad y
homogeneidad de varianzas.

Estabilidad fisicoquimica

Tamano de particula por granulometria: Se pesaron 100 g de
WG, los cuales se adicionaron a un tamiz con un tamafo de
poro de 2,8 mm, el cual fue ensamblado en una columna de
tamices con orificios de 2 mm, 850, 500, 150 y 38 um. Pos-
teriormente, la muestra se someti6é a tamizado en maquina
durante 10 minutos y pasado este tiempo, se pesé el material
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retenido en cada uno de los tamices. Los resultados se expre-
saron como el porcentaje de material con un tamafio entre el
del poro del tamiz anterior y el del poro del tamiz en el que
quedo retenida la mayor cantidad de producto (Villamizar et
al. 2005).

pH: Se tomaron muestras de 10 g de granulado o 10 mL
de EC y posteriormente se mezclaron con 100 mL de agua
destilada desionizada. El pH se midié con ayuda de un poten-
ciometro calibrado (Villamizar et al. 2005).

Humedad: En una balanza de humedad halogena OHAUS
MB 45 se ubicaron 0,5 g de WG en el plato de la misma y
se inicid el secado de la muestra a 100°C. Después de 10
minutos se ley6 el porcentaje de humedad en la pantalla del
equipo.

Mojabilidad: Se vertieron 100 mL de agua destilada en
un vaso de precipitados de 250 mL de capacidad, y se adi-
cionaron 5 g del WG sin agitacion. Inmediatamente, con un
cronometro se cont6 el tiempo en segundos necesario para
que todo el producto se humedeciera completamente (Voight
y Bornschein 1982).

Densidad apisonada: Se pesaron 40 g del producto granu-
lado y se introdujeron en una probeta de 250 mL de base plas-
tica ubicada dentro de un soporte de madera. La probeta se
levanto 5 cm y se dejo caer lentamente sobre la base del so-
porte. Este proceso se repitio 50 veces. Al finalizar, se regis-
tr6 el volumen (V) de la muestra apisonada y se determind la
densidad apisonada (D) aplicando la féormula correspondiente
(Voight y Bornschein 1982):

D=40g/V

Estabilidad de la suspension del WG reconstituido en
agua basado en la norma MT 168 (CIPAC 1989): Se pesaron
2,5 g del WG se vertieron en un vaso de precipitados de 200
mL que contenia 50 mL de agua destilada previamente calen-
tada a 30+1°C. El sistema se mezclé durante dos minutos a
120 rpm utilizando un agitador magnético. Posteriormente,
la suspension se llevd a un volumen de 250 mL con agua
destilada en una probeta y se sellé con un tapén de caucho. A
continuacion la probeta se invirtié 30 veces (180°) durante un
minuto y se ubico en un bafio termostatado a 30+1°C durante
30 minutos. Con ayuda de una pipeta de 10 mL, la cual estaba
sostenida en un soporte universal, a la altura de la marca de
25 mL de la probeta y conectada a una bomba peristaltica, se
extrajeron 225 mL de la suspension a 600 rpm. Posteriormen-
te el sedimento fue transferido con ayuda de agua destilada a
una caja de Petri previamente tarada. Esta se secé hasta peso
constante durante 18 horas a 90°C en un horno y con el peso
final de los solidos de la muestra (a), se determino la estabili-
dad (E) de la suspension aplicando la formula:

E=111x(1-(a/2,5 g))

Estabilidad de la emulsion formada con el EC basado en
la norma MT 20 (CIPAC 1989): Se vertieron 70 mL de agua
destilada a 25+1°C en un vaso de precipitados de 250 mL y
se adicionaron gota a gota con una bureta, 5 mL del producto
oleoso. El sistema fue mezclado con una barra de cristal diri-
giendo el flujo hacia el centro y no contra las paredes del vaso
de precipitados. Posteriormente, el liquido se transfirié a una
probeta de 250 mL limpia y seca y se completd el volumen
con agua destilada. Finalmente, la emulsién se mantuvo en
reposo a 25+1°C durante una hora y se observaron los cam-

bios del sistema relacionados con el volumen y la presencia
de material separado.

