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Capítulo II

Un bioplaguicida microbiano tiene dos componentes: 
un ingrediente activo que corresponde al microorga-
nismo que ejerce la acción biológica y los excipientes 
o sustancias inertes que, además de servir de vehí-
culo para el activo, tienen una función de protec-
ción, ya sea durante el almacenamiento o cuando
el producto es aplicado en campo. Adicionalmente,
ayudan a formar un sistema de entrega que permite
una fácil aplicación.

Con el fin de garantizar que el bioplaguicida elabo-
rado cumpla con el objetivo para el cual fue desarro-
llado y mantenga su viabilidad, actividad biológica y 
características fisicoquímicas, es importante llevar a 
cabo el control de las variables que pueden ser un indi-
cativo de su calidad microbiológica, biológica y fisi-
coquímica mediante el establecimiento de los límites 
bajo los que se deben conservar. Generalmente, se le 
da mayor importancia al control de calidad micro-
biológico y biológico, ya que proporciona informa-
ción respecto del estado del microorganismo, lo cual 
incide directamente en la eficacia del producto. De 
acuerdo con esto, suele prestársele menos atención al 
control de calidad fisicoquímico a pesar de que este 
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también tiene un efecto indirecto sobre la eficacia del producto y puede aportar un 
valor agregado o diferencial a un mismo tipo de bioplaguicida. Por ejemplo, pueden 
existir dos granulados con el mismo ingrediente activo o microorganismo, pero uno 
de ellos puede ser más eficaz por presentar una completa y más rápida desintegra-
ción del gránulo, lo cual posibilita la liberación total del ingrediente activo y garan-
tiza su aplicación en la dosis establecida.

En este sentido, el objetivo de este capítulo es identificar las variables fisicoquí-
micas más importantes de acuerdo con el sistema de entrega o tipo de formula-
ción del bioplaguicida y las metodologías existentes que suelen emplearse para su 
determinación.

Bioplaguicidas microbianos sólidos 

Los sistemas de entrega sólidos que suelen emplearse para la formulación de agentes 
de control biológico son los polvos y granulados. En la tabla 2.1 se presentan sus 
características y lo que se espera de acuerdo con el tipo de formulación en el momento 
de su aplicación.

Figura 2.1. Granulado dispersable a base de Rhodotorula 
mucilaginosa (Basidiomycota: Sporidiobolales).
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Tabla 2.1. Sistemas de entrega de bioplaguicidas microbianos sólidos

Bioplaguicidas 
sólidos Descripción Características en la aplicación

Polvos mojables 
(wp)

Mezcla del microorganismo con un 
polvo que se humecta y suspende 
en agua en el momento de su 
aplicación.

Tiempo corto de humectabilidad, 
formación de una suspensión 
homogénea en la que no se 
formen aglomerados, poca 
formación de sedimento.

Polvos de 
aplicación 
directa (dp)

Corresponden a la mezcla de un 
microorganismo con un polvo 
mineral fino, de un tamaño que 
varía de 50 a 100 micras, que se 
aplican directamente sobre el 
blanco.

Facilidad de aplicación por tener 
buena fluidez y no presentar 
formación de aglomerados.

Polvos para 
tratamiento de 
semilla (ds)

Mezcla de un ingrediente activo 
y un polvo empleado como 
vehículo (diluyente) para facilitar el 
recubrimiento de la semilla.

Buena adherencia cuando se logra 
una cobertura total de la semilla.

Granulados 
dispersables 
(wg)

Formulaciones sólidas con un 
rango de tamaño de 100 a 1.000 
micras, de flujo libre, diseñadas 
para ser suspendidas en agua y 
liberar el microorganismo de forma 
homogénea en el momento en el 
que el gránulo se desintegra.

Buena humectabilidad y tiempo 
corto para lograr una completa 
desintegración.

Cápsulas

Sistemas de liberación controlada o 
sostenida en los que el ingrediente 
activo se encuentra en el interior 
de una partícula, generalmente 
un polímero, que puede o no estar 
hidratado.

Mayor estabilidad del ingrediente 
activo al protegerlo de factores 
bióticos y abióticos del medio 
brindándole un microambiente 
benéfico. Este factor puede 
aumentar su vida útil y mantener 
la actividad metabólica por 
periodos prolongados de 
tiempo, no solo durante el 
almacenamiento, sino después 
de su aplicación, lo cual resulta 
en la reducción del número de 
aplicaciones o de la dosis del 
producto. 

Fuente: elaboración propia con base en Faria & Wraight (2007); Gansic & Brankica (2013); Vemmer & Patel (2013)
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Teniendo en cuenta los principales sistemas de entrega sólidos, a continuación se 
describen las pruebas fisicoquímicas más relevantes para cada tipo de formulación 
(tabla 2.2) y algunas de las metodologías empleadas para su evaluación (tabla 2.3).

Tabla 2.2. Variables fisicoquímicas para evaluar en bioplaguicidas microbianos sólidos

Tipo de Formulación

Variable para evaluar
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Polvos mojables X X X X X

Polvos de aplicación 
directa X X X

Polvos para tratamiento 
de semillas X X X

Granulados X X X X X

Cápsulas1 X X X
1Otras variables fisicoquímicas importantes a evaluar en este tipo de formulaciones son la solubilidad, la hidrofobicidad, la higroscopicidad, 
el potencial zeta, la superficie y la morfología (Zhang et al., 2020; Sung-II et al., 2019; Gray et al., 2016; Chan et al., 2011).

