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INTRODUCCION

Lainactivacién de los baculovirus por efecto de la radiacién solar bajo condiciones de campo es
el principal factor ambiental que limita el uso masivo de estos agentes de biocontrol (Ignoffo et
al, 1997). La luz solar afecta negativamente las particulas virales, particularmente la radiacién
comprendida en el espectro ultravioleta (Farrar et al.,, 2000) y especialmente la radiacién entre
280 nmy 310 nm (Asano, 2005). Algunos trabajos se han desarrollado en busca de protectores
solares que eviten el deterioro de los baculovirus por causa de la luz mediante estrategias como
el uso de derivados de la lignina, con los cuales se han alcanzado niveles de proteccién de 421
dias bajo condiciones de campo (Hamed ef al., 2004). Otra alternativa para fotoestabilizar
los agentes de biocontrol es el desarrollo de formulaciones utilizando tecnologias como la
microencapsulacion, que permite recubrir pequefias particulas s6lidas o gotas de liquidos con
una capa delgada y uniforme del material de recubrimiento, formando cépsulas con tamanos
que pueden oscilar entre 1y 1.000 pm (Florence y Attwood, 1998).

A pesar de contar con un aislamiento de nucleopoliedrovirus de S. frugiperda con
alto potencial para el desarrollo de un bioplaguicida, cuando el virus sea aplicado bajo
condiciones de campo, éste se vera expuesto a condiciones ambientales deletéreas, entre
ellas la radiacion ultravioleta del sol. Por tales razones, surgio la necesidad de evaluar el
potencial de la microencapsulacién con un polimero pH-dependiente como una estrategia
para proteger las particulas virales de la inactivacién causada por la radiacién ultravioleta.

MATERIALES Y METODOS
Determinacion del efecto toxico del polimero de recubrimiento sobre las larvas

Para determinar el posible efecto téxico del polimero sobre las larvas de S. frugiperda se
llevé a cabo un bioensayo bajo condiciones controladas de laboratorio. El polimero fue
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disuelto en tampén fosfato (pH 8) a una concentracién de 4 mg/mL (Asano, 2005),
y a dicha dispersion se le adicioné colorante azul de alimentos Tuska® (1%) y sacarosa
(4%). Con la dispersién polimérica se desarrollé un bioensayo siguiendo la metodologia
descrita en el Capitulo 1. Se contd con un testigo absoluto consistente en larvas neonatas
sin tratamiento alguno.

El disefio experimental fue completamente al azar, con medidas repetidas en el
tiempo. Los resultados de mortalidad fueron sometidos a un andlisis de varianza ANOVA
con una confiabilidad del 95%.

Determinaciondelefecto dediferentessolventessobrelaactividadbiocontroladora
de un aislamiento de nucleopoliedrovirus de S. frugiperda

Con miras a seleccionar solventes organi-  Tabla 5. Solventes utilizados para el estudio
cos que no afectaran la actividad del virus
y que pudieran ser utilizados en el proce-

so de microencapsulacién, se realiz6 un

de compatibilidad con el virus

estudio de compatibilidad. Muestras de .
0,01 g de virus purificado liofilizado fue- ] Sigma
ron dispensadas en 16 tubos Eppendorf Metanol Mallinckroat
de 500 UL, y en cada tubo se adicionaron | Efanol Merck
20 UL de cada solvente (Tabla S) agitan- | Cloroformo Chemicol
dolos mediante inversiones manuales y | Benceno RPE
centrifugados posteriormente a 14.000 n-Hexano Merck
rpm durante 30 minutos. Acetona J.T. Baker

El sobrenadante se elimind y el sedi- Tolueno Sigma
mento correspondiente a las particulas | Heptang Merck
virales fue lavado dos veces con 500 UL -Propanol -
de agua destilada estéril. El sedimento Xileno JT Baker
fue nuevamente resuspendido en 50 L

% % Dimetilsulfoxido J.T. Baker

UL de agua y se prepar6 una suspension el sl 1. Baler
ajustada a 1 x 10" CI/mL. Se colocaron o o .
10 pL de cada suspension viral en un DL RIS
pozo de una microplaca de 96 pozos de Etilenglicol Merck
fondo plano y se adicionaron 10 uL de | Gloruro de metileno J.T. Baker

una solucién de sacarosa al 4% y colo-

rante azul de alimentos al 1% a cada pozo. El contenido de cada pozo se utiliz6 para
un bioensayo siguiendo la metodologia previamente descrita. El tratamiento testigo
positivo consistié en un virus purificado no expuesto a solvente alguno y se contd
con un testigo absoluto en el que las larvas no recibieron tratamiento.

El disefio experimental fue completamente al azar. Los resultados de mortalidad al
séptimo dia fueron corregidos con respecto al testigo utilizando la férmula de Schneider
— Orelli (Zar, 1999) y fueron sometidos a un andlisis de varianza ANOVA con una
confiabilidad del 95%.
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Seleccion de condiciones para el proceso de formacion de microparticulas
mediante la metodologia de evaporacion de solvente.

Concentracion de tensioactivo: se disolvieron 0,20 g de polimero en 5 mL del solvente
seleccionado (acetona) y la solucién polimérica fue emulsificada con 20 mL de parafina
liquida a la cual se le adiciond previamente como estabilizante Span 80, evaluando tres
concentraciones: 1%, 2% y 3%. La emulsificacién se llevé a cabo en un vaso de precipitados
de S0 mL, homogeneizando la mezcla a 14.000 rpm durante 2 minutos. Las emulsiones
se mantuvieron luego con un agitador vertical rotatorio de brazos con una velocidad
de 2.400 rpm durante 2 horas para permitir la evaporacién del solvente y la consecuente
formacién de las microparticulas. Para los tratamientos en los que se obtuvo la formacién
de microparticulas, estas se recuperaron mediante centrifugacion a 15.000 rpm durante 10
minutos, se lavaron dos veces con n-Hexano y se dejaron secar toda la noche exponiéndolas
al ambiente en una cabina extractora (modificado de Trapani et al., 2007).