Estabilidad microbiolégica. Este parametro se determind
mediante el recuento de microorganismos contaminantes.
Para tal fin, muestras de cada prototipo y el virus liofilizado
sin formular fueron reconstituidas en agua a una concentra-
cion de 1x10° CI/mL y se realizaron diluciones seriadas en
agua estéril, las cuales se sembraron por triplicado en cajas
de Petri con Agar Nutritivo, para determinar la concentracion
de bacterias y en Agar Saboureaud con Rosa de Bengala para
el recuento de mohos y levaduras. Los medios se incubaron
a 37+2°C durante 48 horas y a 25+2°C durante ocho dias
respectivamente. Al finalizar el tiempo de incubacion se con-
taron las colonias formadas por los microorganismos conta-
minantes y se inform¢ el resultado en unidades Formadoras
de Colonia (UFC) por mL o por g para el EC y WG respec-
tivamente.

Estabilidad de la actividad insecticida. Los prototipos de
bioplaguicida y el virus liofilizado sin formular se reconsti-
tuyeron en agua estéril a una concentracion de 1x10° CI /mL.
Con cada suspension se inocularon tres tubérculos de papa
pastusa con ayuda de un nebulizador (Carrera et al. 2008),
aplicando 2 mL de suspension por cada lado de éstos. Los
tubérculos se dejaron secar y cada uno se ubicod en un vaso
plastico de 16 onzas que contenia 60 g de arena estéril en el
fondo. Posteriormente, con ayuda de un pincel se ubicaron
10 larvas neonatas de 7. solanivora sobre cada tubérculo. Los
recipientes se taparon e incubaron en oscuridad constante du-
rante 30 dias, a 25£1°C. Se contd con un testigo absoluto
en el cual, los tubérculos no recibieron ningun tratamiento.
Terminado el tiempo de incubacion se realizé un analisis des-
tructivo recuperando todos los individuos y clasificando las
larvas en vivas o muertas. Con los resultados de mortalidad
en los tratamientos y el testigo se calculd el porcentaje de
eficacia segun la formula de Schneider — Orelly (Gomez et
al. 2005):

Eficacia (%) = ((B—K) /(100 — K)) x 100

Donde K es el porcentaje de mortalidad del testigo y B es el
porcentaje de mortalidad en el tratamiento.

Resultados y Discusion

Estabilidad fisicoquimica del granulado WG en
almacenamiento

Tamafo de particula: El WG recién manufacturado presento
el mayor porcentaje de material retenido en el tamiz de 850
pum, con un valor del 94,54%. Lo que permite concluir que
la mayoria del material tiene un tamafio de particula que os-
cila entre 850 y 2000 um. No hubo diferencias significativas
(F=5,31, d.f.=11, P=0,153) entre el porcentaje de granulado
retenido en el tamiz de 850 um antes y después del almace-
namiento del producto a las tres temperaturas, lo que sugiere
que esta caracteristica se mantuvo estable cuando el producto
se almacené durante seis meses y no fue afectado por la tem-
peratura.

pH: EI WG present6 un pH inicial de 7,32 y durante los
seis meses de almacenamiento a 6°C, 20°C y 28°C se obtu-
vieron valores que oscilaron entre 6,56 y 7,50. La prueba de



