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Resumen

La efectividad y uso potencial de los Baculovirus para el control de diferentes insectos plaga han sido demostrados
en varios estudios. Sin embargo, su evaluacién bajo condiciones de campo ha presentado resultados inconsistentes,
posiblemente por el efecto deletéreo de condiciones ambientales como la temperatura. Teniendo en cuenta
el potencial del aislamiento colombiano de nucleopoliedrovirus SEMNPVO003 de Spodoptera frugiperda para el
desarrollo de un bioplaguicida, el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de la temperatura y de dos
procesos de secado sobre la actividad insecticida del virus, con miras a utilizar condiciones del proceso que permitan
disefiar una formulacién eficiente. El nucleopoliedrovirus, fue expuesto a temperaturas entre 30°C y 60°C durante
30, 45, 60, 120 y 180 minutos. Los procesos ensayados fueron secado en estufa y atomizacién en lecho fluido,
evaluandose el pH, el contenido de humedad, el contenido de contaminantes, la concentracion viral, el rendimiento
y la actividad insecticida (CLsg) del virus seco. La actividad insecticida del virus disminuy6 cuando éste se expuso
a temperaturas mayores a 50°C. El proceso de secado en estufa fue seleccionado por presentar mayor rendimiento,
ademds porque no afectd la patogenicidad del virus y permitié obtener un polvo seco con menor contenido de
contaminantes microbianos, sin embargo su consumo energético podria ser mayor.

Palabras clave: baculovirus, temperatura, atomizacion en lecho fluido, secado en estufa, actividad insecticida.

Abstract

The effectiveness and potential use of Baculovirus for controlling different insect pests have been shown in several
studies. However, their evaluation under field conditions has presented inconsistent results, possibly because of
the deleterious effect of environmental conditions such as temperature. Considering the potential of a Colombian
isolate of Spodoptera frugiperda nucleopolyhedrovirus STMNPV003 for developing a biopesticide, the objective
of this study was to evaluate the effect of temperature and two drying processes over viral insecticidal activity, in
order to use process conditions that allow to design efficient formulation. The nucleopolyhedrovirus, was exposed
to temperatures between 30°C and 60°C for 30, 45, 60, 120 and 180 minutes. Processes tested were oven drying and
spray drying in fluid bed, evaluating pH, moisture content, content of microbial contaminants, viral concentration,
yield and insecticidal activity (LCsp) of dry virus. The insecticidal activity of the virus decreased when it was
exposed to temperatures above 50°C. Oven drying process was selected for presenting the highest yield, also because
it did not affect the virus pathogenicity and allowed to obtain a dry powder with a lower microbial contaminants
content.
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1 Introduccion

Una de las familias de entomovirus mds estudiada
es la familia Baculoviridae a la cual pertenecen
los nucleopoliedrovirus (NPV). Estos virus se
caracterizan por presentar cuerpos de inclusién (CI)
que los protegen contra algunos factores ambientales
y por afectar s6lo a invertebrados, especialmente
insectos. Adicionalmente, no representan riesgos para
otros organismos incluyendo el hombre, siendo por
lo tanto adecuados para ser utilizados como agentes
de control bioldgico (Burges, 1981). Estos virus han
sido encontrados infectando numerosas especies de
insectos, particularmente del orden Lepidoptera y
debido a su restringido rango de hospederos y alta
patogenicidad sobre varias especies de insectos plaga,
han recibido considerable atenciéon como insecticidas
microbianos (Moscardi, 1999).

Spodoptera  frugiperda (J.E. Smith, 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae), el gusano cogollero del
maiz, es un hospedero natural de baculovirus, lo
que ha permitido aislar varios NPVs (SfMNPVs) en
diferentes regiones del norte, centro y sur de América.
Algunos de estos aislamientos han sido evaluados
bajo condiciones de campo, demostrando un alto
potencial para el control de la plaga en cultivos de
maiz (Williams y col., 1999; Moscardi, 1999). Tal
es el caso de Brasil, donde se aislaron diferentes
SfMNPV con alta actividad biocontroladora, los
cuales se han caracterizado molecularmente y
han sido producidos y aplicados masivamente
(Moscardi, 1999). En otros trabajos se han realizado
evaluaciones bajo condiciones de campo obteniendo
mortalidades del cogollero del maiz entre el 8§9.3% y
el 90.7% (Valicente y Da Costa, 1995).

Aislamientos de SfMNPV y del NPV de
Spodoptera exigua (SeMNPV) han demostrado su alto
potencial para el control tanto de S. frugiperda como
de S. exigua (Hiibner,1808) (Lepidoptera: Noctuidae),
respectivamente, alcanzdndose en algunos casos
niveles de control incluso superiores a los logrados
con productos quimicos (Guimardes y col. 2003).

En Colombia, tres aislamientos nativos de
SfMNPV codificados como NPV003, NPV009 y
NPVO11, fueron caracterizados fisica, molecular y
bioldgicamente demostrando su alta patogenicidad y
virulencia, de los cuales se selecciond el aislamiento
NPVO003 proveniente del departamento de Cérdoba,
por presentar mayor actividad insecticida y tolerancia
a la radiacién ultravioleta (Gémez y col., 2010).

