CAPITULO 5.

Estabilidad de un bioplaguicida a base de granulovirus
(VG003) formulado como un concentrado emulsionable
(EC) bajo condiciones de almacenamiento

Liz Alejandra Uribe, BSc; Adriana Marcela Santos, cMSc; Laura Villamizar, PhD.

INTRODUCCION

La estabilidad en almacenamiento es la capacidad de una formulacién de permanecer
durante determinado tiempo con unas propiedades fisicas, quimicas y microbioldgicas
inalterables (Gennaro; 1995); es un factor indispensable que se debe tener en cuenta
en el desarrollo de un bioplaguicida para que en un futuro dicho producto pueda ser
comercializado, garantizando su calidad y su efectividad durante su distribucién y uso.

La evaluacién de la estabilidad del bioplaguicida es un requisito de calidad, ya que
durante el almacenamiento el principio activo puede sufrir alteraciones debido a factores
del proceso de manufactura como el medio de cultivo utilizado para la produccién masiva
del microorganismo, el proceso de separacidn, el proceso de formulacion y el embalaje del
producto. Ademds, el microorganismo también puede ser afectado por la interaccion de
éste con los auxiliares de formulacidn y por las condiciones abidticas de almacenamiento,
que incluyen la temperatura, la exposicién a la luz, la atmdsfera, la humedad relativa e
incluso el material y el tipo de envase utilizado (Abadjias et al., 2001).

Para el caso delos bioproductos a base de baculovirus, es necesario tener en cuenta que
la estabilidad microbioldgica, fisicoquimica y biolégica del producto es principalmente
influenciada por el sistema de produccion del agente viral que normalmente se realiza en
el hospedero, lo que genera contaminacién microbiana en la suspension viral, proveniente
de la microflora normal de los cad4veres de los insectos (Lasa et al., 2008).

Dentro de las caracteristicas mds sensibles durante el almacenamiento de un
bioplaguicida las de mayor importancia son la viabilidad y la actividad biocontroladora.
Varios estudios han demostrado que el tiempo y la temperatura de almacenamiento
afectan de forma negativa la viabilidad de los microorganismos y por tanto la actividad
biocontroladora, generando disminucién de la calidad del producto y depreciaciéon de su
valor comercial (ChiouyWu,2003). Sin embargo, se ha establecido que el almacenamiento
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a bajas temperaturas y en un ambiente libre de humedad son condiciones que previenen
la acumulacién de metabolitos téxicos y la utilizacién de nutrientes por parte de los
microorganismos, logrando mantener durante el almacenamiento la estabilidad de las
caracteristicas microbioldgicas, bioldgicas y fisicoquimicas del bioproducto (Sabaratnam
y Traquair, 2002).

Quiroga et al. (2011) evaluaron la estabilidad microbiolégica, biolégica y fisicoqui-
mica de un prototipo de formulacién (concentrado emulsionable E) a base del granu-
lovirus VG003 almacenado durante seis meses a tres temperaturas. A 6 °C y a 20 °C el
prototipo fue estable, con eficacias de alrededor del 60%; comportamiento diferente al
presentado en la temperatura de almacenamiento de 28 °C, en donde el producto fue
inestable, puesto que se evidenci6 una reduccién en la eficacia del 20%. Esta reduccién
fue atribuida a la formacién de torta o ‘caking’, la cual posiblemente atrap6 y aglomerd
algunas particulas virales impidiendo su homogénea distribucién en el momento de
la reconstitucién y, en consecuencia, afect6 la dosis aplicada. Con el fin de aumentar
la estabilidad bajo condiciones de almacenamiento y garantizar una buena eficacia en
campo, dicha formulacién se optimizé adicionando un agente viscosante para evitar la
formacion de ‘caking’

Considerando que la estabilidad de los bioplaguicidas en almacenamiento es un
pardmetro determinante para su registro y comercializacion, y que la formulacién original
fue modificada para mejorar su vida 1til, el objetivo del presente estudio fue evaluar la
estabilidad microbiolégica y bioldgica del concentrado emulsionable (EC) optimizado a
base del aislamiento VG003 de granulovirus, almacenado a tres temperaturas diferentes
durante 10 meses.