30 Revista Colombiana de Entomologia Isabel Quiroga y cols.
comparacion de medias de Tukey detecté diferencias signifi- g - R
cativas entre los tratamientos (F=34,1, df=11, P<0,005). El % bhe E : .
pH del producto recién manufacturado no fue diferente de 7 S { T2 N
i ; S8 e R Tiempo
los valores obtenidos a los dos meses de almacenamiento a 6 - 2030 s KK | gmeses)
o o : : B B <
6°C y 20°C (Fig. 1). Sin embargo, en el cuarto y sexto mes 92505 ] 1% oo
A . oo 5 $%0%! Pote% (2%
de almacenamiento a 6°C y 20°C, el pH obtenido fue signifi- T 9095 ) K92 m2
. e . , PO { XX <X
cativamente menor al inicial. Este cambio podria deberse al 4 §:§ :Ezzzi E:§:§: G
crecimiento de microorganismos contaminantes que podrian = E:E:? E:?f: :§:§:§ =
.y T 0.0 19504 X XA
haber degradado algunos componentes de la formulacion, RS B R3S
generando cambios quimicos que afectaron el pH del medio 2 4 P R o
#% { X XA XK
(Burges 1998). 1 RS , 4 . K< .

El WG almacenado a 28°C redujo significativamente su
pH desde los dos meses de almacenamiento, es decir que a
mayor temperatura, el cambio quimico se evidencié mas ra-
pido. Sin embargo, el pH del producto durante todo el alma-
cenamiento a las tres temperaturas se mantuvo entre 5 y 8,
rango adecuado para el granulovirus utilizado como ingre-
diente activo. De esta forma se asegura la estabilidad fisica
de los cuerpos de inclusion, ya que se ha establecido que solo
valores de pH mayores a 9 y menores a 4 afectan la integridad
de los baculovirus (Caballero et al. 2001).

Humedad: El1 WG recién manufacturado present6 un por-
centaje de humedad del 4% y cuando éste se almacend a 6°C
presenté humedades promedio del 4,75%, 4,97% y 5,97% a
los dos, cuatro y seis meses respectivamente. Para el produc-
to almacenado a 20°C el porcentaje de humedad obtenido fue
del 4,60% al segundo mes, del 4,99% al cuarto mes y del
5,69% al sexto mes. Finalmente, cuando el prototipo fue al-
macenado a 28°C la humedad fue del 4,35%, 4,69% vy 2,40%
al segundo, cuarto y sexto mes de almacenamiento respecti-
vamente. El producto solo presentd un incremento significa-
tivo (F=16,9, df=11, P<0,005) de la humedad a los seis meses
de almacenamiento a 6°C y 20°C.

Cuando el almacenamiento se realiz6 a 28°C, no hubo di-
ferencias significativas entre el porcentaje de humedad del
producto antes de ser almacenado y el valor obtenido a los
dos y cuatro meses de almacenamiento, pero la humedad ob-
tenida a los seis meses fue significativamente inferior a la
inicial. Estos resultados podrian sugerir que el sello al calor
usado en los empaques no fue totalmente hermético y permi-
ti6 la entrada de humedad a las dos temperaturas mas bajas y
posiblemente la salida de ésta cuando se utilizo6 la temperatu-
ra mas alta.

Cuando el almacenamiento se realizéo a 6°C y 20°C, la
humedad de los prototipos sobrepaséd el valor maximo del
5% recomendado para este tipo de productos (Lawrie et al.
2001; Santos et al. 2008), considerando que humedades al-
tas podrian dar lugar a la compactacion de los granulos, con
la consecuente aparicion de grumos y aglomerados de dificil
dispersion, ademas de facilitar el crecimiento de microor-
ganismos contaminantes (Salazar 2003). El crecimiento de
organismos contaminantes puede afectar la estabilidad del vi-

6°C 20°C 28°C

Temperatura de almacenamiento

Figura 1. Estabilidad del pH del WG durante seis meses de almace-
namiento a tres temperaturas. Tratamientos con la misma letra no pre-
sentan diferencias segiin la prueba de Tukey con un 95% de confianza.

rus, ya que estos pueden degradar los compuestos organicos
presentes en la cubierta viral y generar radicales libres que
podrian afectar la integridad del ingrediente activo (Burges
1998).