Fuente: Elaboración propia 

Humectabilidad: de acuerdo con Freudig et al. (1999), esta característica se describe 
como la “facilidad que tiene un polvo de empaparse por un líquido por efecto de 
las fuerzas capilares que controlan la velocidad de este” (p. 525). La velocidad con 
la que un material sólido se humecta depende del tamaño de las partículas y del 
tamaño de sus poros, de la cantidad de poros que tiene y del valor del ángulo de 
contacto formado entre el agua y el material (Schubert, 1978; Freudig et al., 1999). 
Esta característica se puede medir expresándola como el tiempo en que el mate-
rial tarda en humectarse o como el ángulo de contacto entre el agua y el material 
evaluado. El primer caso se conoce como humectabilidad estática o test de Freudig 
modificado (Freudig et al., 1999; Kim et al., 2000) y consiste en la determinación del 
tiempo requerido para que se sumerja hasta la última partícula de polvo de la super-
ficie. Para dicho fin, una cantidad conocida del material a evaluar se coloca sobre 
un volumen de agua. En el segundo caso, como lo decribe Yang et al. (2003), “una 
gota de líquido con gran tensión superficial descansando sobre una superficie sólida 
con baja tensión superficial, origina una gota de forma esférica, es decir, un ángulo 
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de contacto elevado y viceversa” (p. 199). De acuerdo con esto, para que el sólido se 
humecte se necesita que la tensión superficial del sólido sea mayor a la del líquido 
o que la tensión superficial del líquido sea menor a la del sólido (Gil et al., 2008). 
Cuanto menor sea el ángulo de contacto, mayor será la humectabilidad del material. 
Para el caso de los polvos y granulados, esta característica generalmente se expresa 
como el tiempo que una cantidad conocida del material a evaluar en un volumen de 
agua preestablecido tarda en humedecerse completamente.

Suspendibilidad: esta característica hace referencia a la formación de una suspen-
sión homogénea cuando el producto es reconstituido en agua. Se pueden evaluar dos 
tipos de suspendibilidad de una formulación. El primero corresponde a la suspen-
dibilidad del ingrediente activo (conidios, esporas, células, cuerpos de inclusión), es 
decir, la cantidad de ingrediente activo suspendido después de un tiempo dado en 
una columna de líquido de altura conocida. Esta es expresada como el porcentaje de 
la cantidad de ingrediente activo en la suspensión original, por lo cual este método es 
adecuado para suspensiones que contienen hasta 1 % de ingrediente activo pero no 
para suspensiones con una concentración mayor de ingrediente activo (Collaborative 
International Pesticides Analytical Council [Cipac], 1995). El segundo corresponde 
a la suspendibilidad del producto total, es decir, la suspendibilidad del producto 
(ingrediente activo y sólidos en suspensión) suspendido después de un tiempo dado 
en una columna de líquido de altura conocida. Esta es expresada como un porcentaje 
del peso con respecto al peso en la suspensión original (Lisansky et al., 1993).

Desintegración: es un proceso en el cual una forma sólida, generalmente granulado 
o tableta, se rompe en partículas más pequeñas y finalmente en sus componentes, con 
lo cual libera el ingrediente activo y asegura su biodisponibilidad (Markl & Zeitler, 
2017). Esta característica tiene un efecto directo en la eficacia del producto. Uno de 
los mecanismos de desintegración más conocidos involucra varias etapas, la primera 
corresponde a la penetración del líquido en el material poroso compacto (Nogami 
et al., 1967), la segunda al hinchamiento, en el cual se agrandan las partículas que 
acumulan presión y se separan en partículas adyacentes (List & Muazam, 1979) y, la 
tercera, a la fuerza del líquido en el que se encuentra disperso el granulado, fuerza 
que es pequeña, pero que con la presencia de un agente desintegrante se vuelve tan 
apreciable como para romper las partículas compactas (Peppas & Colombo, 1989). 
La evaluación de esta característica para granulados y tabletas consiste en la medi-
ción del tiempo de desintegración, es decir, el tiempo que una cantidad conocida 
del material a evaluar tarda en romperse completamente y formar una suspensión 
homogénea cuando se agita en un volumen determinado de agua.