A pesar de que los baculovirus son una
herramienta eficiente para el control de diferentes

insectos (Batista y col., 2001; Tamez y col,
2002; Guimardes y col., 2003; Martinez y col.,
2005; Tamez y col., 2006; Behle y col., 2006;
Lasa y col., 2007; Villamizar y col., 2010), su eficacia
en campo ha presentado resultados inconsistentes,
posiblemente por el efecto deletéreo de condiciones
ambientales como la temperatura (Young, 2005;
Sporleder y col., 2008; Michalsky y col., 2008;
Roberts y col., 2011), la radiacién solar (Burges,
1998; Behle y col., 2000; Lacey y Arthurs, 2005;
Villamizar y col., 2009; Behle y Pophman
2012), el pH (Silva y Moscardi, 2002;
Michalsky y col., 2008; Roberts y col., 2011), el
contenido excesivo de humedad y la presencia de
contaminantes microbianos (Caballero y col., 2001;
Lasa y col., 2008).

Una adecuada formulacién del agente infeccioso
puede brindarle protecciéon frente a condiciones
abidticas de estrés como la temperatura y la radiacién
solar y puede ademds asegurar una adecuada vida
de anaquel (Winder y col., 2003). Sin embargo, la
elaboracion de un gran ndmero de formulaciones
requiere el uso de procesos de secado que involucran la
remocidn del agua debido a la transferencia de calor y
masa entre el producto y una corriente de aire caliente
(Viveros y col., 2013), mediante la manipulacién
de factores como la temperatura y la presion.
En este sentido es importante tener en
cuenta que la temperatura puede tener un
efecto directo sobre las proteinas de los
cuerpos de inclusién virales, desnaturalizindolas
(Peng y col., 1999; Villamizar, 2011) y por tanto
reduciendo su infectividad (Michalsky y col., 2008).

Dentro de las tecnologias de secado mds utilizadas
se destacan el lecho fluido, la liofilizacion, la
atomizaciéon en lecho fluido y el secado directo
con aire caliente, siendo la liofilizacion el método
mds utilizado para preservar microorganismos por
décadas (Morgan y col., 2006; Ohtake y col., 2010;
Jin y Custis, 2011). Sin embargo, es un proceso
demorado que tiene varias limitantes como el alto
costo de los equipos y el elevado consumo de energia.

La atomizacién en lecho fluido es otro proceso
de secado comunmente utilizado para secar particulas
solidas suspendidas en liquidos o solutos disueltos y
presenta un bajo costo comparado con la liofilizacién.
Esta tecnologia tiene varias ventajas para el secado
de microorganismos. Por ejemplo, puede controlar
la temperatura interna de la cdmara y minimizar el
efecto de altas temperaturas de entrada sobre los
microorganismos, mediante el ajuste de la velocidad
de flujo, de la temperatura de entrada y de la presion
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interna de la cdmara, asi como de la presién de
angulo de apertura. Ademds, el tiempo de proceso es
relativamente corto con respecto a otras técnicas como
el secado en estufa con aire, lo cual puede minimizar el
dafio que pueda causar la temperatura sobre el material
bioldgico (Ohtake y col., 2010; Jin y Custis, 2011).

Otro método es el secado en estufa, en el cual se
crean grandes interfaces aire-liquido, que incrementan
el riesgo de bioadsorcién del bioproducto a esta
interfase y su subsecuente desnaturalizaciéon. Como
ventajas de este método se destaca la posibilidad
de trabajar a bajas temperaturas y que los equipos
utilizados son variados, de bajo costo y de alta
capacidad (Amorij y col., 2008).

La importancia del secado radica en que la
conversion de macromoléculas bioldgicas activas o
microorganismos, como los virus en formulaciones de
polvos secos usando diferentes excipientes y procesos
de secado, dan como resultado productos mas estables,
los cuales pueden ser almacenados a temperatura
ambiente por largo tiempo, evitando la dependencia
de una cadena de frio que aumenta los costos de
transporte y distribucién (Amorij y col., 2008).

Teniendo en cuenta el potencial del aislamiento
de nucleopoliedrovirus SETMNPV003 para el desarrollo
de un bioplaguicida y la necesidad de determinar
las condiciones Optimas para mantener la estabilidad
viral, el objetivo del presente estudio fue evaluar el
efecto de la temperatura y de dos procesos de secado
sobre la actividad insecticida del virus, con miras
a seleccionar condiciones de proceso que permitan
disefiar y desarrollar una formulacién estable y eficaz.

2 Materiales y métodos

2.1 Cria del insecto

Los insectos se obtuvieron de una colonia de
S. frugiperda establecida a partir de larvas colectadas
en cultivos de maiz en el municipio del Espinal
(Tolima) Colombia. Los insectos se mantuvieron en
un cuarto a 26 + 2°C y 60% de humedad relativa, con
un fotoperiodo de 12 horas. Las larvas se mantuvieron
de manera individual en recipientes plasticos de
15 mL que contenian un fragmento de dieta artificial
(Gbémezy col., 2010).

2.2 Produccion del virus

La producciéon del virus se realizO mediante la
inoculacién de larvas de S. frugiperda de tercer
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estadio con suspensiones virales del aislamiento
SfMNPVO003 ajustadas a una concentracién de
5 x 10° CI/mL, utilizando la metodologia de la gota
(Hughes y Wood, 1981). Las larvas inoculadas fueron
individualizadas y alimentadas con dieta artificial
hasta que murieron por causa de la infeccion. Las
larvas muertas fueron colectadas, trituradas en agua
destilada estéril y homogenizadas. La mezcla se filtr6
a través de una capa de tela para retirar el tejido del
insecto y la concentracion viral se determiné mediante
recuento en cdmara de Neubauer.

2.3 Efecto de la temperatura sobre la
actividad insecticida del virus

Se prepar6 una suspensién viral ajustada a una
concentracién de 2 x 107 Cl/mL y se dispensaron
muestras de 50 ul. en tubos Eppendorf, las cuales
fueron expuestas a las temperaturas de 30°C, 40°C,
50°C y 60°C, por 30, 45, 60, 120 y 180 minutos. Se
utiliz6 un tubo por temperatura por tiempo.