Los resultados sugieren la necesidad de revisar el sellado
utilizado para los empaques, o de buscar otro sistema que
garantice la hermeticidad y de esta forma, la calidad del pro-
ducto terminado y su estabilidad durante el almacenamiento.

Mojabilidad: Esta caracteristica fisicoquimica oscil6 en-
tre 56 y 62 segundos, para todos los tratamientos durante
seis meses a las tres temperaturas (Tabla 1). No detectaron
diferencias significativas entre los valores de mojabilidad
obtenidos cuando el producto fue almacenado a 6°C y 20°C,
lo que sugiere que esta caracteristica fue estable bajo di-
chas condiciones. Sin embargo, el producto almacenado a
28°C present6 un incremento significativo (F=2,14, d.f.=11,
P=0,048) del tiempo de humectabilidad a partir del segun-
do mes que podria deberse a que las temperaturas elevadas
favorecen fendémenos de compactacion de las particulas que
modifican la porosidad y por lo tanto el tiempo de humec-
tacion (Aulton 2004). La estabilidad de esta caracteristica
a 6°C y 20°C podria sugerir que el producto no presento
cambios representativos en su porosidad, ya que la per-
meabilidad del agua en el granulado y por ende la facilidad
para humectarse, depende de la cantidad de poros intra o
interarticulares (Vargas 2003).

Densidad apisonada: La densidad del WG oscil6 entre
606,70 y 631,72 g/L y no se detectaron diferencias signifi-
cativas a través el tiempo, ni entre temperaturas de almace-
namiento (F=1,93, df=11, P=0,086). La estabilidad de esta
caracteristica sugiere un adecuado proceso de granulacion
y una correcta formulacion, debido a que los cambios en la
densidad estan asociados con modificaciones en el tamafio y

Tabla 1. Estabilidad del tiempo de mojabilidad (segundos) del granulado almacenado durante seis meses a tres temperaturas.

Temperatura de

Tiempo de almacenamiento (meses)

almacenamiento (°C) 0 4 6
6+£2 56,93c* 60,00bc 61,20abc 58,67bc
20+2 56,93¢ 61,33bc 61,33abe 59,33be
28 +2 56,93¢ 60,47abe 59,47a 58,67ab

* Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias segun la prueba de Tukey con un 95% de confianza.
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la porosidad de las particulas, que podrian deberse al empleo
de una cantidad inadecuada del agente aglutinante (Aulton
2004). Una cantidad insuficiente del mismo genera fragilidad
en los granulos, los cuales pueden romperse y compactarse
aumentando su densidad. Por el contrario, el empleo de una
gran cantidad de aglutinante genera un granulado muy duro,
que no cambia su densidad pero presenta problemas de diso-
lucion y desintegracion (Montalvo 1989). Los valores obte-
nidos durante todo el almacenamiento son similares a los de
algunos productos virales registrados ante la Organizacion de
Cooperacion y Desarrollo Econdomicos (OECD), que presen-
tan densidades entre 600 y 800 g/L (OECD 2005).

Estabilidad de la suspension: Los resultados de estabili-
dad de la suspension formada por el producto almacenado
durante seis meses a tres temperaturas oscilaron entre 67,80%
y 78,88%. Se observo que esta caracteristica no cambid sig-
nificativamente durante los cuatro primeros meses de alma-
cenamiento a las tres temperaturas evaluadas. Sin embargo,
al sexto mes se observo una reduccion significativa (F=3,52,
d.f=11, P=0,048) de la estabilidad de la suspension del pro-
ducto almacenado a 6°C, 20°C y 28°C.

El porcentaje de estabilidad presentado por el producto re-
cién manufacturado (78,88%) y después del almacenamiento
fue superior al limite minimo recomendado correspondiente
al 60% (SENASA 2002; Chemical Regulation Directorate
2009). La alta suspensibilidad del producto posiblemente se
debe a que el granulado desintegra completamente al entrar
en contacto con el agua y no hay agregacion de las particu-
las en suspension (Allen et al. 2005), ya que segln la ley de
Stokes, a mayor tamafio de particula o mayor diferencia de
densidad entre la particula y el medio dispersante, mayor sera
la velocidad de sedimentacion (Aulton 2004).