72 Plaguicidas microbianos: control y aseguramiento de calidad

Tamaño de partícula: en el caso de los polvos es una característica esencial, ya que 
el porcentaje de finos (con un tamaño inferior a 5 µm) puede causar problemas en 
la salud de quienes aplican este tipo de productos. Las partículas con un rango de 
tamaño de 1 a 5 µm se depositan en las regiones alveolares y bronquiales por sedi-
mentación (Crowder et al., 2002). Además, esta característica puede afectar otras 
propiedades de los materiales sólidos como la fluidez (Kudo et al., 2020). La determi-
nación del tamaño de las partículas generalmente se expresa como distribución del 
tamaño de partícula y puede realizarse por granulometría, por medio de una batería 
de tamices con diferente tamaño de malla, donde el material es retenido de acuerdo 
con su tamaño y, posteriormente, pesado para calcular el porcentaje que queda en 
cada tamiz (lo anterior también puede hacerse por observación directa con ayuda de 
un microscopio y un micrómetro). Otros métodos incluyen el uso de analizadores 
de difracción de rayos láser.

pH: desde el punto de vista operacional, el pH es la medida de la acidez o alcalinidad 
de un medio acuoso (Skoog et al., 1997) y es definido como el logaritmo negativo de 
la actividad de los iones hidronio (Carstensen, 1998) (generalmente se toma como 
concentración, ya que en soluciones diluidas son casi iguales). Juega un papel funda-
mental en la regulación de diferentes procesos fisiológicos de los microorganismos, 
por lo que su control en un bioplaguicida es crítico para asegurar la viabilidad y 
actividad biológica del ingrediente activo.

Humedad: es una característica muy importante en los bioplaguicidas sólidos pues 
incide en la viabilidad del microorganismo durante el almacenamiento. Productos 
con humedades superiores al 10 % mantienen más activo su metabolismo (Zarate et 
al., 2010), lo que puede reducir su estabilidad microbiológica, además de representar 
un riesgo en el aumento de contaminantes. Por otra parte, en términos de la formu-
lación, la humedad influye en características como la fluidez y la compactación. A 
mayor humedad menor fluidez y mayor formación de aglomerados en los granu-
lados (Cueva, 2018). La humedad es determinada tomando como base la pérdida de 
peso de una muestra cuando el contenido de agua presente se evapora por el calor al 
que se somete, el resultado obtenido se expresa como porcentaje de humedad.
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Tabla 2.3. Metodologías y descripción de las variables evaluadas en bioplaguicidas microbianos sólidos

Variable Metodología Descripción

Humectabilidad

ntc 439.  
Plaguicidas, 
coadyuvantes 
y reguladores 
fisiológicos. Ensayos 
de suspensibilidad, 
humectabilidad 
y criterios de 
aceptación

En un vaso de precipitado de 250 ml con un 
diámetro interno de 6,5 ± 0,5 cm y una altura 
de 9 ± 0,5 cm se adicionan 100 ml de agua a 30 
± 1 ºC. Sobre el agua se dejan caer en un mismo 
punto 5 g del producto a evaluar, no compactado, 
y se determina el tiempo que tarda en humectarse 
completamente el material. No se debe tener en 
cuenta una película fina de partículas que pueden 
permanecer sobre la superficie. Un producto 
se considera aceptable si el tiempo que tarda en 
humedecerse es igual o inferior a 1 minuto.

Cipac, mt 53

Un peso conocido de un material se deja caer desde 
una altura preestablecida, en la superficie del 
agua que se encuentra en un vaso de precipitado y 
se determina el tiempo que tarda en humedecerse 
completamente.

Suspendibilidad

ntc 439. Plaguicidas, 
coadyuvantes 
y reguladores 
fisiológicos. Ensayos 
de suspendibilidad, 
humectabilidad 
y criterios de 
aceptación

Consiste en preparar una suspensión del producto 
y al cabo de cierto tiempo determinar la cantidad 
del principio activo que queda en suspensión. 
Tomar una cantidad suficiente de muestra 
para preparar 250 ml de suspensión en agua de 
acuerdo con la concentración recomendada en las 
instrucciones del producto. La suspendibilidad 
activa promedio no debe ser inferior al 60 % ni 
superior al 105 %.

Cipac, mt 15 para 
polvos mojables, mt 
168 para gránulos 
dispersables y mt 
177 para polvos 
dispersables

Una suspensión de concentración conocida es 
preparada en agua destilada, se adiciona a una 
probeta o cilindro a temperatura constante y se 
deja en reposo durante un tiempo preestablecido. 
Se toma de la parte inferior 1/10 de la suspensión. 
Se requiere que al menos el 60 % del ingrediente 
activo permanezca en suspensión.

agrosavia (2019)

Se reconstituye 1 g del producto en 1 l de agua 
destilada y se distribuye en 4 probetas (250 ml en 
cada una) que representan un tiempo de lectura 
de 0, 1, 2 y 3 horas. En cada tiempo de evaluación 
se toma una muestra de 1 ml de la superficie, el 
medio y el fondo de la probeta y se determina la 
concentración del ingrediente activo mediante 
recuento en cámara de Neubauer.

(Continúa)
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Variable Metodología Descripción

Suspendibilidad

Lisansky et al. 
(1993). Este método 
no evalúa solamente 
el ingrediente 
activo sino la 
homogeneidad del 
producto total. 
Es utilizado por 
Aroonrat et al. 
(2003), Xiangkun et 
al. (2015) y Hong-
Ku et al. (2018) 
para determinar 
la suspensibilidad 
de bioplaguicidas 
correspondientes a 
polvos

Una muestra de 3 g se adiciona a 97 ml de agua 
destilada en una probeta de 100 ml, la cual se 
invierte 30 veces y se toma una muestra de 5 ml 
a partir de la marca de graduación de 10 ml. Este 
volumen se seca a 105 ºC hasta peso constante y 
se calcula el porcentaje al cual corresponde dicho 
peso. Este tratamiento se toma como control 
y corresponde al producto completamente 
suspendido. Por otra parte, el tratamiento a 
evaluar se suspende de la misma manera, pero se 
deja en reposo durante 1 hora, pasado este tiempo 
se toma la muestra y se seca. La suspensibilidad se 
informa como porcentaje del peso del tratamiento 
con respecto al tratamiento control.