Las microparticulas obtenidas fueron observadas en un microscopio Olympus
CH3ORF100 (Hirech et al., 2003). También se determiné la morfologia de su superficie
por observacién en microscopio de campo oscuro y con estos resultados se seleccioné la
concentracion de tensioactivo que produjo la mejor respuesta; es decir, la formacién de
esferas con la menor distribucidn de tamafios de particula y el menor didmetro promedio.

Relacién de fases y concentracion de polimero: con miras a determinar un punto
que permitiera la formacién adecuada de microparticulas, el cual seria optimizado
posteriormente utilizando un disefio factorial multinivel, una vez seleccionada la
concentracién de tensioactivo se procedié a evaluar las variables: (a) concentracién de
polimero y (b) relacién de fases, siguiendo la metodologia previamente descrita para la
formacién de las microparticulas.

Relaciones de fase acuosa: fase oleosa evaluadas fueron 1:2, 1:3, 1:4, 1:5 y 1:6. Las
concentraciones de polimero variaron segun la cantidad de este, que se disolvié en un
mismo volumen de solvente: 0,20 g; 0,25 g 0 0,30 gen S mL (Tabla 6).

Tabla 6. Codificacién de los tratamientos evaluados para la formacién de microparticulas por el
método de evaporacion del solvente.

10 A B C
15 D E F
8 20 G H I
25 J K L
30 M N 0

Ajuste de condiciones del proceso de formaciéon de microparticulas: teniendo
como base el tratamiento que presentd la respuesta mds promisoria, se estudié la
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influencia de dos pardmetros en la formacién de las microparticulas utilizando un
disefio experimental de seleccién multinivel (Trapani ef al., 2007). Los tratamientos se
definieron a partir de un punto central o punto 0, que correspondié a un tratamiento
que produjo una respuesta positiva en los ensayos previos; es decir, aquel con el que se
obtuvo la formacién de microparticulas con caracteristicas adecuadas. A partir de este
punto se evaluaron las variables: (a) cantidad de nucleo (talco industrial malla 325)
suspendido en los S mL de solucién polimérica y (b) cantidad de polimero disuelto en
los S mL de solvente. Se definieron dos puntos equidistantes del valor central, uno por
encima y otro por debajo para cada variable, segn se presenta en la Tabla 7. Ademas, se
utilizé la concentracién de tensioactivo y la relacion de fases seleccionada previamente

WUl et 0L Tabla 7. Factores y niveles del disefio experi-
El disefio requirié un total de nueve  mental para el método de evaporacién de sol-
experimentos, cada uno de los cuales se  vente utilizando agitacion vertical rotatoria (Vi-
realizé por triplicado. Las variables res-  llamizar et al,, 2010).
puesta fueron el tamafo medio de par-
ticula, que se evalué mediante medicién “
en microscopio Olympus CH3ORF100
(Hirech et al., 2003), y el rendimiento,
que se calcul6 pesando las microcdpsulas
obtenidas y aplicando la férmula (Trapa- Polimero (g) 0100 0150 0200
ni et al., 2007):

Ndcleo () 005 | 0075 | 0100

9 Rendimiento = (PM / PT) x 100
Donde:
PM: es el peso de las microcapsulas obtenidas
PT: eselpeso esperado de las microcdpsulas, o sea el peso del polimero miés el
de los materiales microencapsulados.

Para determinar las relaciones entre los factores y las variables evaluadas se realizé un
andlisis de superficies de respuesta con el programa Statgraphic 4.0 (Trapani et al., 2007).

La morfologia de las microparticulas obtenidas se determiné mediante microscopia
electrénica de barrido —siguiendo la metodologfa descrita por Trapani et al. (2007)- en
un microscopio Philips XL 20.

Para determinar las relaciones entre los factores y las variables evaluadas se realizé un
anélisis de superficies de respuesta (Trapani et al., 2007).

Microencapsulacion del virus

Una vez seleccionado el método de microencapsulacién por evaporacién de solvente
y las condiciones més adecuadas para el mismo, se procedi6 a la microencapsulacion
del virus. Para tal fin, se utilizaron 0,0250 g de polimero disueltos en S mL de acetona
y 0,050 g de virus purificado y liofilizado (ntcleo). La velocidad de agitacion se ajusté
en 5.000 rpm (Villamizar ef al., 2010). El procedimiento seleccionado fue exitoso para la
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microencapsulacién del nucleopoliedrovirus de S. frugiperda y, por tanto, se elaboraron
tres lotes de microparticulas, que fueron caracterizadas como se describe a continuacién:

o Tamaiio de particula: el tamano de las microcdpsulas formadas fue evaluado
mediante microscopia 6ptica midiendo el didmetro de 300 particulas con un
micrémetro adaptado al ocular del microscopio (Villamizar et al., 2010).

e Morfologia de las microcapsulas — Microscopia electrénica de barrido: las
microcdpsulas fueron observadas en un microscopio electrénico de barrido. Las
muestras fueron fijadas en un portamuestra con glutaraldehido al 2,5% por 24 horas y
fijadas nuevamente con tetraéxido de osmio al 1% por 1 hora. El portamuestra se lavo
con tampén de fosfato pH 6 y se someti6 a un proceso de deshidratacién con etanol al
50% por 15 minutos, seguido de etanol al 70% por 15 minutos, etanol al 80% por 15
minutos y etanol al 100% por 15 minutos 2 veces. La muestra fue cubierta con oro y se
tomaron fotografias en un microscopio electrénico de barrido (Villamizar et al., 2010).

e Composicion de la superficie: la composicion superficial de 10 microparticulas fue
determinada en el microscopio electrénico, donde se introdujo una sonda (AXIS His-
165 Ultra, Kratos Analytical, Shimatzu, Japan) que analizé la composicién mediante
espectroscopia fotoelectronica de rayos X. Se utilizé el modo de transmisién fija
con una energfa de 80 eV y los datos se analizaron con el programa provisto por el
fabricante (Villamizar et al., 2010).