Estabilidad fisicoquimica del concentrado emulsionable
(EC) en almacenamiento

pH: El pH del EC se mantuvo entre 5,49 y 6,67 durante los
seis meses de almacenamiento a las tres temperaturas evalua-
das (Fig. 2). Los prototipos almacenados a 6°C, 20°C y 28°C
mostraron una reduccion significativa del pH a partir del
segundo mes de almacenamiento (F=22,2, df=11, P<0,005)
con respecto al valor presentado por el producto recién ma-
nufacturado. La temperatura de almacenamiento no tuvo un
efecto sobre la estabilidad del pH del producto mientras que
el tiempo de almacenamiento si afectd significativamente el
pH de la formulacién. La reduccion del pH del EC podria
deberse al aumento en la concentracion de microorganismos
contaminantes durante el tiempo de almacenamiento, ya que
éstos pueden promover la produccion de gas, cambios de
color y olor, la hidrolisis de grasas y aceites y cambios de
pH, entre otros (Aulton 2004). A pesar de estos resultados, el
EC durante los seis meses de almacenamiento a 6°C, 20°C y
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Figura 2. Estabilidad del pH del EC, durante seis meses de almacena-
miento a tres temperaturas. Tratamientos con la misma letra no presen-
tan diferencias segun la prueba de Tukey con un 95% de confianza.

28°C presentd valores de pH dentro del rango recomendado
para los granulovirus entre 5y 8.

Estabilidad de la emulsion diluida: La estabilidad de la
emulsion formada por el EC no se afect6 por el tiempo ni por
la temperatura de almacenamiento (F=2,26, df=11, P<0,056)
(Tabla 2).

La prueba cualitativa también mostré que la emulsion ob-
tenida al reconstituir el EC fue estable, ya que no se presen-
taron separacion de fases, ni formacion de floculos en los en-
sayos realizados al prototipo almacenado a 6°C, 20°C y 28°C
durante seis meses. Lo anterior indica que la temperatura y
el tiempo de almacenamiento no afectaron la diferencia de
densidad entre las fases (Cubero ef al. 2002) y que la estruc-
tura quimica del surfactante que compone la formulacion fue
estable durante el tiempo, ya que facilitd la extension de la
interfase y estabilizé la emulsion retardando la coalescencia
de las gotas de la fase dispersa (Graciani 2000).

El producto reconstituido presenté un cremado de 6 mL
facilmente dispersable, fendmeno de inestabilidad que nor-
malmente es reversible con una pequeia agitacion y que se
presenta con mas frecuencia en emulsiones agua en aceite
(O/W) (Nehal et al. 1999). A pesar de esto, el cremado debe
evitarse ya que puede originar errores en la dosificacion, mal
aspecto y mayor proximidad de los globulos, lo que puede
conducir a una agregacion o coalescencia de la emulsion
(Allen et al. 2005).

Estabilidad microbiolégica en almacenamiento

El WG recién manufacturado present6é un contenido de con-
taminantes 17 veces mayor que el del EC (Tabla 3). Esto
podria deberse a diferencias en la carga microbiana de los
auxiliares de formulacion empleados en la elaboracion de los

Tabla 2. Comportamiento de la estabilidad de la emulsion formada al reconstituir el EC almacenado durante seis meses a tres temperaturas, expre-

sada como porcentaje.

Temperatura de

Tiempo de almacenamiento (meses)

almacenamiento (°C) 0 4 6
6+2 94,50 ab* 95,80 a 97,47 ab 92,27 ab
20+2 94,50 ab 92,28 ab 91,20 ab 92,27 ab
28 £2 94,50 ab 88,14 b 95,64 a 94,77 ab

* Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias segin la prueba de Tukey con un 95% de confianza.
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Tabla 3. Comportamiento del contenido de contaminantes del WG y del EC (UFC/g) almacenados durante seis meses a tres temperaturas.