MATERIALES Y METODOS

Treinta muestras de 1 mL de producto formulado como concentrado emulsionable (EC)
se dispensaron en recipientes plésticos estériles de 2 mL de capacidad y se almacenaron
a8+2°C, 18 £2°Cy28+2°C durante 10 meses. Antes de iniciar el almacenamiento y
durante cada dos meses se evalu6 el contenido de contaminantes y la actividad bioldgica
de las muestras almacenadas.

El disefio del estudio de estabilidad fue completamente al azar, con medidas repetidas
en el tiempo y tres repeticiones por tratamiento. Los resultados fueron sometidos a un
andlisis de varianza y posteriormente a comparaciones de medias de Tukey al 95% de
confianza.

Estabilidad microbiolégica

Este pardmetro se determin6 mediante el recuento de microorganismos contaminantes.
Para tal fin, en cada tiempo de evaluacién se reconstituyé una muestra del producto
almacenada a cada temperatura evaluada, en 9 mL de Tween 80 al 0,1% (v/v), siendo esta
la dilucién 10™. A partir de esta dilucién se prepararon las diluciones seriadas 103y 10+
Posteriormente, se realizé una siembra en superficie en cajas de Petri con medio Agar




PDA + Trit6n para la evaluacion de hongos, en medio Agar Extracto de Levadura y Malta
(YM) para la cuantificacién de levaduras y en medio Agar Nutritivo para el recuento de
bacterias contaminantes. Cada dilucién se sembré por triplicado. El resultado se expreso
como el recuento de unidades formadoras de colonia de contaminantes por mililitro de
producto (UFC/mL).

Actividad biolégica

Una muestra de producto almacenado a cada temperatura se reconstituyd y ajusté a una
concentracion de 1 x 10° Cl/mL. Con cada suspension se inocularon tres tubérculos
de papa pastusa con ayuda de un nebulizador (Carrera et al., 2008), aplicando 2 mL de
suspension por cada lado. Los tubérculos se dejaron secar e individualmente se ubicaron
en un vaso pléstico de 16 onzas con 60 g de arena estéril en el fondo. Posteriormente, con
ayuda de un pincel se ubicaron 15 larvas neonatas de T. solanivora sobre cada tubérculo.
Los recipientes se taparon e incubaron en oscuridad constante a 25 + 1 °C durante 30 dias.

Se contd con un testigo absoluto, en el que los tubérculos no recibieron ningtn
tratamiento. Terminado el tiempo de incubacion se realiz6 un anélisis destructivo de los
tubérculos, recuperando todos los individuos y clasificando las larvas en vivas o muertas.
Con los resultados de mortalidad en los tratamientos y el testigo se calcul6 el porcentaje
de eficacia segtin la férmula de Schneider-Orelly (Gémez et al., 2005).

Eficacia (%) = ((B-K) / (100 - K)) X 100

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

RESULTADOS Y DISCUSION

Estabilidad microbiolégica

El concentrado emulsionable (EC) recién manufacturado presenté un contenido de
contaminantes de 2,2 x 10° UFC/mL, valor que fue inferior al limite méximo de calidad
establecido por el Laboratorio de Control de Calidad de Bioplaguicidas Biotécnica para
este producto, el cual es de 1 x 10° UFC/mL. La baja contaminacion podria deberse a la
oportuna recoleccion de las larvas infectadas, las que fueron cosechadas antes de morir
evitando la proliferacion de bacterias contaminantes que generalmente se encuentran
en el intestino del insecto o de sapréfagos oportunistas (Caballero et al., 2001). Dicha
concentracion de contaminantes es inferior a la descrita para algunos productos virales,
como la formulaciéon del nucleopoliedrovirus de Spodoptera exigua (Hiibner, 1808)
evaluada por Lasa ef al. (2008), que recién manufacturada mostré un contenido de
bacterias de 1,4 x 10’ UFC/mL.