Después de la exposicion del virus a las diferentes
temperaturas, la actividad insecticida de éste se evalu6
mediante un bioensayo siguiendo la metodologia de la
gota (Hughes y Wood, 1981). Para tal fin, muestras
de 200 uL de las suspensiones virales expuestas
o sin exponer a la temperatura se mezclaron con
200 pl. de una solucién de sacarosa al 4% que
contenia un colorante de alimentos Tuska ® (Azul
No 1 y Azul No 2) al 1%. Se dispensaron gotas
de 2 uL de dichas mezclas, en forma circular en un
disco pldstico de color blanco y posteriormente se
ubicaron 40 larvas neonatas de S. frugiperda en el
interior del circulo y se esperé hasta que bebieran
el tratamiento, lo que se evidencié por la coloracidon
azul en el cuerpo de las mismas. La coloracién
se detecté mediante observacién en un estereoscopio
Olympus SZ40 (Japén), seleccionandose 30 larvas que
se ubicaron individualmente en recipientes plasticos
de 25 mL. Se suministré a cada larva un fragmento
de dieta artificial y los recipientes se distribuyeron
en grupos de 10 en tres cubetas plasticas (unidad
experimental), que se incubaron a 28°C y 60% de
humedad relativa. La mortalidad se determiné a los
siete dias después de la inoculacién.

Se conté con un testigo positivo y un testigo
absoluto. En el primer caso las larvas se inocularon
con virus no expuesto a ninguna temperatura y
para el segundo caso las larvas no se sometieron
a ningln tratamiento. El disefio experimental fue
completamente al azar con arreglo factorial. Se
trabaj6é con una unidad experimental de 10 larvas y
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tres unidades experimentales por tratamiento. Los
resultados de mortalidad se corrigieron con respecto
al testigo absoluto estimando la eficacia mediante la
ecuacion de Schneider-Orelli (Ec. 1) (Zar, 1999):

Eficacia (%) = x 100 (1)

100 - B
Donde A es el porcentaje de mortalidad en el
tratamiento y B es el porcentaje de mortalidad en el
testigo absoluto.

La normalidad de los datos se evalu6 mediante
una prueba de Shapiro-wilk (95%) y la homogeneidad
de varianzas utilizando la prueba de Barlett (95%).
Posteriormente, las diferencias entre tratamientos se
evidenciaron mediante un andlisis de varianza y una
comparacién multiple de medias de Tukey (95%), con
el programa Statistic 8.1.

El porcentaje de inactivacién se obtiene al
relacionar la pérdida de actividad insecticida del
inoculo experimental con la actividad insecticida del
inoculo estandar (suspension viral no expuesta a la
temperatura).

2.4 Efecto de dos procesos de secado sobre
la actividad insecticida del virus

2.4.1 Preparacion de la suspension viral

Se tomaron 20 gramos de larvas infectadas, las cuales
fueron homogenizadas con 260 mL de agua destilada
estéril utilizando un dispersor Ultraturrax IKA 40
(Alemania) a 10.000 rpm por un minuto. La mezcla
se filtr6 a través de una capa de tela para retirar el
tejido del insecto y la concentracién viral se ajustd con
agua a 3 x 10° CI/mL mediante recuento en cdmara
de Neubauer. Posteriormente se adiciond silicato
de magnesio al 10% agitando vigorosamente, sélido
insoluble utilizado como diluente en el producto final.

2.4.2 Caracterizacion de la suspension viral

Esta suspensién se caracterizd determinando su
contenido de materia seca, humedad, pH y contenido
de contaminantes. El contenido de materia seca y
humedad se determiné tomando una muestra de 0,5 g
que fue secada a 100 °C en un analizador de humedad
KERN MLS 50 - 3 (Alemania), hasta peso constante.
Los resultados se expresaron como porcentaje. El
pH se realizé6 en un potenciémetro marca HANNA
instruments (Espafia), mezclando un gramo de muestra
con 100 mL de agua y realizando la lectura directa. El
contenido de contaminantes se determiné preparando
a partir de la suspension viral diluciones seriadas.

Se sembraron en superficie en cajas de Petri con los
medios agar papa dextrosa PDA-Triton para hongos
(5 dias de incubacién a 26°C + 1°C), agar extracto
de levadura y malta (YM) para levaduras (48 horas
de incubacién a 26°C + 1°C) y agar nutritivo para
bacterias (24 horas de incubacién a 37°C + 1°C).
Cada muestra se sembrd por triplicado y los resultados
fueron expresados como UFC/mL para la suspension
viral o UFC/gramo para los polvos secos. Cada
caracteristica se evalud por triplicado a tres muestras
diferentes del principio activo viral.