Desintegración

agrosavia (2019)

Un vaso de precipitado de 250 ml con 100 ml de 
agua destilada y una barra magnética de 3 cm 
por 0,5 cm de diámetro se colocan en agitación a 
500 rpm. Se adicionan 5 g del producto a evaluar 
y se toma el tiempo que tarda en desintegrarse 
completamente desde el momento en que se 
humecta.

Método descrito en 
la Farmacopea usp. 
Aplica para tabletas

Mediante un equipo especial para la prueba de 
desintegración usp, a una temperatura de 37 ºC y 
utilizando agua como medio de desintegración, se 
determina el tiempo necesario para que todas las 
partículas pasen a través de una malla (Takasaki 
et al., 2019).

Hong-Ku et al. 
(2018)

Una muestra de 0,5 g con un tamaño de partícula 
en el rango de 250 µm a 1.414 µm, se adiciona a 
un cilindro de medición de 100 ml con 90 ml de 
agua destilada a 25 ºC y se sella con un tapón. Se 
agita a 8 rpm hasta su completa desintegración. 
Es considerado aceptable un tiempo inferior a 3 
minutos.

(Continuación tabla 2.3)

(Continúa)
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Variable Metodología Descripción

Tamaño de 
partícula

ntc 326. Abonos 
o fertilizantes. 
Método de ensayo 
de granulometría en 
seco 

Se elige una serie de tamices sobre los que se 
adicionan 200 g del producto a evaluar. Se deja en 
vibración durante 5 minutos, tiempo después del 
cual se pesa el material retenido en cada tamiz.

Tamaño de 
partícula

Cipac mt 187

Análisis por difracción láser. Una muestra 
representativa del material a evaluar se dispersa 
en un líquido o gas y se pasa a través de un haz 
de luz emitido por una fuente monocromática 
(láser). La luz dispersada por las partículas en 
varios ángulos es medida por un detector. Los 
valores obtenidos son transformados usando 
un modelo óptico y matemático apropiado que 
permite obtener el volumen total para un discreto 
número de rangos de tamaños de partícula, de 
manera que se forma una distribución de tamaño 
de partícula volumétrica.

Cipac mt 170

Consiste en la separación cuantitativa de un 
polvo o granulado en fracciones con diferentes 
rangos de tamaño de partícula mediante el uso de 
tamices. Quizás este es el método más conocido 
y empleado gracias a su bajo costo y facilidad de 
aplicación (Harris, 2018).

agrosavia (2019)

Se utiliza una columna de tamices cuya malla sea 
de 1.000, 500, 200, 100 y 45 micras; los tamices se 
organizan en orden descendente. Posteriormente, 
se disponen 50 g de la muestra sobre el tamiz 
superior y se inicia un proceso de vibración 
con una amplitud de movimiento de 2 durante 
10 minutos, tiempo después del cual se pesa el 
material retenido en cada tamiz.

pH

Farmacopea Para establecer el pH de una solución se utiliza un 
medidor o potenciómetro previamente calibrado.

Cipac mt 175

El valor de pH de un líquido o dispersión es 
determinado por medio de un potenciómetro y 
un electrodo que es introducido en el tratamiento 
a valorar, generalmente a una concentración del 
1 %.

(Continuación tabla 2.3)

(Continúa)
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Variable Metodología Descripción

pH agrosavia (2019)

Se reconstituye 1 g de la muestra en 50 ml de 
agua destilada y se determina el pH mediante un 
potenciómetro calibrado. La muestra debe estar a 
una temperatura de 20 ºC ± 2 ºC.

Humedad

Takasaki et al. (2019)

En un analizador de humedad se colocan 
aproximadamente 5 g del producto a 105 ºC por 
10 minutos o hasta que no haya cambio en el peso 
de la muestra durante 5 minutos.

Cipac mt 17

La pérdida de peso de una muestra que es 
calentada a una temperatura específica por un 
tiempo preestablecido es determinada. Puede 
ser realizada en una estufa o en un analizador de 
humedad.

agrosavia (2019)

Se toman 0,2 g de muestra y se disponen en una 
balanza halógena de humedad para su secado 
hasta obtener un peso constante.

Fuente: Elaboración propia

Bioplaguicidas microbianos líquidos 

     
Figura 2.2. Bioplaguicidas microbianos líquidos. a. Concentrado emulsio-
nable a base de Metarhizium rileyi; b. Emulsión de M. rileyi formada a partir 
de la reconstitución del concentrado emulsionable en agua.

(Continuación tabla 2.3)
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Los sistemas de entrega líquidos empleados comúnmente para la formulación de 
microrganismos corresponden a suspensiones, concentrados emulsionables y, en 
menor medida, emulsiones. En la tabla 2.4 se presentan sus características y lo que 
se espera de acuerdo con el tipo de formulación en el momento su aplicación. 