e Eficiencia de microencapsulacién y concentracion de las microparticulas:
se preparé una suspensiéon de microcépsulas ajustada a una concentracién de 10°
microcdpsulas por mililitro en agua destilada y se dispens6 un mililitro en un tubo de
ensayo. El pH se ajusté a 10 mediante la adicién de NaOH 0,1N y se midi6 el volumen
final de la muestra, la cual se agité durante 30 minutos para permitir la disolucién del
polimero de las microcdpsulas. Luego se cuantific la concentracion de particulas virales
mediante recuento en cimara de Neubauer y se relacion6 con la concentracion inicial de
microcépsulas, teniendo en cuenta el volumen inicial y final (Villamizar et al., 2010).

Paralelamente se realiz6 el calculo esperado de dicho contenido teniendo en cuenta el
peso de polimero y de virus utilizados en el proceso, asi como la concentracién del virus
puro y seco (principio activo) determinada previamente. Con dichos valores se aplicé la
siguiente férmula (Jain et al., 2005):

% Eficiencia de encapsulacién = (concentracion real / concentracién teérica) x 100

Contenido residual de solventes en las microcapsulas: el contenido residual de
solvente en las microcépsulas fue evaluado mediante cromatografia de gases (Tuduri et
al., 2002). Se pesaron 20 mg de microcépsulas y se ubicaron en un vial de vidrio de 2
mL. El vial se tap6 y se dejé en reposo durante 1 hora para permitir que la atmoésfera
interna alcanzara el equilibrio. Posteriormente, se introdujo por la tapa del vial la aguja
de una jeringa y a través de esta se expuso una fibra de polidimetilsiloxano-carboxeno
durante 10 minutos. La fibra fue previamente estabilizada en el cromatégrafo de gases
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a 220 °C durante S horas. Terminado el tiempo de exposicion de la fibra a la atmoésfera
interna del vial, esta fue recogida dentro de la aguja, retirada del vial e inyectada en un
cromatégrafo de gases Termo Electrén — TRACE GC ULTRA con una columna HP-1
(100% polydimethylsiloxane), 60 m de longitud, 0,25 mm de didmetro y 0,25 ym de
espesor de la pelicula. La inyeccién se aplicé utilizando una temperatura de 220 °C, la cual
se mantuvo constante durante toda la evaluacion. El gas de carga fue helio. La presencia
de solventes fue establecida mediante un espectrémetro de masas DSQ_(cuadripolo)
adaptado al cromatdgrafo como detector (Villamizar et al., 2010).

Efecto de la microencapsulacion del virus frente a la radiacion ultravioleta

Para evaluar el efecto protector de la microencapsulacién del virus frente a la radiacion
ultravioleta se realizé un bioensayo. Los tratamientos evaluados fueron el virus sin
microencapsular, el virus microencapsulado y un testigo absoluto. Se prepararon
suspensiones con el virus microencapsulado y sin microencapsular y se ajustaron a una
concentracion de 2 x 10" CI/mL o g, segin fuera el caso. Se colocaron 200 pL de cada
suspension viral en S pozos de una fila de una microplacas de 96 pozos de fondo plano. La
microplaca fue expuesta a una limpara Repti Glo 8.0 que simula la radiacién solar y emite
un 33% de UVA y un 8% de UVB, ubicada a 10 cm de altura, de manera que las muestras
se expusieran a la misma intensidad de radiacién ultravioleta tipo B (250 W/cm?). Antes
de iniciar la irradiacién se cubrid la primera columna de pozos de la microplaca con papel
aluminio (un pozo de cada tratamiento). Cada 15 minutos durante una hora y cada 3
horas hasta las seis se cubri6 la columna siguiente de pozos, representando cada columna
de la microplaca un tiempo diferente de exposicién a la radiacién ultravioleta. Luego
se adicionaron a cada pozo 200 pL de una solucién de sacarosa al 10% que contenia un
colorante azul de alimentos al 1%. Con la muestra contenida en cada pozo se inocularon
30 larvas neonatas de S. frugiperda (Villamizar et al.,, 2010).

Diariamente se llevé un registro de la mortalidad y las larvas muertas fueron
recolectadas y almacenadas en congelador a -20 °C.

Elexperimento conté con dos repeticiones en el tiempo para confirmar la repetibilidad
del mismo. Los resultados de mortalidad fueron corregidos con respecto al testigo para
calcular el porcentaje de eficacia, utilizando la férmula de Schneider - Orelli descrita por
Zar (1999):

% Eficacia= ((A-B)/(100-B)) x 100

Donde:
A: Mortalidad en el tratamiento
B: Mortalidad en el testigo

Con los valores de eficacia se calculé el porcentaje de actividad original remanente
utilizando la siguiente ecuacién (Shapiro, 1989):
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% AOR = (C/A) x 100
Donde:
A: Eficacia del virus no expuesto
C: Eficacia del virus expuesto a la radiacién UV

Los resultados fueron sometidos a un anilisis de varianza ANOVA y una prueba de
comparacién de medias de Tukey con una confiabilidad del 95%.

RESULTADOS Y DISCUSION
Determinacion del efecto toxico del polimero de recubrimiento sobre las larvas

Como se observa en la Figura 15, las larvas que consumieron el polimero presentaron
una mortalidad total del 23%, similar a la observada para las larvas del tratamiento testigo
(no sometidas a ningun tratamiento) que alcanzaron el 20%. El anilisis de varianza no
detect6 diferencias estadisticas entre las mortalidades de los dos tratamientos en cada dia
de evaluacién, confirmando que el polimero no presentd un efecto téxico sobre el insecto.