2.4.3 Procesos de secado

Para el proceso de secado por atomizacién en lecho
fluido (Spray drying), se tom6 un volumen de 250 mL
de la suspension viral ajustada a una concentraciéon
3% 10 CI/mL se atomiz6 en un equipo de lecho fluido
marca Glatt GmbH D-01277t (Alemania), equipado
con una boquilla de 1 mm. Durante el proceso
se utilizd una presion interna de 1 bar, un flujo
de 12 rpm que equivale a una velocidad de flujo
6.18 mL/minuto, una temperatura de entrada de 92°C
y una presion de aleta expresada como angulo de
apertura de 25° al inicio del proceso y de 35° al final
de éste. La temperatura interna de la cdmara fue
determinada mediante la introduccién de un sensor
dentro de la misma, el cual estuvo en contacto con el
producto. La temperatura de entrada y de salida del
aire también fueron registradas por el equipo durante
todo el proceso. La velocidad de flujo se ajusté de
tal forma que la temperatura interna de la cdmara
y la temperatura de salida fueran inferiores a 50°C.
Para el proceso de secado en estufa con corriente
de aire, se tomd la suspensioén viral ajustada a una
concentracién 3 x 10° CI/mL se ubicé en bandejas
metdlicas (largo 21 cm x ancho 5,5 cm x profundidad
4 cm), dispensdndose por bandeja un volumen de
30 mL, para un total de 10 bandejas. Las bandejas
se cubrieron con toallas de papel y se ubicaron en
una estufa con corriente de aire a una temperatura de
37+1°C durante 24 horas. Las condiciones del aire
utilizado en el proceso fueron: temperatura de bulbo
himedo 30°C, temperatura del bulbo seco 37.85°C,
velocidad promedio de secado 1.83g agua/hora y
humedad relativa 60%.

2.4.4 Caracterizacion del virus seco

Al polvo obtenido después de secar la suspensién viral
por los dos métodos (atomizacién en lecho fluido y
estufa) se le determiné el contenido de contaminantes
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microbianos, el pH y el contenido de humedad
siguiendo las metodologias previamente descritas.

Se determind el rendimiento del proceso en
términos de porcentaje de producto seco obtenido, el
cual se calculé segtin la ecuacién (Ec. 2):

o pPf
Rendimiento (%) = Po x 100 2)
Donde: Pf es el peso seco del polvo obtenido y Po es
el peso seco del virus (CI) mas el diluente adicionado
a la suspension viral.

También se determind la concentracién viral para
lo cual se tomaron 0.1 g de cada muestra de virus
seco y se reconstituyeron en 9.9 mL de tampén
de fosfatos. Se realizaron diluciones seriadas y
se determind la concentracién mediante recuento en
camara de Neubauer.

Para evaluar la actividad insecticida, muestras
de los virus secos se reconstituyeron en agua
destilada estéril y se ajustaron a cinco concentraciones
correspondientes a 2 x 103, 2 x 10% 2 x 10°,
2 x 10° y 2 x 107 CI/mL. Con estas suspensiones
se realiz6 un bioensayo utilizando la metodologia
previamente descrita (Hughes y Wood, 1981). El
disefio experimental fue completamente al azar con
tres repeticiones por tratamiento.

2.5 Andlisis estadistico

Los experimentos se realizaron por triplicado. La
normalidad de los datos se evalu6 mediante una
prueba de Shapiro-wilk (95%). La homogeneidad de
varianzas y la diferencia entre medias se evidencid
mediante una prueba t-Student (95%), con el programa
SAS 9.1.

Para evaluar la actividad insecticida, con los
resultados de mortalidad se estimé la concentracion
letal media (CLsp) mediante un analisis Probit
(Finney, 1952) utilizando el programa Polo Plus
version 1.0.

3 Resultados y discusion

3.1 Efecto de la temperatura sobre la
actividad insecticida del nucleopoliedro-
virus de S. frugiperda SfMNPV003

En términos generales se observd que al exponer las
particulas virales a diferentes temperaturas durante
diferentes tiempos, se produjo una reduccién en la
actividad insecticida del virus, la cual fue mayor a
medida que aument6 el tiempo y la temperatura de
exposicion (Fig. 1).
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La suspension viral no expuesta a la temperatura,
presentd una eficacia del 97.68%, y los tratamientos
expuestos a las temperaturas de 30°C, 40°C vy
50°C durante los tiempos de 30, 45, 60, 120 y
180 minutos, oscilaron entre el 65% y el 100%
(Fig. 1). Estos valores de eficacia no presentaron
diferencias significativas entre si, lo cual indica que
las temperaturas de 30°C, 40°C y 50°C no afectaron
la actividad insecticida del virus durante tres horas de
exposicion.

A 60°C se detectaron diferencias significativas
(F = 7.43, gl = 19, P= 0.00001) entre la eficacia
obtenida a los tiempos 0, 30, 45 y 60 minutos
con respecto a la eficacia del virus expuesto durante
120 y 180 minutos, tratamientos para los cuales la
actividad insecticida fue del 49.99% y del 47.50%, con
porcentajes de inactivacion del 48.82% y del 51.37%
respectivamente.

Estos resultados concuerdan con lo que reporta
la literatura ya que la mayoria de los baculovirus
se multiplican adecuadamente a temperaturas entre
24 y 29°C y no toleran temperaturas superiores
a 60°C, inactivacion que parece resultar de la
descomposiciéon de las macromoléculas (ADN y
proteinas) (Miller, 1997; Caballero y col., 2001).
Estudios en temperaturas altas indican que una
temperatura mayor a 40°C puede causar una ripida
inactivacion, particularmente en suspensiones acuosas
y a temperaturas de 60°C los virus pueden perder
mas del 50% de su actividad en aproximadamente
10 minutos (Lacey y Kaya, 2007). Sin embargo, el
aislamiento STMNPVO003 objeto del presente trabajo,
no mostré una inactivacién significativa hasta después
de una hora de exposicién a 60°C, lo que podria
deberse a diferencias genéticas con otros NPV aislados
en diferentes regiones geogréficas.

En un estudio similar realizado por
Behle y col., (2006), se observd que el
nucleopoliedrovirus de Anagrapha falcifera AfNPV
sin formular, fue tolerante durante dos horas
a una temperatura de 68°C, mientras que al
exponerse a 90°C por 30 minutos perdié mas del
20% de su actividad. Otro trabajo realizado por
Michlasky y col., (2008) determind que la exposicion
del nucleopoliedrovirus de Autographa californica
AcNPV a temperaturas mayores de 45°C por 120
minutos causé la disminucién de su infectividad en
dos unidades logaritmicas.