Temperatura de

Tiempo de almacenamiento (meses)

Formulaciéon almacenamiento

C) 0 2 4 6
6+2 3,00x10%c* 2,67x10% 1,67x10% 4,33x10%bc

WG 2042 7,33x10%be 9,00x10% 9,93x10%
28 £2 8,33x10%b 6,67x10°b 7,33x10°b

642 1,77x10°%d 4,43x10°%d 7,93x10%d 8,20x10%d

EC 20+2 7,50x10%d 1,37x10%d 2,40x10%
28 +2 1,23x10%d 2,10x10%d 2,93x10%

* Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias segun la prueba de Tukey con un 95% de confianza.

dos productos, ya que éstos no fueron esterilizados antes de
la manufactura. Cabe destacar que el contenido de contami-
nantes inicial en los dos formulados es bajo (3,00x10° UFC/g
para el WG y 1,77x10> UFC/mL para el EC) en comparacion
con los descritos en la literatura para productos virales como
la formulacion del nucleopoliedrovirus de Spodoptera exigua
(Hiibner, 1808) evaluada por Lasa et al. (2008), que mos-
tr6 un contenido de microorganismos aerobios de 1,4 x107
UFC/mL y el producto comercializado en Estados Unidos
con el nombre comercial Elcar, cuyo ingrediente activo es el
nucleopoliedrovirus de Helicoverpa zea (Boddie, 1850) que
presenta un contenido de contaminantes de 10’ UFC/g (Shied
1989).

No se detectaron diferencias significativas entre el con-
tenido de contaminantes del producto recién manufacturado
y el de éste durante los seis meses de almacenamiento a 6°C
(F=2,56, df=3, P=0,071), lo que indica que no hubo creci-
miento microbiano a temperatura de refrigeracion. El uso de
temperaturas bajas es un mecanismo utilizado para estabili-
zar las células, debido a que disminuye su metabolismo y en
consecuencia la velocidad de crecimiento de los microorga-
nismos (Rodriguez 1998). Sin embargo, se pudo observar un
aumento al sexto mes de almacenamiento que pudo haberse
favorecido por un incremento de la humedad del WG.

Cuando la temperatura de almacenamiento fue de 20°C
y 28°C, se observd un aumento significativo (F=9,66, df=11,
P<0,005) en la concentracion de contaminantes del WG a
partir del cuarto y el segundo mes respectivamente, que en
el producto almacenado a 20°C pudo verse favorecido por
el incremento de la humedad del producto. Sin embargo, el
incremento de la contaminacion fue mayor cuando el biopla-
guicida se almaceno a 28°C, posiblemente debido a que dicha
temperatura es adecuada para el crecimiento de diversas bac-
terias contaminantes (Burges 1998).

El aumento de la poblacion microbiana contaminante
podria relacionarse con las propiedades higroscopicas de
los productos liofilizados (Voigt y Bornshein 1982), ya que
el WG fue sometido a dicho proceso de deshidratacion; lo
que sumado a un sello no hermético posiblemente favore-
ci6 un incremento de la humedad y en consecuencia el cre-
cimiento microbiano. Este tipo de contaminacion es muy
frecuente ya que los sistemas actuales de produccion viral
se realizan in vivo, lo que genera una carga importante de
bacterias y hongos que naturalmente colonizan las dietas,
la superficie del insecto, su intestino y sus heces. La gran
mayoria de estos microorganismos son especies comunes de
los géneros Pseudomonas, Enterococcus 'y especies colifor-

mes de la familia Enterobacteriaceae (Jenkins y Grzywacz
2000).