Este polimero utilizado es un excipiente calidad farmacéutica, empleado cominmente
como agente de recubrimiento de tabletas y en procesos de microencapsulacion de
firmacos. Es un polimetacrilato, es decir, un polimero sintético del dcido metacrilico y su
éster, considerado como un material no téxico y no irritante (Rowe et al., 2006).

Considerando que el polimero no representa riesgo alguno de toxicidad para animales
y humanos, y que no afect6 a las larvas neonatas de S. frugiperda, este fue seleccionado
para continuar con el desarrollo del bioplaguicida a base de un aislamiento nativo de
nucleopoliedrovirus.
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Figura 15. Mortalidad de larvas neonatas de S. frugiperda expuestas
al polimero de recubrimiento
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Determinacion del efecto de diferentes solventes sobre la actividad
biocontroladora del aislamiento de nucleopoliedrovirus de Spodoptera

frugiperda

La exposicidn de las particulas virales a los 16 solventes orgdnicos evaluados no afectd
su actividad biocontroladora sobre larvas neonatas de S. frugiperda. Tanto con el virus
expuesto a los solventes como con el virus no expuesto, se alcanzé el 100% de mortalidad
de las larvas a los 8 dias post-inoculacién, valores que al ser corregidos con respecto al
testigo absoluto correspondieron a una eficacia del 100%.

Considerando que para todos los tratamientos y las réplicas de los mismos se
obtuvo un 100% de eficacia, se puede sugerir que el virus es compatible con todos los
solventes evaluados, los cuales podrian ser utilizados en el desarrollo de una técnica de
microencapsulacién. Dicha compatibilidad podria deberse a que los baculovirus son virus
ocluidos que presentan viriones embebidos en una matriz cristalina proteica, ‘poliedro),
que constituye el conocido cuerpo de inclusién (CI). El CI posiblemente evité el contacto
directo de los viriones constituidos por la nucleocdpside y el ADN con los solventes,
protegiéndolos de cualquier efecto detrimental de estos sobre las unidades infectivas. Asi
como lo reporté Caballero et al. (2001), los cuerpos de inclusién brindan proteccién a los
viriones debido a que son insolubles en agua, excepto bajo condiciones extremadamente
alcalinas y resistentes a la putrefaccién y desintegracion por agentes quimicos y también a
tratamientos fisicos como la congelacién, desecacion o liofilizacién, caracteristicas que les
confieren persistencia en el medio.

Los baculovirus son muy estables desde el punto de vista fisicoquimico por la
presencia y composicion del CI. Otros virus también han demostrado ser estables frente
a compuestos organicos, como es el caso de los rotavirus. Estos ultimos son funcionales
en un rango de pH de 3 a 9, y las particulas virales son estables por meses a 40 °C y atn
a 200 °C bajo condiciones particulares. La particula completa mantiene su integridad y
su infectividad cuando es tratada con solventes orgdnicos tales como éter, cloroformo o
freén, lo que refleja la ausencia de lipidos en su estructura (Kurtz et al., 1980; Vaughn et al.,
1986). Por el contrario, virus como el de la rabia que pertenece a la familia Rhabdoviridae
son rapidamente inactivados por el calor, los rayos ultravioleta, la desecacidn, los solventes
orgénicos y la tripsina (Montafo y Mata, 1996).

Seleccion de condiciones para el proceso de formacion de microparticulas
mediante la metodologia de evaporacion de solvente

El proceso de microencapsulacién por el método de evaporacion o extraccion del solvente
corresponde a un conjunto de procedimientos en los que se da como circunstancia
comun a todos la formacién de una emulsion. La fase interna de la emulsion debe ser
un disolvente orgdnico que presente una solubilidad limitada en la fase externa de la
emulsion, la cual puede ser agua o aceite. Para la formacién de una emulsién estable y
la consecuente formacién de las microparticulas, es fundamental la incorporacién de
un agente tensioactivo en la fase externa. Una vez formada la emulsion se puede extraer
el disolvente con otro liquido, el cual es soluble en el disolvente, o evaporar este ultimo
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para conseguir la precipitacién gradual del polimero a medida que se va eliminando el
disolvente, dando lugar a la formacién de las microesferas (Chiappetta, 2006).

Concentracién de tensioactivo: como se observa en la Figura 16, s6lo cuando se utiliz6
la mayor concentracién de tensioactivo, equivalente al 3%, se obtuvo la formacién de
microparticulas. Para el tratamiento en que se utilizo6 el tensioactivo al 2% se observo la
formacién de pequenas masas de polimero, que no correspondieron a microparticulas
sino a aglomerados de forma y tamafio variables que sugirieron la inestabilidad de la
emulsion durante el proceso de evaporacion del disolvente.

Figura 16. Efecto de la concentracién de Span 80 en la formacién
de microparticulas de Eudragit® S100

Cuando el tensioactivo fue utilizado a la menor concentracién (1%), se produjo la
formacién de unagregado de forma ovoide de aproximadamente 1 cm de didmetro, fenémeno
que posiblemente se dio por la utilizacién de una baja concentracion de tensioactivo, que
no fue suficiente para estabilizar la emulsién. La inestabilidad de la fase dispersa (solucién
polimérica) favorecié la coalescencia de las gotas de dicha fase y la formacién de una masa
de polimero de forma ovoidal que concentré todo el Eudragit® S100.

Es posible que al utilizar la menor concentracién de tensioactivo se haya presentado
el fenémeno de coalescencia de gotas, obteniéndose al final del proceso la formacién de
una masa de polimero de gran tamano. Dicho fenémeno probablemente se debi6 a que la
baja concentracién de polimero no fue suficiente para formar una capa continua y rigida
alrededor de todas las microgotas (Aranberri et al., 2006). Por el contrario, cuando la
concentracion de tensioactivo se increment6 al 3%, la emulsién fue estable y permiti6
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obtener microesferas. En un trabajo similar, Jain et al. (2005) seleccionaron esta misma
concentracion de tensioactivo como la mds efectiva para formacién de microparticulas de
Eudragit® S100 para la liberacién oral de insulina.