La pérdida de actividad que se evidencia en los
baculovirus al exponerlos a condiciones abidticas de
estrés puede deberse a que los cuerpos de inclusion,
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Fig. 1. Efecto de la temperatura sobre la eficacia del aislamiento viral STMNPV003. Tratamientos con la misma
letra no son significativamente diferentes, segtin prueba de Tukey (95 %).

los cuales ayudan a proteger a los viriones de factores
ambientales, estdn constituidos por proteinas que
pueden degradarse por efecto de la temperatura y la
humedad (Peng y col., 1999).

El efecto deletéreo de la temperatura posiblemente
se relaciona con que a medida que ésta se
incrementa, aumenta la velocidad de hidrélisis
y autooxidacién de las moléculas debido a la
exposicion a radicales libres derivados de los
lipidos de las larvas, los cuales no son totalmente
removidos de la suspensién viral por filtracion
(Burges, 1998), causando la desnaturalizacion de
la cépside por cambios conformacionales de sus
proteinas estructurales (Boshetti y col., 2003).

En este sentido, conocer los efectos de la
temperatura sobre la estabilidad viral es crucial
para desarrollar procesos de formulacién de
bioplaguicidas y para favorecer su eficacia en campo
(Sporleder y col., 2008), ya que a pesar del
gran potencial de estos microorganismos como
insecticidas biolégicos, su labilidad ha sido reconocida
como un problema para su comercializacion
(Behle y col., 2006).

3.2 Efecto de dos procesos de secado sobre
la actividad insecticida del virus

3.2.1 Caracterizacion de la suspension viral

El pH promedio de la suspension viral antes del secado
fue de 6.52 (Tabla 1), valor que asegura la estabilidad
fisica de los cuerpos de inclusién, que se afectan en
medios alcalinos con valores de pH mayores a 9 y
en medios dcidos con valores de pH menores a 4

(Caballero y col., 2001).

La suspension viral presenté una contaminacion
bacteriana de 4.88 x 108 UFC/mL, no se detectaron
levaduras y el recuento de mohos fue menor a
100 UFC/mL (Tabla 1), lo cual se debe a la produccién
in vivo de virus y corresponde a la contaminacién
generada a partir de los caddveres de los insectos que
mueren por la infeccion viral, ya que la producciéon
viral in vivo, genera una carga importante de bacterias
y hongos que naturalmente colonizan las dietas,
la superficie del insecto, su intestino y sus heces
(Quiroga y col., 2011).

Se puede decir que el STMNPV003 producido
seguin el método descrito anteriormente se encuentra
dentro de los limites permitidos de contaminantes
ya que se ha establecido que se considera como
aceptable un total de contaminantes microbianos de
1 x 10° UFC/mL para baculovirus producidos in vivo
(Jenkins y Grzywacz, 2003) y que deben estar libres
de coliformes y bacterias patégenas para los humanos
como por ejemplo las pertenecientes a los géneros
Salmonella, Vibrio, Shigella, etc. (Shapiro 1986 en:
Caballero y col., 2009).

Tales contaminantes pueden afectar la estabilidad
fisica y las propiedades insecticidas de productos
formulados o quizds puedan ser perjudiciales para
la salud por el riesgo de encontrarse presentes algunos
patégenos humanos. La gran mayoria de estos
microorganismos son especies comunes de los géneros
Pseudomonas, Enterococcus y especies coliformes
de la familia Enterobacteriaceae (Enterobacter
faecalis 'y E. faecium) y sapréfagos oportunistas
como Bacillus cereus 'y Bacillus sphaericus
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(Jenkins y Grzywacz, 2000; Caballero y col., 2001).
Es por esto que la concentracién microbiana de
contaminantes y la identificacién de los mismos es
importante para asegurar la calidad de este tipo de
bioinsumos (Lasa y col., 2008).

El contenido de humedad fue del 93.57% vy
el de solidos presente en la suspension del 6.43%
(Tabla 1), lo que indica una baja cantidad de particulas
en suspension y solutos disueltos en la muestra. Cabe
destacar que esto es adecuado, ya que un contenido
alto de soélidos en la suspension podria generar un
aumento en el tamafo de particula y la necesidad de
mayores tiempos de secado, provocando un aumento
en el tiempo de contacto entre el aire caliente y el
material biol6gico, que podria causar una inactivacion
térmica del agente biol6gico durante el proceso de
secado (Peighambardoust y col., 2011).

Los resultados permitieron concluir que la
suspensién  viral elaborada contaba con las
caracteristicas adecuadas para su uso como principio
activo de un bioplaguicida viral, por lo que fue
utilizada para la evaluacion de dos métodos de secado.

3.2.2 Procesos de secado

Durante el proceso de secado por atomizacién en lecho
fluido se realiz6 el seguimiento de la temperatura
de entrada, la temperatura interna de la camara y la
temperatura de salida (Tabla 2). Los rangos reportados
corresponden a los valores en los cuales fluctuaron las
diferentes temperaturas durante el proceso.

La temperatura interna de la cdmara es la variable
mads importante y debe ser controlada en el proceso,
ya que puede tener un impacto negativo sobre el
principio activo cuando éste es termoldbil. En este

sentido la temperatura interna de la cdmara presentd
un valor promedio de 38.52°C, el cual teniendo en
cuenta los resultados obtenidos previamente sobre el
efecto de la temperatura en la eficacia del aislamiento
viral STMNPVO003, permite sugerir que el proceso
no afectara negativamente la actividad insecticida del
virus.