Tabla 2.4. Sistemas de entrega de bioplaguicidas microbianos líquidos

Bioplaguicidas 
líquidos Descripción Características en la 

aplicación

Suspensiones 
líquidas (sl)

Partículas de pequeño tamaño que se 
encuentran en un sistema líquido, ge-
neralmente de tipo acuoso.

Suspensión homogénea, fá-
cilmente redispersable con 
agitación manual.

Emulsiones Sistemas dispersos formados por dos 
líquidos inmiscibles.

Sistema homogéneo, no 
hay formación de flóculos.

Concentrado 
emulsionable (ce)

Suspensiones oleosas que al ser mez-
cladas con el agua producen emulsio-
nes de aceite en agua de forma espon-
tánea o con agitación suave.

Suspensión homogénea o 
que se redispersa fácilmen-
te con agitación manual.

Suspoemulsiones 
(se)

Sistema de tres fases: partículas sóli-
das dispersas, gotas de aceite y la fase 
continua, usualmente agua. Se consi-
dera una mezcla de suspensión con-
centrada y emulsión aceite en agua.

En el momento de aplicar 
debe ser un sistema homo-
géneo.

Fuente: Gansic & Brankica (2013); Knowles (2008)

Teniendo en cuenta los principales sistemas de entrega líquidos, a continuación se 
describen las pruebas fisicoquímicas más relevantes para cada tipo de formulación 
(tabla 2.5) y algunas de las metodologías empleadas para su evaluación (tabla 2.6).

pH: esta variable fue mencionada anteriormente en la descripción de variables fisi-
coquímicas de los bioplaguicidas sólidos y lo descrito en esa sección aplica también 
para los bioplaguicidas líquidos.

Viscosidad: se define como la resistencia a fluir que presenta un líquido y está rela-
cionada con la facilidad de moverse de las moléculas individuales con respecto a las 
otras moléculas. Esto depende de la fuerza de atracción entre las mismas (Brown et 
al., 1997). La viscosidad es un atributo de calidad crítico que influye en la estabilidad 
física y la facilidad de aplicación y de liberación del ingrediente activo (Vo et al., 
2020). Su evaluación se puede hacer básicamente bajo tres principios: primero, el 
tiempo que una cantidad de líquido tarda en fluir a través de un tubo delgado bajo 
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la fuerza gravitacional (a mayor viscosidad mayor tiempo). Segundo, determinando 
la velocidad con la cual unas esferas caen a través del líquido, ya que estas caerán 
más lentamente cuando se incrementa la viscosidad (Brown et al., 1997). Tercero, 
midiendo la tracción viscosa ejercida sobre un disco que rota en el líquido conte-
nido en un vaso de precipitación. El disco es impulsado por un motor sincrónico 
por medio de un resorte de torsión. El grado en el cual es enrollado el resorte a 
una determinada velocidad (en rpm) es indicado por un señalador sobre un dial 
calibrado en unidades de fuerza de rotación. Al multiplicar la lectura del dial por la 
constante apropiada para el disco y la velocidad se obtiene la viscosidad aparente del 
líquido en centipoises para esa velocidad (Brookfield Engineering Labs, 2000).

Tabla 2.5. Variables fisicoquímicas para evaluar en bioplaguicidas microbianos líquidos

Tipo de 
Formulación

Variable para evaluar

pH Viscosidad Densidad Sedimentación
Tamaño de 
diámetro de 

gota

Suspensión líquida X X X X

Emulsiones X X X

Concentrado 
emulsionable X X X

Suspoemulsión X X X
Fuente: Elaboración propia

Densidad: es definida como la cantidad de masa contenida en una unidad de 
volumen de una sustancia. Generalmente se expresa en unidades de g/cm3 (Brown 
et al., 1997). Esta variable permite garantizar que la suspensión o emulsión posea las 
mismas características en cada lote de producción. 

Sedimentación: esta característica es importante en productos líquidos, tales como 
suspensiones y concentrados, ya que garantiza que no se forme una torta en el fondo 
del recipiente que contiene el producto. Si no se puede reconstituir con agitación 
manual, esta torta o apelmazamiento de los sólidos que forman parte de la formula-
ción (excipientes o ingrediente activo), afecta completamente la calidad del producto 
ya que indica que la concentración y las características fisicoquímicas no son las 
mismas a las establecidas cuando se diseñó la formulación. La velocidad de sedimen-
tación de una partícula depende de la viscosidad del fluido, el radio de la partícula, 
la velocidad de la caída y la fuerza de resistencia a esta, factores que se resumen en la 
ley de Stokes (Salager, 1999). 