En la Figura 17 se presenta la morfologia de la microparticulas obtenidas cuando se
utilizé el tensioactivo al 3%. En esta fotografia se observa que las microparticulas son de
forma esférica y superficie lisa. También es posible detectar que algunas particulas estan
adheridas con otras en un punto de contacto, lo que sugiere que estas se solidificaron en el
momento en que se estaba produciendo su coalescencia. Este comportamiento indica que
la emulsién no fue lo suficientemente estable, a pesar de usarse la mayor concentracién
de tensioactivo. El resultado obtenido también se puede atribuir a otras causas, como
una deficiente agitacién o una inadecuada relacion de fases, factores que favorecen la
coalescencia de las gotas (Eccleston, 2002).

Basados en los resultados, se selecciono el tensioactivo a la concentracién del 3% para
continuar con el presente trabajo.

Figura 17. Microparticulas de Eudragit® S100 obtenidas mediante la
técnica de evaporacién de solvente (acetona) utilizando Span 80 al
3% como estabilizador de la emulsién

Relacion de fases y concentracion de polimero: una vez seleccionada la concentracién
de tensioactivo se procedio a evaluar el efecto de la relacién de las fases en la emulsion y
de la concentracién del polimero. En la Tabla 8 se resumen los resultados obtenidos con
cada tratamiento.

Con los tratamientos en los que se utiliz6 la relacién de fases 1:2 de la acuosa con
respecto ala oleosa, no se obtuvieron microparticulas, sino la formacién de un agregado de
tamano considerable para las tres concentraciones de polimero evaluadas. Este resultado
sugiere que la relacion de fases es inadecuada, lo que podria atribuirse a que la fase dispersa
(solucién del polimero en acetona) se encontraba en una alta proporcién con respecto ala
fase dispersante, lo que favorece la coalescencia de las gotas (Eccleston, 2002).

Cuando se redujo la cantidad de fase dispersa utilizando la relacién 1:3 se obtuvo la
respuesta esperada, inicamente con la concentracién intermedia de polimero. Se observé
la formacién de microparticulas de tamafio medio 366 + 227 um y el rendimiento del
proceso fue del 78,9%.

3

Ceopoico B wifiniilc

N



Tabla 8. Efecto de la relacion de fases y la concentracién de polimero sobre la formacién de
microparticulas de Eudragit® S100. (W) fase acuosa, (O) fase oleosa

o 2] | L
Tratamiento polimero (g) (wm) (m) (9) esperado (g) (%)
A - - - - -

0,20
B 0,25 = = = = =
C 1:2 0,30 = - - = -
D 0,20 = - - = =
E 1:3 0,25 367 227 0,276 0,350 789
F ' 0,30 = = = = =
G 0,20 285 189 0,269 0,300 89,7
H 14 0,25 448 198 0,217 0,350 79,1
I ' 0,30 = = = = =
J 0,20 470 404 0,265 0,300 88,3
K 1:5 0,25 856 393 0,292 0,350 83,4
L ' 0,30 = = = = =
M 0,20 812 390 0,231 0,300 77,0
N 16 0,25 422 142 0,269 0,350 76,9
0 ' 0,30 - = = = =

Al reducir atn mas la cantidad de fase dispersa con respecto a la fase dispersante
(1:4; 1:5 y 1:6) se obtuvo formacién de microparticulas para las dos menores
concentraciones de polimero. En los tratamientos en que se utilizaron 0,20 gy 0,25 g de
Eudragit® S100 disueltos en 5 mL de acetona se observo la formacion de microesferas de
tamanos diversos entre 285 umy 856 um. Los rendimientos en todos los casos oscilaron
entre 76,9% y 89,7%.

Se puede apreciar que cuando se utilizé una relacién de fases oleosa:acuosa 2:1 no
se obtuvo la formacién de esferas, posiblemente debido a que la baja proporcién de fase
oleosa aumento6 la probabilidad de coalescencia de gotas de la fase dispersa y favoreci6 la
formacién de un aglomerado de tamafio considerable (Eccleston, 2002).

El comportamiento mds adecuado se obtuvo con el tratamiento codificado como G,
con el cual se obtuvieron microesferas con un tamafio promedio de 285 micrémetros y un
rendimiento del 89,7%; por esto dicho tratamiento fue seleccionado como el punto cero
para el disefio factorial multinivel.

Ajuste de condiciones del proceso de formacion de microparticulas: utilizando la
relacion de fases y concentracion de tensioactivo seleccionadas, se evaluaron las variables
concentracion de polimero y de nicleo, empleando el sistema de agitacién mediante un
agitador vertical rotatorio de brazos. Para tal fin se utiliz6 un disefio factorial multinivel
con dos variables y tres niveles por variable. La codificacién de los tratamientos se presenta
en la Tabla 9.

Con todos los tratamientos y repeticiones de los mismos se obtuvo la formacién de
particulas de tamano y forma variable. Por su parte, conlos tratamientos A, By C, enlos que
se utiliz6 la menor concentracién de nucleo, se obtuvieron particulas de formas esféricas,
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Tabla 9. Tratamientos del disefio factorial multi- ovaladas y similares a una gota. La
nivel para la formacién de microparticulas de Eu- mayorfa presenté una superficie lisa
dragit® S100 utilizando agitacion vertical rotatoria
(Villamizar et al.,, 2010).

y con algunos poros, como se puede
observar en la Figura 18.
La morfologia de las particulas
MWmm cambid al aumentar la concentracién
0,050 A B C de polimero al nivel més alto (+1), ya
0075 D £ F que se obtuvieron agregados de forma
0400 5 H | irregular y superficie rugosa. Para los
' tratamientos en los que se empled el

nivel intermedio de concentracién de nucleo (nivel 0) la morfologia de las particulas cambié
amedida que aumenté la concentracién de polimero evaluada. Las particulas obtenidas con
la menor concentracién de polimero (tratamiento D) fueron de forma irregular y superficie
rugosa. Con el nivel intermedio de polimero (tratamiento E) se produjeron particulas con
forma mas regular (alargada, ovoide, forma de gota o algunas esféricas). Por ultimo, con la
mayor concentracién de polimero (tratamiento F), todas las particulas obtenidas fueron
esféricas y con irregularidades en la superficie (Villamizar et al,, 2010).