El desafio de usar el proceso de atomizacién
en lecho fluido para estabilizar principios activos
labiles a la temperatura, requiere el control de
las condiciones de atomizacidén, las condiciones de
secado y de las propiedades resultantes en el material
seco, de manera que no se produzca la pérdida
de la actividad bioldgica (bioactividad). Es asi
como en el estudio realizado para la atomizacién de
virus atenuados de vacunas de sarampién, se pudo
establecer que cuando la temperatura de producto
durante el proceso se mantiene entre 40°C y 60°C, se
mejora significativamente la estabilidad del producto
durante el almacenamiento a temperaturas de 37°C por
8 semanas, confirmando la importancia de este factor
(Ohtake y col., 2010).

Durante el proceso de secado en estufa con
corriente de aire la temperatura oscilé entre 37.1°C
y 38.6°C y el tiempo total del mismo fue de
24 horas. Como en el caso anterior las condiciones
de temperatura del proceso estuvieron dentro de los
pardmetros que se espera no afecten la actividad viral.

3.2.3 Caracterizacion de los polvos secos obtenidos

Para evaluar el efecto de los procesos de secado
sobre el aislamiento SfMNPVO003 se realizé la
caracterizacion de los productos obtenidos con cada
proceso (Tabla 3).

Tabla 1. Caracteristicas de la suspension viral del aislamiento STMNPV003

Caracteristica Promedio  Limites Referencia
pH 4-9 Ignoffo y Garcia (1966) en:
Contenido de humedad (%) Jenkins y Grzywacz (2003)
Contenido de materia seca (%)
Total contaminantes microbianos (UFC/mL) 4.88x10%8  1.00x10° Jenkins y Grzywacz (2003)

Contaminacion bacteriana (UFC/mL)
Contaminacioén fungica (UFC/mL)
Concentracién viral (CI/mL)

4.88x108

3.00x10°

Tabla 2. Temperaturas alcanzadas en el proceso de atomizacion en lecho fluido

Temperatura entrada (°C) Temperatura interna de la cdmara de secado (°C)  Temperatura de salida (°C)

85.0-106.0

33.0-42.5

31.0-44.0
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La prueba de comparacién de medias t-Student
detecté diferencias altamente significativas entre los
valores de pH de los dos tratamientos (F = 1.00,
gl =4, P < 0.0001), siendo el pH del producto
obtenido por el proceso de atomizacién en lecho
fluido significativamente menor al del polvo obtenido
por el proceso de secado por estufa (Tabla 3).
Esta diferencia podria deberse al mayor contenido
de microorganismos contaminantes en el producto
atomizado en lecho fluido, los cuales podrian haber
degradado algunos componentes de la formulacion,
generando cambios quimicos que afectaron el pH
del medio (Burges, 1998). Otro factor pudo haber
sido la mayor temperatura empleada en el proceso
de atomizacién en lecho fluido, que podria haber
acelerado reacciones quimicas de los componentes
repercutiendo en el pH. Sin embargo, los valores
de pH obtenidos para los dos productos secos
como se menciond anteriormente, se encuentran
en un rango adecuado para mantener la integridad
de las particulas virales (Caballero y col., 2001;
Silva y Moscardi, 2002).

Con el proceso de atomizacion en lecho fluido se
obtuvo un producto con un contenido de humedad
del 6.14 + 0,34%, valor que fue significativamente
menor (F = 2.82, gl = 4, P = 0.0169) al obtenido
en el producto secado en estufa con corriente de
aire (7.66 = 0.57%) (Tabla 3). Esta diferencia
es debida posiblemente a que la atomizacion
en lecho fluido involucra varios microprocesos
y remueve la humedad de las gotas formando
particulas secas bajo condiciones controladas de
temperatura y flujo del aire (presion), produciendo
fluidizacién de las particulas y un secado mas rapido
(Peighambardoust y col., 2011); por el contrario, el
proceso de secado en estufa se realiza mediante el flujo
de aire caliente dentro de la cdmara sobre un sélido
estacionario que hace que los ciclos de secado sean
mds largos (Salazar, 2003). Caber destacar que los
contenidos de humedad para los dos productos fueron
bajos y se consideran adecuados para bioplaguicidas
a base de baculovirus, ya que aseguran la estabilidad
fisica de los cuerpos de inclusién, reduciendo la
probabilidad de crecimiento de microorganismos
contaminantes que puedan afectar la calidad del
producto final (Quiroga y col., 2011).

Al comparar el contenido de contaminantes
microbianos (Tabla 3), se encontraron diferencias
muy significativas entre los dos tratamientos para
el contenido de bacterias (t = 11.43; P = 0.0076)
y diferencias significativas para el contenido de
hongos (t = 9.21; P = 0.0116). No se reporta

contenido de levaduras, solo de mohos y bacterias,
siendo significativamente mayor la contaminacién
en el producto atomizado en lecho fluido, lo que
posiblemente se debe a que este sistema no es cerrado
y no incluye filtros en ningin punto. La cdmara de
atomizacion cuenta con puntos de entrada y salida para
la alimentacién de la suspension viral y para la entrada
y salida de aire, factor que puede facilitar el ingreso
de microorganismos del ambiente al sistema; mientras
que para el secado por estufa, el producto se ubicé
en bandejas cubiertas con un material que permite la
salida de la humedad, pero no la entrada de particulas,
disminuyendo la posible entrada de microorganismos.