79Capítulo II   Control de calidad fisicoquímico de bioplaguicidas microbianos

Tamaño de diámetro de gota: esta característica es útil de evaluar en las emulsiones, 
ya sea porque el bioplaguicida sea formulado de esta manera o porque se forme la 
emulsión al reconstituir el bioplaguicida en agua, como es el caso de los concentrados 
emulsionables. El tamaño promedio de gota puede calcularse de diferentes formas 
dependiendo de que se quiera establecer la relación con la superficie o el volumen. 
La distribución del diámetro de las gotas que forman la fase interna de la emulsión 
se determina con el fin de caracterizar la emulsión como macro o microemulsión. 
Además, es una variable importante para evaluar en las pruebas de estabilidad en 
almacenamiento (Particle Sciences, 2011). Para determinar esta variable, la obser-
vación directa o la fotografía con microscopía óptica son los métodos más simples; 
aunque son extremadamente tediosos y el límite inferior de la microscopía óptica es 
de 1 µm (Salager, 1999), sin embargo otros autores reportan como ideal un mínimo 
de 3 µm (Shekunov et al., 2007). Para partículas con un rango de tamaño entre 0,5 a 
1000 µm la difracción láser es una buena opción que relaciona el diámetro promedio 
con el volumen de la gota; su tiempo de análisis es corto, los resultados obtenidos son 
robustos, precisos y reproducibles (Shekunov et al., 2007).

Tabla 2.6. Metodologías y descripción de las variables evaluadas en bioplaguicidas microbianos líquidos

Variable Metodología Descripción

Viscosidad
Bali et al. (2010)
Shakeel et al. 
(2014)

La viscosidad se determina utilizando un visco-
símetro o reómetro u otro equipo.

Sedimentación

Bostijn et al. 
(2018)

En una probeta graduada de 10 ml se coloca el 
producto a evaluar durante un periodo de 30 
días. El volumen de sedimentación se calcula 
como el radio entre el volumen del sedimento y 
el volumen total de la suspensión. Un valor de 1 
indica que no hay formación de sedimento.

Deveswaran 
(2010)

Se toman 10 ml de muestra y se colocan en un 
recipiente cilíndrico, se mide la altura de los 10 
ml del producto y la altura del sedimento for-
mado después del tiempo de reposo. El índice 
de sedimentación es el radio entre la altura del 
sedimento formado sobre la altura inicial del 
producto total.

(Continúa)
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Variable Metodología Descripción

Densidad

Cipac, mt 3.2 
Método del 
picnómetro

Este método se utiliza para productos cuyo peso 
es similar al volumen, o cuando se compara el 
producto con el agua. Para esto, en un picnóme-
tro limpio y seco se coloca la muestra a evaluar 
llenándolo completamente. El picnómetro se 
tapa y se deja subir el líquido por el capilar y se 
pesa. Previamente debe haberse pesado el picnó-
metro vacío. Para calcular la densidad se utiliza 
la siguiente fórmula:

( )Pm Ps Vρ = − ÷

Donde Pm es el peso del picnómetro con la 
muestra, Ps es el peso del picnómetro vacío y V 
es el volumen del picnómetro.

agrosavia 
(2019)

Se determina la densidad mediante un picnóme-
tro y se toma como base la metodología Cipac.

Tamaño de 
diámetro de gota

Macedo et al. 
(2006)

Para determinar esta característica se sigue el 
método de Ferret’s mediante un microscopio 
óptico equipado con un micrómetro calibrado.

Zhang et al. 
(2019); Vo et al. 
(2020)

Este método evalúa la distribución de tamaño 
de partículas de una muestra, a partir de la dis-
persión dinámica de la luz, mediante difracción 
láser

Fuente: Gansic & Brankica (2013); Knowles (2008)

La caracterización fisicoquímica que se presenta en los siguientes casos de estudio 
corresponde a resultados de investigación propios del autor y fue tomada del informe 
técnico final del proyecto “Prototipos de formulación optimizados para el control de 
Cerotoma tingomariana” llevado a cabo por agrosavia. Para cada caso, la carac-
terización fisicoquímica se llevó a cabo con 3 lotes de producto y 3 réplicas por 
tratamiento.

Caso de estudio I: granulado dispersable 

Se tiene un granulado dispersable a base de los conidios del hongo Beauveria bassiana 
(Ascomycota: Cordycipitaceae) aislamiento Bv060. Se analizarán diferentes varia-
bles fisicoquímicas (tabla 2.7). 

(Continuación tabla 2.6)
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Tabla 2.7. Caracterización fisicoquímica de un granulado a base de B. bassiana Bv060

Variable Metodología Lote 1 Lote 2 Lote 3 Desviación 
estándar (sd)

pH Cipac mt 175 8,04 8,15 7,93 0,11

Humedad Cipac mt 17 3,37 2,80 3,06 0,28

Humectabilidad 
(minutos) Cipac mt 53 2,20 2,17 2,15 0,025

Desintegración 
(minutos)

agrosavia 
(2014) 1,42 1,38 1,35 0,035

Fuente: Elaboración propia

A continuación, se describe el procedimiento mediante el cual se evaluó cada 
variable:

1.	 Determinación del pH: se tomaron tres muestras de 1 g de cada lote y se colo-
caron en un vaso de precipitado de 250 ml con 99 ml de agua destilada. Cada 
muestra se agitó vigorosamente hasta su completa desintegración y formación de 
la suspensión. Con un potenciómetro Consort C931 (Consort bvba, Turnhout, 
Bélgica) previamente calibrado se realizó la lectura de pH. 