Para los tratamientos en los que se emple6 la mayor concentracién de nicleo (G, H
e I), en todos los casos se produjeron particulas de tamafio variable y superficie irregular
(Figura 18).

Figura 18. Imdgenes de microscopia electrénica de barrido de las micro-
particulas de Eudragit® S100 elaboradas con el método de evaporacion de
solvente y agitacion vertical rotatoria (Villamizar et al., 2010).
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La morfologia de las microparticulas se ve influenciada por las condiciones propias del
proceso. La solubilidad del polimero en el solvente, su concentracién yla volatilidad del solvente
empleado, son probablemente los factores mas influyentes (Raula et al., 2004; Li, 2005).

En cuanto al tamario, el didmetro medio de las particulas oscil6 entre 173 y 300
um (Tabla 10). Los menores tamafios se obtuvieron con los tratamientos C, H e I, con
didmetros de 173, 193 y 197 um respectivamente.

Tabla 10. Tamafio medio de particula de los tratamientos evaluados en el disefio factorial multinivel
para la formacién de microparticulas de Eudragit® S100, mediante el método de evaporacién de
solvente y utilizando agitacién vertical rotatoria.

. Tamaiio medio de particula (um)
Tratamiento T = S .
Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3

A 273 298 264 278 18
B 331 276 291 300 28
c 188 170 163 173 13
D 288 248 254 263 21
E 210 291 267 256 42
F 210 224 220 218 8
G 291 287 298 292 5
H 194 179 205 193 13
1 209 199 181 197 14

En la Figura 19 se presenta la superficie de respuesta obtenida para la variable
tamario de particula, donde se observa que la superficie del plano tiene una marcada
pendiente negativa a medida que aumenta la concentracién de polimero, sin observarse
aparentemente un efecto significativo de la concentracién de nicleo. La superficie de
respuesta sugiere que con el tratamiento que involucra el mayor nivel de los dos factores
se obtendria la mejor respuesta, correspondiente al menor didmetro de las particulas.

Tamafio {;_.gm) ]

'1 A Concentracion de
nicleo

0
Concentracion de
polimero

Figura 19. Superficie de respuesta de los didmetros medios de
particula en funcién de la concentracion de polimero y de nucleo
para la formacién de microparticulas de Eudragit® S100 utilizando
agitacién vertical rotatoria (Villamizar et al., 2010).
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Enla Figura 20 se presenta el diagrama de Pareto, que muestra claramente la influencia
de los factores evaluados y sus interacciones en la respuesta tamafio de particula.

A : Concentracién
de polimero

B : Concentracion
de ntcleo

AA

B:B

AB

) I
N
w
S

Efecto estandarizado

Figura 20. Diagrama de Pareto de la influencia de la concentracién de poli-

mero y de nucleo sobre los didmetros medios de particula para la elaboracién

de microparticulas de Eudragit® S100 utilizando agitacién vertical rotatoria.

Segun el diagrama, el tnico factor que tuvo una influencia significativa en la respuesta
fue el factor concentracién de polimero (A), confirmando lo sugerido anteriormente con
respecto a la influencia que tiene la viscosidad de la fase dispersa, tanto en el tamafio como
en la morfologia de las microparticulas (Raula et al., 2004).

En cuanto al rendimiento, este oscild entre el 76,7% para el tratamiento A y el 89,6%
obtenido con el tratamiento I (Tabla 11). Utilizando el sistema de agitacién vertical, la
mayoria de los tratamientos presentaron rendimientos adecuados, es decir, superiores al
80% (Amorim y Ferreira, 2001; Alavi et al., 2002).

Tabla 11. Rendimiento de los tratamientos evaluados en el diseno factorial multinivel para la

formacién de microparticulas de Eudragit® S100 mediante el método de evaporacion de solvente y
utilizando agitacion vertical rotatoria.

Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3

. Rendimiento (%) _
Tratamiento
A

82,0 76,0 72,0 76,6 50
B 98,0 79,5 91,0 89,5 93
c 924 784 94,4 88,4 8,7
D 97,1 4 66,3 782 16,5
E 93,1 61,5 91,3 819 17,7
F 96,3 82,5 72,0 83,5 12,2
G 86,0 96,4 85,2 89,2 6,2
H 91,7 69,0 73,0 779 12,1
1 86,3 89,1 934 89,6 3,6
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En la Figura 21 se observa la superficie de respuesta obtenida para la variable
Rendimiento, donde se puede determinar un mdximo en la respuesta cuando el factor
concentracion de polimero tiende al nivel +1 y el factor concentracién de nicleo tiende
al nivel -1. Sin embargo, cuando el polimero se utiliza a Ia mayor concentracién se puede
observar que la respuesta tiene un minimo hacia el nivel 0 del factor concentracién de

nucleo y aumenta cuando dicho factor se incrementa al nivel +1, asi como cuando se
reduce al nivel -1.

g %3

o 90/

8 87|

:g 84 e

= \
78

A Concentracion de
‘ nucleo

Concentracion de 1
polimero

Figura 21. Superficie de respuesta de la variable Rendimiento en funcién de la
concentracion de polimero y de nicleo parala formacién de microparticulas de
Eudragit® $100 utilizando agitacién vertical rotatoria (Villamizar et al., 2010).

En el diagrama de Pareto para esta variable respuesta (Figura 22) se presenta la
influencia de los factores sobre el rendimiento del proceso; se puede observar que
ninguno de los factores de forma independiente o en interaccion tuvo, desde el punto de
vista estadistico, un efecto significativo (Villamizar et al., 2010).