Cuando el bioplaguicida formulado como concentrado emulsionable (EC)
fue almacenado durante los 10 meses del estudio, se evidencié una disminucion
progresiva en el contenido de contaminantes a las tres temperaturas evaluadas. A 8 °C
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y 18 °C el concentrado emulsionable presenté un contenido final de contaminantes
significativamente inferior al presentado por el producto recién manufacturado, con una
concentracién final de 1,33 x 10° UFC/mL (Figura 17).

Después de dos meses de almacenamiento a 28 °C, el contenido de contaminantes
presentado por el producto EC (1,33 x 10°UFC/mL) no fue significativamente diferente
(P>0,05) del valor presentado inicialmente. No obstante, a partir del cuarto mes de
almacenamiento dicho valor disminuy® hasta una concentracién final de 3,67 x 10° UFC/
mL (Figura 17).
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Figura 17. Comportamiento del contenido de contaminantes en el concentrado emulsionable
(EC) a base de granulovirus VG003 almacenado a 8 °C, 18 °C y 28 °C durante 10 meses.

A bajas temperaturas de almacenamiento (8 °C y 18 °C) se observé que el contenido
de contaminantes disminuy6 rdpidamente desde el segundo mes de almacenamiento,
mientras que a 28 °C se presentd una disminucion significativa de este valor a partir del
cuarto mes.

La contaminacién microbiana inicial del concentrado emulsionable (EC) pudo ser
aportada por el ingrediente activo viral, cuya produccion se realiza in vivo, lo que generauna
carga importante de bacterias y hongos saprofitos que colonizan las dietas, la superficie del
insecto, el intestino y las heces del mismo. La gran mayoria de estos microorganismos son
generalmente especies comunes de Pseudomonas sp., Enterococcus sp. y especies coliformes
de la familia Enterobacteriaceae (Jenkins y Grzywacz, 2000).




Jenkins y Grzywacz (2000) sugirieron que las formulaciones a base de baculovirus
que presentan un nivel de contaminacién superior a 10° UFC/g podrian igualmente
presentar una pérdida de la virulencia durante el almacenamiento debido a la actividad
metabdlica de las bacterias contaminantes, ya que puede existir un proceso de protedlisis
de los cuerpos de inclusion. Cabe destacar que el producto evaluado en el presente
trabajo mostr6 contaminantes 1.000 veces por debajo de ese valor, por lo que se esperara
que el producto mantenga estable su actividad insecticida durante los 10 meses de
almacenamiento.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, el bioplaguicida formulado como
concentrado emulsionable (EC) a base del granulovirus VG003 fue microbiolégicamente
estable durante 10 meses de almacenamiento a 8 °C, 18 °C y 28 °C, ya que mantuvo una
concentracién de contaminantes inferior al limite de maximo 1 x 10 UFC/mL (Quiroga et
al.,2011), lo que sugiere que ni la temperatura, ni el tiempo de almacenamiento afectaron
la calidad microbioldgica del producto.

Estabilidad biolégica

El concentrado emulsionable (EC) optimizado presenté una eficacia del 100%
inmediatamente después de ser manufacturado, siendo este valor igual al presentado por
el virus liofilizado sin formular (datos no mostrados). Asimismo, es necesario resaltar
que dicho valor es superior al obtenido por Quiroga et al. (2011), quienes evaluaron
el prototipo de formulacion sin optimizar y obtuvieron una eficacia inicial del 63,3%.
Este resultado sugiere que la adicion del agente viscosante mejord el desempeno de la
formulacién, como lo sugirieron Ballard et al. (2000), quienes mencionan que la seleccién
adecuada de excipientes contribuye al aumento de la actividad insecticida, a la estabilidad
en almacenamiento y a la persistencia de los virus en condiciones de campo, siendo esto
un criterio para la seleccién y optimizacién de formulaciones.

Cuando el bioplaguicida EC fue almacenado a 8 °C, no se evidencié una disminucién
significativa de la eficacia (P>0,05) durante 8 meses de almacenamiento. En el décimo
mes se obtuvo una eficacia final del 81,5%, valor significativamente inferior al presentado
recién manufacturado el producto (Figura 18). Sin embargo, estos valores son superiores
al limite establecido para esta caracteristica (80%) por el Laboratorio de Control de
Calidad de Bioplaguicidas Biotécnica, el cual se encuentra registrado ante el ICA y cuenta
con el aval para realizar esta prueba (Resolucién 003174 de 2010).