Para asegurar la calidad de estos bioinsumos se
ha establecido que el conteo de bacterias totales
no debe exceder de 5 x 108 UFC/g para productos
secos formulados (Jenkins y Grzywacz, 2003), por
lo tanto los polvos secos del STMNPV obtenidos con
los métodos de secado descritos anteriormente estin
dentro de los limites aceptables de contaminacion.

Teniendo en cuenta el contenido de contaminantes
de la suspension viral 4.88 x 108 UFC/mL) (Tabla 1),
la cantidad utilizada en cada proceso (300 mL para
proceso de secado en estufa y 250 mL para secado
por atomizacién en lecho fluido) y su correspondiente
peso seco 51.0 g y 42.5 g, la concentracién tedrica de
contaminantes bacterianos para el producto secado en
estufa serfa de 2.74 x 10° UFC/g y la del producto
atomizado de 2.82 x 10° UFC/g, datos que fueron
muy superiores a los encontrados experimentalmente
en los polvos secos obtenidos (Tabla 3). Se pudo
establecer que la contaminacién bacteriana se redujo
después del proceso de secado en un 94.26% para
el producto atomizado en lecho fluido y en un
99.65% para el procesado en estufa, lo que indica
que a pesar del proceso de concentraciéon debido a
la deshidratacion, la concentracion de contaminantes
viables se redujo, posiblemente debido al efecto
negativo que produjo cambios en la permeabilidad
de la membrana plasmética durante el proceso de
deshidrataciéon, evento critico que puede generar
la muerte celular (Jin y Custis, 2011) e induce
perturbaciones drdsticas en los sistemas bioldgicos,
tales como cambios en la morfologia celular
(Casas y Céez, 2011) y la transicién de fases de los
fosfolipidos y las variaciones del volumen celular,
siendo la velocidad a la cual es removida el agua
de las células, uno de los factores mas determinantes
(Mille y col., 2005).

Al comparar el efecto de los dos procesos
de secado sobre la reduccién de contaminantes
bacterianos se determind que el secado en estufa
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causé la mayor reduccién de la carga microbiana,
posiblemente porque el efecto de la temperatura
sobre la viabilidad de los microorganismos depende
entre otros factores del tiempo de exposicién. En
este sentido, el proceso en estufa tardé 24 horas,
en comparacién con el proceso de secado por
atomizacion en lecho fluido que s6lo tomé 52 minutos
desde que se inici6 la atomizacion del liquido hasta
que ésta termind y se suspendié el flujo de aire.
El secado en estufa es largo y su mecanismo de
calentamiento es por circulacién de aire caliente, lo
que puede producir un dafio estructural y fisioldgico
a los microorganismos por desnaturalizacién de
proteinas, inactivacién de enzimas y ruptura de
oligonucleétidos de ADN y ARN (Mille y col., 2005;
Fernandez-Sandoval y col., 2012).

Se destaca que el contenido de contaminantes
obtenido en los dos productos secos (Tabla
3) es similar al de algunos productos virales
como la formulacién del nucleopoliedrovirus de
Spodoptera exigua (Hiibner, 1808) evaluada por
Lasa y col. (2008), que mostré un contenido de
microorganismos en promedio de 1.9 x 10® UFC/g.
De igual forma el producto comercializado en
Estados Unidos con el nombre comercial Elcar®,
cuyo ingrediente activo es el nucleopoliedrovirus
de Helicoverpa zea (Boddie, 1850), presenta
un contenido de contaminantes de 107 UFC/g
(Shied 1989 en: Quiroga y col., 2011).

Las concentraciones virales de los polvos
secos obtenidos por atomizacién en lecho fluido
(209 x 10° Cljg) y secado en estufa
(244 x 10° CI/g) no presentaron diferencias
significativas entre si (F = 1.65, gl = 4, P = 0.0773)
segin la prueba de comparacién realizada, lo que
sugiere la eficiencia de los dos procesos para la
conservacion de las particulas virales durante la
remocion de agua.

El proceso de atomizacién en lecho fluido presentd
un rendimiento de 44.28% vy el proceso de secado
en estufa de 95.00%, resultados que indican que se
presentaron pérdidas de material en el lecho fluido,
posiblemente por salida de polvos finos a través de las
mangas o por depdsitos de producto en los diferentes
aditamentos de la cdmara que no fueron recuperados
(Johansen y col., 2000; Biirki y col., 2011). Por el
contrario, para el secado en estufa las pérdidas fueron
minimas siendo muy fécil y eficiente la operacion
manual de recuperacién de producto.

Para la evaluacién de la actividad bioldgica
se determind la concentracién letal media de los
productos obtenidos después del secado de una
suspension viral del aislamiento STMNPV003 por
atomizacion y en estufa (Tabla 4).

Al comparar los limites fiduciales (95%) de
las CLsy determinadas (Tabla 4), se observo
que no existen diferencias significativas entre la
patogenicidad del virus sometido a los dos procesos
de secado y el virus sin secar. El andlisis probit
determiné que se cumplieron las hipétesis de igualdad
y paralelismo para los dos productos secos (P > 0.05),
lo cual permitié determinar las potencias relativas,
entre estos dos tratamientos observandose que el virus
sometido al proceso de atomizacién en lecho fluido
es aproximadamente 3 veces menos potente que el
virus secado en estufa. Esta menor potencia podria
deberse a que en el proceso de atomizacién en lecho
fluido la solucién de alimentacién se distribuye en
gotas muy finas que se enfrentan a una corriente de aire
caliente para su rapida deshidratacién, procedimiento
que puede ser muy drastico para materiales biol6gicos
labiles tales como los virus (Othake y col., 2010) y que
pudo haber causado la inactivacién del SEMNPV003.