A : Concentracion
de polimero

AB
B:B
AA

B : Concentracion
de nlcleo

0 0,4 0,4 0,8 1,2 1,6 2 2.4
Efecto estandarizado

Figura 22. Diagrama de Pareto de la influencia de la concentracién de polime-
ro y de nucleo sobre el rendimiento, para la elaboracién de microparticulas de
Eudragit® S100 utilizando agitacion vertical rotatoria.
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El programa Statgraphic 4.0 represent6 las interacciones y efectos de los factores y
gener? la superficie de respuesta que se observa en la Figura 23, en la cual se predice cémo
se podria obtener la respuesta deseada expresada como deseabilidad teniendo en cuenta
el efecto de la interaccién de los factores.

0,84
©
§ 0,74
= 0,64
P
4 0,54

0,44 N

0,34

i 0 A Concentracion de
Concentracién de 1- nacleo

polimero

Figura 23. Superficie de respuesta para la deseabilidad de la respuesta durante
la elaboracién de microparticulas de Eudragit® S100 utilizando agitacion
vertical rotatoria.

Considerando que la deseabilidad 6ptima tiende hacia 1, se podria sugerir que para
obtener el mayor rendimiento y el menor tamano de particula utilizando el método de
evaporacion de solvente con agitacion vertical rotatoria la concentracion de polimero debe
tender hacia el nivel +1, independientemente de la concentracién de nucleo utilizada.

El programa ademds establecié los valores 6ptimos para cada factor, que permitirian
obtener la mejor respuesta para las dos variables (menor tamafo y mayor rendimiento).
Los niveles 6ptimos segtin dicho modelo correspondieron al nivel +1 de concentracion de
polimero (0,200 g de polimero/S mL de acetona) y al nivel -1 de concentracién de nicleo
(0,050 g de nucleo).

El punto 6ptimo correspondi6 al tratamiento C evaluado en el diseno factorial,
y las respuestas obtenidas para este fueron un didmetro promedio de 173 * 13 pm y
un rendimiento del 88,0 £ 8,7%. El rendimiento no fue significativamente diferente
del estimado en la prediccién; no obstante, el didmetro de las particulas obtenido
experimentalmente fue significativamente menor que el estimado por el modelo, razén
por la que el tratamiento C fue seleccionado para llevar a cabo la microencapsulacién de
las particulas virales (Villamizar et al., 2010).

Microencapsulacion del virus

Tamaio de particula: el tamano medio de las microcdpsulas fue de 198 = 62 um. Este valor no
fue significativamente diferente del valor tedrico y practico determinado previamente para este
tratamiento utilizando un nuicleo trazador, lo cual sugiere repetibilidad en las caracteristicas de
las particulas elaboradas usando este procedimiento (Villamizar et al., 2010).
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Morfologia de las microcapsulas — Microscopia
electronica de barrido: las microcépsulas obteni-
das en los tres lotes fueron de forma esférica y super-
ficie lisa, con algunas irregularidades y escasos poros.
En la Figura 24 se presenta la microfotografia de una
microparticula donde se pueden observar dichas ca-
racteristicas (Villamizar et al., 2010).

Composicion de la superficie: la técnica de
espectroscopia fotoelectrénica de rayos X permite
determinar cualitativa y cuantitativamente todos
los componentes superficiales de las particulas Figura 24. Morfologia de las micro-
en una profundidad de S a 10 nm, a excepcién particulas obtenidas al encapsular el
del hidrégeno y el helio (Ramos et al., 2007). nucleopoliedrovirus de S. frugiperda
Asi, el espectro obtenido mostr6 la misma A S100.
composicién cualitativa en todas las muestras, observando que la superficie estd
compuesta principalmente por carbono y oxigeno. No se detect6 sefial para nitrégeno,
lo que indicaria que las particulas virales se encuentran distribuidas en el interior de las
microparticulas, ya que si estuvieran superficialmente, su composicién proteica habria
generado dicha sefial (Villamizar et al., 2010).

Eficiencia de microencapsulacion y concentracion de las microparticulas: se obtuvo
para los tres lotes una concentraciéon promedio de 2,62 x 10° CI/g, que presenté una des-
viacion estandar (DS) del 19,42%. Teniendo en cuenta que la concentracién del principio
activo (virus liofilizado) era de 2,94 x 10 CI/g y que para cada lote se emplearon 0,050 g
del mismo y 0,250 g del polimero (0,30 g de sélidos totales), la concentracién tedrica de
las microcdpsulas obtenidas debia ser de 4,9 x 10° CI/g. Con este valor tedrico y la con-
centracion experimental de cada lote de microparticulas se calcularon los porcentajes de
eficiencia que se presentan en la Tabla 12 (Villamizar et al., 2010).

Tabla 12. Eficiencia del proceso de microencapsulacién (Villamizar et al,, 2010).

Concentracidn experimental (Cl/g) microEE:;;gzilzgi%n %)

1 2,48 x10° 50,69
2 3,18x10° 64,90
3 219x10° 44,69
Promedio 2,62 x10° 53,43
DS 5,08 x 108 10,37

La eficiencia del proceso de microencapsulacién fue del 53 + 10%. El proceso mostro
una baja eficiencia, ya que se produjo una pérdida significativa del principio activo que
oscil6 entre el 25,31% y el 35,10%. La eficiencia del proceso de encapsulacién depende de
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muchos factores como: los materiales utilizados, la solubilidad de los componentes y su
coeficiente de reparto, entre otros (Kim et al., 2002).

Contenido residual de solventes en las microcapsulas: el pico mds alto del cromato-
grama, correspondiente al compuesto mds abundante, presenté un tiempo de retencién
de 6,48 minutos y fue identificado principalmente como n-Hexano, solvente empleado
para el lavado de las microparticulas. Este resultado indica que las particulas obtenidas
presentan cierto contenido residual de este solvente, lo que podria sugerir que el tiempo
de secado no fue suficiente para su completa eliminacion, requiriéndose un mayor tiempo
o la utilizacién de un proceso adicional como la extraccion con vacio, que asegure la elimi-
nacién total del hexano de las microcapsulas (Villamizar et al.,, 2010).