Para el EC, la temperatura y tiempo de almacenamiento
no afectaron el contenido de contaminantes a 6°C. Sin em-
bargo, el analisis estadistico detecto diferencias significativas
entre la cantidad de contaminantes presentada por el EC al-
macenado a 20°C y 28°C después de seis meses de almacena-
miento, con respecto al contenido de contaminantes presen-
tado por el producto recién manufacturado (F=35,9, df=11,
P<0,005).

Dicho comportamiento sugiere que estas temperaturas fa-
vorecieron el crecimiento microbiano, posiblemente debido a
que algunos componentes de la formulacién oleosa podrian
ser utilizados como sustrato por los microorganismos (Aulton
2004), especialmente por bacterias de la familia Enterobac-
teriaceae. Dentro de éstas se destaca Enterobacter gergoviae
(Brenner et al. 1980) aislado por Kuzina et al. (2002) en el
intestino de Pectinophora gossipiella (Saunders, 1844) (Le-
pidoptera; Gelechiidae), que también fue encontrada por Pin-
to et al. (2007) en el tracto digestivo de dos lepidopteros de
la familia Saturniidae, Rothschildia lebeau (Rothscild, 1907)
y Automeris zugana (Druce, 1886) y ademas demostraron su
actividad lipolitica.

Durante todo el tiempo de almacenamiento a las tres tem-
peraturas los dos prototipos de bioplaguicida (WG y EC)
presentaron una concentracion de microorganismos contami-
nantes que estuvo por debajo del limite maximo de calidad
establecido previamente en el Laboratorio de Control de Ca-
lidad biotécnica de Corpoica, que exige que la concentracion
de contaminantes sea inferior a 1x10° UFC/g o mL.

Estabilidad biolégica en almacenamiento. En todos los ca-
sos se encontraron larvas con sintomas de la infeccion (Fig.
3), como coloracion blanca y la pérdida de la turgencia de-
bido a la desintegracion de los tejidos y organos (Caballe-
ro et al. 2001). No se detectaron diferencias significativas
(F=1,38, df=5, P=0,2663) entre el porcentaje de eficacia que
presento el WG antes y después de seis meses de almacena-
miento (Tabla 4). Santos et al. (2009) encontraron resultados
similares al evaluar la actividad biocontroladora del produc-
to comercial registrado en Colombia “Baculovirus Corpoi-
ca”, después de almacenarlo a 8°C, 18°C y 28°C durante tres
meses.

Estos resultados pueden atribuirse a la alta estabilidad que
presentan los baculovirus a diferentes temperaturas, ya que
existen estudios que demuestran su tolerancia a condiciones
de congelamiento por varios afios y a temperaturas de hasta
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Figura 3. Larvas de Tecia solanivora el ejemplar de la izquierda mues-
tra su condicion sana mientras que los demas dejan ver la sintomatologia
tipica de la infeccion con granulovirus PhoGV.

50°C por varias horas (Ignoffo y Garcia 1992), aunque Ta-
mez et al. (2006) observaron una reduccion significativa de la
eficacia de cuatro granulados a base del NPV de Anagrapha
falcifera (Kirby, 1837), almacenados a 25°C durante ocho
meses. Este comportamiento se atribuy6 a un incremento en
la concentracion de contaminantes, debido a un aumento de
la humedad desde el tercer mes de almacenamiento, los cua-
les pudieron degradar la cubierta viral.

La estabilidad del granulovirus formulado como un WG
sugiere que los excipientes utilizados en la formulacion fue-
ron adecuados y mantuvieron la integridad viral durante el
almacenamiento, criterio de gran importancia cuando se se-
leccionan los auxiliares de formulacion (Tamez et al. 2002).
Sin embargo, es necesario mejorar el sistema de sellado y
tomar medidas para reducir la concentracion de contaminan-
tes desde el inicio de la produccion, ya que la presencia de
microorganismos saprofagos, puede afectar severamente la
viabilidad del virus a largo plazo (Gipson y Scott 1975). Lo
anterior facilitara el almacenamiento del producto a tempe-

ratura ambiente y por lo tanto ahorrara costos de produccion
y transporte, evitando un costo adicional por el uso de una
cadena de frio.