Una de las caracteristicas de los baculovirus, que
permite su manipulacién y formulacién utilizando
procesos que involucran el uso de solventes organicos
o altas temperaturas, es la formacién del cuerpo del
inclusién proteico (Villamizar y col., 2010).

Tabla 3. Caracteristicas de los productos obtenidos después del secado de una suspensioén
viral del aislamiento STMNPV003 por los métodos de atomizacion en lecho fluido y estufa.

Caracteristica Proceso de atomizacion  Proceso de secado en estufa
pH 6.14%*% 6.33%**
Contenido de humedad (%) 6.14%* 7.66*
Contaminacién bacteriana (UFC/g) 3.88x 108 2.33x107#*
Contaminacién fungica (UFC/g) 1.97x10%** 1x10%*
Concentracion viral (Cl/g) 2.09x10° 2.44x10°
Prueba t-Student *Significativo (P < 0.05) ** Muy significativo (P< 0.01) *** Altamente significativo

(P < 0.0001)
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Tabla 4. Concentracion letal media de los productos obtenidos después del secado de una suspension viral del
aislamiento STMNPVO003 utilizando los métodos de atomizacién en lecho fluido y de estufa.

Tratamiento CLsg Limites de confianza 95% (CI/mL) Potencia Nivelde p Heterogeneidad
(CI/mL) Inferior Superior relativa!
Virus secado 3.3x10°  8.1x10* 1.3x10° 0.30 0.46 4.10
por atomizacién
Virus secado 1.0x10°  4.1x10* 2.4x10° 1.00 0.47 1.89
en estufa
Virus sin secar 24x10°  1.4x10 3.9x10° - 2.38 0.52

(suspension viral)

'La potencia relativa es una medida de la actividad insecticida del inoculo experimental (virus secado por atomizacién)

comparado con el inoculo estdndar (virus secado por estufa).

Esta estructura brinda proteccion a la unidad
infecciosa o virion, efecto que ha sido comprobado
por varios autores como Behle y col, (2000),
quienes observaron que los cuerpos de inclusién
(ClIs) del nucleopoliedrovirus de Anagrapha falcifera
protegieron la actividad insecticida de los viriones
de los efectos dafiinos de altas temperaturas. En
otro trabajo se observd que durante un proceso
de atomizacién de dicho virus, éste no redujo su
actividad insecticida causando mortalidades entre el
68.8% y el 96.6% en larvas de Trichoplusia ni, lo
que se relaciond con la proteccién brindada por el
cuerpo de inclusién (Tamez y col., 2002). Ademads,
en otro trabajo, no hubo pérdida de la actividad
insecticida en formulaciones del Granulovirus de
Cydia pomonella CpGYV, elaboradas por atomizacion,
con las cuales se registr6 una mortalidad del 93.6%
(Arthurs y col., 2006).

En cuanto al método de secado en estufa con
corriente de aire, éste se ha utilizado para secar
nucleopoliedrovirus como el de Anagrapha falcifera
(AfMNPV), mostrando que el virus no formulado
secado a 68°C por dos horas no presentd pérdida
de actividad, mientras que la exposicion a 90°C
por 30 minutos causé mds del 20% en pérdida de
actividad (Behle y col., 2006). Dicho método se ha
utilizado también para secar el virus de la hepatitis A,
obteniéndose una reduccién de su infectividad después
de 24 horas a 80°C y entre 2 horas y 6 horas a 90°C
(Sofer y col., 2003).

Los diferentes resultados para los dos procesos
de secado evaluados evidencian que las condiciones
de cada uno afectan de diferente forma el producto
final, como lo reporta el trabajo de Horaczek y
Viernstein, (2004), en el cual se compard el efecto
de tres tecnologias de secado sobre la actividad y
longevidad de los conidios de Beauveria brongniartii
y Metarhizium anisopliae. En dicho trabajo se

establecié que el método de liofilizacién fue el més
favorable para B. Brongniartii y el mds destructivo
para M. Anisopliae y que los métodos de secado por
atomizacién y lecho fluido produjeron un dafio severo
al material fingico, lo cual se reflej6 en una baja y
prolongada velocidad de germinacion.

Los baculovirus son una alternativa efectiva
para el control de plagas, por lo que los resultados
encontrados en este trabajo sobre el efecto de la
temperatura y el proceso de secado sobre la estabilidad
viral del nucleopoliedrovirus SIMNPV003, serdn de
gran utilidad para el desarrollo de una formulacién
que tendria las ventajas de las preparaciones
secas como su estabilidad en almacenamiento
(Caballero y col., 2001), previo establecimiento de
sus condiciones, lo cual contribuye a la mejora
de su vida util y su funcionalidad como producto
seco (Carrillo y col., 2011), asi como la facilidad
de manejo y almacenamiento, ya que se reduce el
peso y el tamafio del empaque (Seaman, 1990 En:
Tamez y col., 2002)

Conclusiones

Se establecidé que el aislamiento SEMNPV003 pierde
patogenicidad cuando se expone a temperaturas
superiores a 50°C y el producto seco obtenido con
el proceso en estufa evidencié mejores caracteristicas
tecnolégicas, razén por la que dicho método
fue seleccionado como el mds adecuado para la
deshidrataciéon del virus durante el proceso de
formulacién y manufactura de un bioplaguicida.
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Nomenclatura
CI cuerpo de inclusién
Cl/g cuerpo de inclusién por gramo
CI/mL cuerpo de inclusién por mililitro
CLsg concentracion letal media, CI/mL
H humedad, %
t tiempo, minutos
T temperatura, °C
UFC/g unidades formadoras de colonia por
gramo
UFC/mL unidades formadoras de colonia por
mililitro
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