La mayoria de técnicas de microencapsulacion emplean solventes orgdnicos para
disolver polimeros lipofilicos, razén porla cual es comun que las microparticulas presenten
residuos de los solventes empleados (Bitz y Doelker, 1996).

En ningun caso se detect acetona, solvente utilizado para disolver el polimero, lo que
indica que el tiempo de proceso fue suficiente para permitir la completa evaporacion de
dicho solvente.

Efecto de la microencapsulacion del virus frente a la radiacion ultravioleta

La eficacia del virus microencapsulado sin irradiar fue del 67%, mientras que la del virus
sin microencapsular fue del 81,8% (Tabla 13). El andlisis de varianza detect6 diferencias
estadisticas entre los dos tratamientos (p< 0,05), lo que sugiere que la microencapsulacién
delos cuerpos de inclusion afecté la eficacia del virus. Esto puede deberse a que la velocidad
de liberacién de las particulas virales se ve afectada por el polimero que lo recubre, en este
caso el Eudragit® $100, pudiendo retrasar el proceso de infeccion viral. Por ejemplo, Lee et
al. (2000) determinaron que para la liberacién total del activo a partir de microesferas de
Eudragit® S100 se requerian aproximadamente 10 horas.

Tabla 13. Porcentajes promedio de eficacia, actividad original remanente (AOR) e inactivacion del virus
microencapsulado y sin microencapsular, expuesto a la radiacién ultravioleta tipo A y B durante 6 horas.

0 -

65+7

15 704 100 0,0

30 63 + 4 96 3,6

Virus microencapsulado 45 61+8 93 71
60 49 +8 75 25,0

180 49 + 11 75 25,0

360 26+ 4 39,3 60,7

0 81+8

15 72+7 88,6 114

. 30 54+8 65,7 34,3
Virus puro 45 1224 143 857
(sin microencapsular) 60 445 48 952
180 1+1 1,0 99,0

360 1+1 1,0 99,0
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Figura 285. Eficacia de las microcdpsulas del aislamiento NPV003 irradiadas
con luz ultravioleta tipo A y B. Tratamientos con la misma letra no presentan
diferencias segtin prueba de comparacién multiple de medias de Tukey (95%)

En la Tabla 13 y en la Figura 25 se presentan los resultados de actividad original
remanente (AOR) obtenidos para cada tiempo de exposicién evaluado. El virus sin
formular mostré una actividad original remanente inferior al 5% después de 60 minutos
de exposicion, entretanto que el virus microencapsulado conservé una actividad del 75%
después de los mismos 60 minutos de exposicion a la radiacién, la cual se redujo al 40%
después de 6 horas.

La prueba de comparacién de medias de Tukey (95%) no detectd diferencias significativas
entrelaactividad original remanente del virus microencapsulado y sin microencapsular después
de 15 y 30 minutos de irradiacion. Sin embargo, la eficacia del virus microencapsulado a partir
de los 60 minutos y hasta las 6 horas de exposicién a la radiacion fue estadisticamente superior
(p<0,05) ala obtenida para el virus sin formular, lo que sugiere que el virus microencapsulado
fue significativamente mas fotoestable que el virus puro.

El virus puro fue inactivado a partir de los 30 minutos de exposicion con respecto al
virus sin irradiar, alcanzando una inactivacién superior al 95% desde los 60 minutos. El virus
microencapsulado perdi6 suactividad conrespectoal virussinirradiaralas6 horas de exposicion,
con un 60% de inactivacién, confirmando la proteccién brindada por el recubrimiento de las
particulas con Eudragit® S100. Este resultado es muy interesante, considerando que el virus
microencapsulado presenté una inactivacién mucho menor que la del virus sin formular.

La fotoestabilidad ofrecida por la microencapsulacién depende del polimero utilizado
para la formacién de la pared (Barbosa et al.,, 2005). En el presente estudio se obtuvieron
resultados promisorios con el Eudragit® S100, aunque en el estudio de Ignoffo y Batzer
(1971) se demostré que la microencapsulacién del nucleopoliedrovirus de Heliothis zea
HzSNPV con etilcelulosa no fotoestabiliz6 el virus durante 4 horas de exposicién a la
radiacion ultravioleta artificial.

Los resultados obtenidos en el presente estudio indican que la microencapsulacién
tuvo un efecto fotoestabilizador de las particulas virales, si bien algunas alcanzaron a
ser afectadas por la radiacién UV, posiblemente aquellas que estaban ubicadas hacia la
parte externa de las microparticulas. Este comportamiento lo sugirieron Barbosa et al.
(2005), quienes evaluaron la estabilidad frente a la luz de microcapsulas que contenian un
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carotenoide como principio activo. Estos autores encontraron dos cinéticas de degradacion
del carotenoide: una rédpida, relacionada con la fotodegradacion de la sustancia ubicada en
la superficie de las microcdpsulas, y una degradacion lenta, que se atribuyo a la sustancia
encapsulada en el interior de las particulas.

La fotoproteccion ofrecida por la microparticula podria ser incrementada mediante la
inclusion de filtros ultravioleta, antioxidantes o de pigmentos que en diversos trabajos han
demostrado su efectividad y podrian ser microencapsulados conjuntamente con el virus.

CONCLUSION

Se desarrollé un proceso de microencapsulacion de las particulas virales con
Eudragit® S100, que permitié fotoestabilizar el virus frente a los efectos deletéreos de
la radiacién ultravioleta. Sin embargo, el proceso debe ser optimizado para reducir el
tamano de las particulas y evitar la utilizacion de solventes orgdnicos costosos y con
problemas de toxicidad.
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