El pH es un parámetro importante porque puede afectar la permeabilidad de la 
membrana celular o la actividad de las enzimas fúngicas (Moore, 1996). El valor 
de pH obtenido debe ser comparado con el rango óptimo para el microorganismo 
formulado. En este caso el rango óptimo para B. bassiana se había establecido entre 
5 y 9 en estudios previos (agrosavia, 2014). 

2.	 Determinación de la humedad: de cada lote se pesaron tres muestras de 0,5 g, 
cada una se colocó en una balanza halógena de humedad Kern MLS 50-3 y se 
dejó a una temperatura de 110 ºC hasta que no se presentó variación en el peso 
de las muestras. Se registró el porcentaje de pérdida de agua de cada muestra, el 
cual corresponde a su contenido de humedad.

La humedad establecida para los tres lotes estuvo por debajo del 5 %, lo que, posible-
mente, reducirá el metabolismo de Bv060 y permitirá obtener una mayor estabilidad 
en el almacenamiento (Costa et al., 2002).
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3.	 Determinación de la humectabilidad: en un vaso de precipitado de 250 ml con 
100 ml de agua se pusieron 5 g del granulado a evaluar (tres muestras por lote) 
sobre la superficie y con un cronómetro se registró el tiempo que este tardó en 
humedecerse completamente.  

Figura 2.3. Evaluación del tiempo de humectabilidad; a. Granulado 
antes de suspender en el agua; b. Granulado completamente humectado.
Fuente: Elaboración propia

Esta variable se encuentra por encima de lo recomendado en la literatura, a saber, 
1 minuto (Norma Técnica Colombiana [ntc 439], 2015). Con este resultado se 
evidenció la necesidad de mejorar esta variable fisicoquímica. Aunque este resul-
tado no tiene un efecto directo sobre la eficacia del bioplaguicida, puede representar 
un efecto desfavorable en la percepción del usuario del producto si se compara con 
productos similares que se encuentran en el mercado y tienen un menor tiempo 
de humectabilidad.

4.	 Determinación del tiempo de desintegración: a un vaso de precipitado de 250 
ml con 100 ml de agua se adicionaron 5 g del granulado (tres muestras por lote) 
y tan pronto este se humectó, la suspensión se puso en agitación constante a 500 
rpm y se registró el tiempo en que se desintegró completamente.

a b
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Figura 2.4. Tiempo de desintegración de un granulado; a. Tiempo inicial, 
granulado en agua completamente humectado; b. Desintegración total del 
granulado, formación de la suspensión.
Fuente: Elaboración propia

La desintegración tuvo lugar en un tiempo inferior a 2 minutos, valor que está en 
el límite de aceptación establecido por algunos autores (Hong-Ku et al., 2018). Sin 
embargo, sería conveniente establecer si el valor obtenido es aceptable o se debe 
intentar reducir (con respecto a productos similares en el mercado). 

5.	 Tamaño de partícula: una batería de tamices fue armada en orden descendente 
con los tamaños de malla de 2.000 micras, 1.000 micras, 850 micras, 500 micras, 
150 micras y el colector; previamente se pesó cada tamiz.

Figura 2.5. Determinación del tamaño de partícula por gra-
nulometría. Batería de tamices ordenada de acuerdo con el ta-
maño de la abertura de malla en orden descendente.
Fuente: Elaboración p3ropia
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En el tamiz de 2.000 micras se colocaron 100 g del granulado y se dejó vibrando 
a una amplitud de 2 por 10 minutos, tiempo después del cual se pesó el material 
retenido en cada tamiz y se calculó el porcentaje correspondiente. Los datos fueron 
utilizados para hacer un histograma de distribución de frecuencias con 6 rangos de 
clase (figura 2.6).
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Figura 2.6. Distribución de tamaño de partícula de un granulado a base de B. bassiana 
Bv060.
Fuente: Elaboración propia

Caso de estudio II: concentrado emulsionable 

Esta formulación fue elaborada con los conidios del hongo B. Bassiana. Este tipo 
de formulación corresponde a una suspensión oleosa. En la tabla 2.8 se presentan 
los promedios correspondientes a las variables fisicoquímicas evaluadas. Además, se 
determinó el tamaño de diámetro medio de gota, como se mencionará posteriormente.

Tabla 2.8. Caracterización fisicoquímica de un concentrado emulsionable a base de B. bassiana Bv060

Variable Lote 1 Lote 2 Lote 3 Desviación estándar 
(sd)

pH 7,89 7,79 7,84 0,05

Sedimentación 0,72 0,67 0,70 0,02

Viscosidad 1,21 1,34 1,21 0,12
Fuente: Elaboración propia

□ □ □ 

---
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A continuación, se menciona el procedimiento mediante el cual se analizó cada 
variable: 

1.	 Determinación del pH: se tomaron tres muestras de cada lote, cada una de 1 ml 
y se reconstituyeron en 99 ml de agua destilada para formar la emulsión. Este 
volumen se colocó en un vaso de precipitado de 250 ml y con un potenciómetro 
previamente calibrado se tomó la lectura de pH. 