A las temperaturas de almacenamiento de 18 °C y 28 °C, el concentrado
emulsionable (EC) a base de baculovirus presenté eficacias superiores al 80% durante
ocho meses de almacenamiento. A partir del décimo mes del estudio, las eficacias fueron
significativamente inferiores a las presentadas inicialmente con valores del 74,1% y del
53,7% respectivamente. Jenkins y Grzywacz (2000) argumentan que la pérdida de la
actividad insecticida puede ser el resultado de una autocatilisis de las proteinas o los
lipidos presentes en el producto y que son remanentes del sistema de produccién viral, el
cual se realiza in vivo. Este mecanismo puede inactivar el virus debido a una protedlisis de
los cuerpos de inclusién o por la produccién de radicales libres (Grzywacz et al., 1997).
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Figura 18. Comportamiento de la eficacia del concentrado emulsionable (EC) a base de
baculovirus almacenado a 8 °C, 18 °Cy 28 °C durante 10 meses.

Asi, los resultados obtenidos en el presente estudio son superiores a los presentados
por Quiroga ef al. (2011), quienes evaluaron la actividad biocontroladora del prototipo
de formulacién EC sin optimizar almacenado a 6 +2 °C, 20 +2 °C y 28 + 2 °C. Los
autores evidenciaron que en las temperaturas de refrigeracion (6 °C) y ambiente (20 °C)
el producto no present6 una pérdida significativa de eficacia, siendo estable durante seis
meses de almacenamiento. A 28 °C el producto almacenado present6 una disminucién
del 20% en la eficacia, lo que se atribuy6 a la formacion de torta en el fondo del recipiente.

Elbioplaguicida EC optimizado, objeto del presente trabajo, no presentd la formacién
de torta durante el tiempo de almacenamiento a las diferentes temperaturas evaluadas, lo
que indica que la adicién del agente viscosante redujo la sedimentacién de las particulas,
incrementando la vida util del producto. Por ejemplo, a 8 °C el concentrado emulsionable
(EC) optimizado presenté una estabilidad de 10 meses, cuatro meses mas comparado con
el valor obtenido por Quiroga et al. (2011). A las temperaturas de 18 °Cy 28 °C, el EC fue
estable durante 8 meses, siendo estos valores superiores al presentado por el prototipo de
bioplaguicida sin optimizar.

La disminucién de la actividad biolégica a través del tiempo de almacenamiento ha
sido evidenciada por diferentes autores como Timez et al. (2006), quienes observaron
una reduccién significativa en la eficacia de una formulacién granulada a base del




NPV de Anagrapha falcifera (Kirby, 1837), almacenada durante ocho meses a 25 °C,
comportamiento que se atribuy6 a un incremento en la concentracién de contaminantes
debido a un aumento de la humedad desde el tercer mes de almacenamiento. Lacey et
al. (2008), al evaluar la estabilidad de una formulacién a base del granulovirus de Cydia
pomonella (Linnaeus, 1758) almacenada durante 12 meses a -20 °C, 2 °C, 25 °C y 35
°C, evidenciaron que las temperaturas bajas estabilizaron el producto, mientras que la
temperatura de 35 °C causé una disminucion en la actividad insecticida. Lo anterior
posiblemente se debi6 a que temperaturas altas (>35 °C) pueden causar la denaturacién
del ADN o de las proteinas del virus, y por lo tanto se inactiva disminuyendo su actividad
bicontroladora.

CONCLUSION

Dado que el EC fue microbioldgicamente estable durante los diez meses del estudio a
las tres temperaturas de almacenamiento, y que la actividad insecticida del producto se
mantuvo por encima del limite minimo del 80% durante 8 meses de almacenamiento a 18
°Cy 28 °C, se establece que la vida 1til del bioproducto es de 8 meses cuando se almacena
a temperaturas inferiores a 28 °C, no requiriéndose cadena de frio para su distribucién y
comercializacién.
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