En cuanto al EC no se detectaron diferencias significati-
vas entre la eficacia del producto recién manufacturado y la
presentada después de seis meses de almacenamiento a 6°C
y 20°C (Tabla 4), mientras que a 28°C se presentd una re-
duccidn significativa del 20% (F=5,77, df=5, P=0,006). Este
comportamiento podria estar relacionado con el aumento en
la concentracion de contaminantes que se evidencid desde el
segundo mes del estudio en el EC almacenado a 28°C. Estos
contaminantes pudieron afectar la estabilidad del virus por
efectos de proteodlisis de los cuerpos de inclusion o inacti-
vacion por la produccion de radicales libres (Jones y Burges
1997). Adicionalmente, esta menor actividad insecticida del
EC almacenado a 28°C podria también deberse a la forma-
cion de torta o “caking” (sedimento compacto de dificil dis-
persion) que se produjo en dicho tratamiento. Este sedimento
posiblemente atrap6 y aglomer6 algunas particulas virales
impidiendo su homogénea distribucion en el momento de la
reconstitucion y en consecuencia afectando la dosis aplicada.

Batista et al. (2001) obtuvieron resultados similares quie-
nes observaron una reduccion de la eficacia del 18,3% para
un concentrado emulsionable a base del nucleopolihedrovi-
rus de Anticarsia gemmatalis Hiibner, 1818 (AgMNPV) des-
pués de 20 meses de almacenamiento a 24,5°C. En un trabajo
similar, se estudi6 la estabilidad del baculovirus de Spodop-
tera littoralis (Boisduval, 1833), almacenado en diferentes
aceites minerales y vegetales y a bajas temperaturas no se
observaron diferencias en la eficacia en los dos grupos de
aceites, pero si se presentd una pérdida de la infectividad del
virus almacenado durante 15 meses a 26°C en aceite vegetal,
lo que atribuyeron al deterioro de los componentes de la for-
mulacién por interacciones con el oxigeno (Cherry 1994).

Para el virus liofilizado sin formular no se detectaron di-
ferencias significativas entre los valores de eficacia obtenidos
antes y después de seis meses a las tres temperaturas evalua-
das (F=1,77, df=5, p=0,1943) (Tabla 4).

Para muchos autores, los baculovirus son considerados los
mejores agentes bioldgicos para desarrollar bioplaguicidas,
ya que pueden ser almacenados en preparaciones secas en
oscuridad a temperaturas ambientales de 20°C y 25°C durante
varios afios. Un ejemplo, es el producto comercial llamado
TM Biocontrol-1, el cual tiene una vida de almacenamiento
de cinco afios a temperaturas ambientales (Martignoni 1978).

Tabla 4. Eficacia biologica (%) del WG, del EC y del virus liofilizado durante seis meses de almacenamiento a tres temperaturas.

Tiempo de almacenamiento (meses)

Tratamiento Temperatura (°C) 0 p
WG 6+2 67,2 a* 59,3 a
20+2 56,6 a
28 +£2 583 a
EC 6+2 633a 56,6 ab
2042 533 ab
28 +2 433 b
Virus liofilizado sin formular 6+2 633 a 56,7 a
2042 53,3 ab
28 +2 56,7 a

* Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias segtin la prueba de Tukey (95%).
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La estabilidad de la actividad insecticida del WG y el virus
sin formular podria atribuirse a la estabilidad innata de los
baculovirus en un amplio rango de temperaturas, hecho que
fue comprobado por Pokharkar y Kurhade (1999), quienes
observaron que temperaturas entre 20°C y 35°C no tuvieron
un efecto significativo en la infectividad del granulovirus de
P. operculella.
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