Como se mencionó anteriormente, en el caso de estudio I, esta es una variable fisicoquí-
mica importante ya que puede afectar la permeabilidad de la membrana del microor-
ganismo y su actividad enzimática (Moore, 1996). Por este motivo debe ser considerada 
para todos los tipos de formulaciones. En este caso el valor obtenido se encuentra dentro 
del rango óptimo establecido en estudios anteriores (agrosavia, 2014).

2.	 Evaluación del índice de sedimentación: un volumen de 10 ml del concentrado 
emulsionable se colocó en una probeta graduada y se dejó en reposo a 25 ºC ± 
2 ºC por 7 días. El primer día se tomó la altura del volumen del concentrado 
emulsionable y después del tiempo de almacenamiento se determinó el volumen 
del sedimento formado. El cociente entre el volumen inicial y final correspondió 
al índice de sedimentación.

  
Figura 2.7. Determinación del índice de sedimentación a partir de la 
altura del sedimento formado; a. Suspensión inicial; b. Sedimento for-
mado después de un tiempo de almacenamiento en reposo.
Fuente: Elaboración propia

a b■ ■ 
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Los valores obtenidos en el índice de sedimentación indican que se formó sedi-
mento en el concentrado emulsionable durante el tiempo de almacenamiento, por el 
contrario, valores cercanos a 1 indican que hay una menor formación de sedimento 
(Bostijn et al., 2018). Sin embargo, en este tipo de productos biológicos, además del 
cálculo del índice de sedimentación, es importante establecer la facilidad de redis-
persión del producto mediante agitación manual. Esto indica que en el momento de 
su aplicación el sedimento formado en el producto se va a homogenizar completa-
mente, lo cual garantiza la aplicación de la dosis con la que fue diseñado.

3.	 Determinación de la viscosidad: la viscosidad se determinó mediante un visco-
símetro de bola utilizando una bola de acero inoxidable (SS 316) y determinando 
el tiempo en que esta tardó en caer. La viscosidad se calculó mediante la ecua-
ción 2.1 (Gilmont, 1961):

   ( ) k pt p tµ= ÷ − ×

Donde  (  )k pt pµ = −

µ = viscosidad en centipoises (cps)

pt = densidad de la bola (g/ml); 2,53 para el vidrio; 8,03 para el acero inoxidable y 
16,6 para el tantalum

p = densidad del líquido (g/ml)

t = tiempo de descenso (minutos)

k = constante del viscosímetro, la cual es obtenida por la medida de la viscosidad de 
un líquido estándar

4.	 Tamaño de diámetro interno de gota: un volumen de 20 µl se depositó sobre 
una lámina portaobjetos y se cubrió con una laminilla. Mediante un micró-
metro colocado en el objetivo de un microscopio óptico con el objetivo 40×, se 
realizó la lectura del diámetro de 100 gotas por réplica. Se utilizó un total de tres 
réplicas por lote (figura 2.4).

Mediante la observación a través del microscopio óptico se evidenció la formación 
de gotas esféricas correspondientes a la fase interna (oleosa). Estas se encontraron 
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dispersas en la fase externa (agua). Para los tres lotes se observó una tendencia 
similar, de acuerdo con la cual el mayor número de gotas se encontraron en el rango 
de tamaño de 7,5 a 19,5 micras y de 19,6 a 31,5 micras. Una menor proporción de 
gotas se encontró en el rango de 55,6 a 67,5 micras. El tamaño del diámetro de 
las gotas de la fase interna de la emulsión evidenció que al reconstituir en agua el 
concentrado emulsionable se formó una macroemulsión en el que las gotas tuvieron 
un tamaño mayor a 0,1 micras (Salager et al., 2001). Además, la amplia variación en 
el diámetro de las gotas sugiere que con el tiempo la emulsión puede mostrar signos 
de inestabilidad (Salager, 1999), tales como cremado o formación de coágulos.

Perspectivas 

El incremento en la demanda de productos para el control de plagas agrícolas que 
tengan un menor impacto sobre la salud y el medio ambiente es un reto para los 
productores de plaguicidas biológicos. Así pues, el objetivo es ofrecer productos que 
mantengan la estabilidad y la eficacia con la cual fueron diseñados en cada lote de 
producción y que sean competitivos por presentar características que los diferen-
cien. Estas características solo pueden lograrse si se les asigna la importancia reque-
rida a las variables fisicoquímicas de acuerdo con el tipo de formulación durante la 
etapa de desarrollo y de producto terminado. 

Por lo tanto, constituye un desafío para los fabricantes y los laboratorios de plagui-
cidas biológicos incluir como parte fundamental del control de calidad las variables 
fisicoquímicas mas allá del pH y la humedad, que son las que generalmente se tienen 
en cuenta pero no son suficientes para valorar el comportamiento del producto en 
las diferentes etapas de elaboración, distribución y aplicación.
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Figura 2.8. Vista al microscopio óptico de una emulsión aceite agua 
con un objetivo de 40×; a. Gota de aceite fase interna; b. Fase externa, 
agua; c. Escala del micrómetro.
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Figura 2.9. Distribución de tamaño de partícula de una emulsión formada a partir de la 
reconstitución de un concentrado emulsionable a base de B. bassiana Bv060.
Fuente: Elaboración propia
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