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Resumen

Como se mostr en el capitulo anterior, el desarrollo tecnoldgico de un
bioplaguicida inicia con la etapa de prueba, la cual enmarca una serie de
actividades e iniciativas de carcter investigativo y experimental para generar una
linea base apropiada para la aplicacién de las etapas posteriores. En el presente
capitulo se exponen con detalle las etapas de desarrollo, escalamiento piloto,
registro y transferencia de la tecnologia, que permitirin la implementacién
exitosa de un bioplaguicida. Inicialmente se debe acopiar, analizar y hacer una
primera toma de decisiones sobre los candidatos o aislamientos mas apropiados,
a partir de la informacién generada por los estudios de vigilancia tecnoldgica y
prefactibilidad (basados en una posible opcién de negocio preliminar). En la
etapa de desarrollo se selecciona el tipo de fermentacidn, se termina el disefio del
medio de cultivo, se realizan las pruebas de compatibilidad con agroquimicos,
se estandarizan los métodos de control de calidad, se determina la estabilidad
en almacenamiento de los prototipos de formulacién y su eficacia, y se define
el modelo de negocios y el potencial de mercado. En la etapa de escalamiento
piloto se optimiza el medio de cultivo, se realiza el escalamiento tanto de la
produccién masiva por fermentacién como de la formulacién, se calculan los
costos de produccién y se implementan estrategias de mercadeo. En la dltima
etapa, se lleva a cabo el registro del producto, la transferencia de la tecnologia y
la implementacién del modelo de negocios. La suma de todas estas actividades
implica que el desarrollo tecnolégico de un bioplaguicida se considere como una
tecnologia de mediano plazo (entre 4 y 5 afios), que requiere de una inversion de
alto costo. La aplicacién de las etapas mencionadas requiere de una organizacién
robusta y eficiente, a cargo de un personal multidisciplinario (idéneo para el
uso efectivo de recursos logisticos y técnicos; para el manejo de informacién
experimental, econémica y legal; y para la gestién administrativa), capaz de
abordar todos los retos asociados a la optimizacién, escalamiento y registro de

bioplaguicidas en Colombia.
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Abstract

As shown in the previous chapter, the technological development of a
biopesticide begins with the proof of concept stage that involves a series of
activities and initiatives of investigative and experimental nature to generate
an appropriate baseline for the application of the further stages. In this
chapter, the stages of development, pilot scaling, registration and transfer
of the technology that allow the successful implementation of a biopesticide
are discussed in detail. Initially it is necessary to collect, analyze and make
a first decision about the most appropriate candidates or isolates based on
the information generated by the studies of technological surveillance and
prefeasibility, based on a possible initial business option. In the development
stage, the type of fermentation is selected, the design of the culture medium
is finished, the tests of compatibility with agrochemicals are carried out,
the quality control methods are standardized, the storage stability of the
formulation prototypes and their efficiency are determined and the business
model and the market potential are defined. In the pilot scaling stage,
the culture medium is optimized, mass production by fermentation and
formulation are scale-up, production costs are calculated and marketing
strategies are implemented. In the last stage the registration, transfer of
technology andimplementation of thebusiness model are carried out. The sum
of all these activities allows to visualize that the technological development
of a biopesticide can be considered as a medium-term technology (between 4
and 5 years), which requires an investment of several million dollars. As will
be evident throughout the text, the application of this stages requires of a
robust and efficient organization by a suitable multidisciplinary staff for the
effective use of logistical and technical resources, experimental, economical
and legal information analysis, and administrative management to address
all the challenges associated with the optimization, scaling and registration

of biopesticides in Colombia.
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Introducciéon

En lineas generales, el desarrollo de bioplaguicidas tiene
una relacidén estrecha con el estudio y explotacién de
la biotecnologia moderna, por lo tanto, para que las
entidades relacionadas con tales iniciativas (industria,
universidades y centros de investigacidn, entre otros)
puedan generar innovacidén y desarrollo tecnoldgico
requieren de en un recurso humano altamente calificado
de cardcter multidisciplinario (Chaparro et al,, 2013).

En este contexto, se puede entender el desarrollo
tecnoldgico como la utilizacién de los conocimientos
cientificos existentes para la produccién de nuevos
materiales, dispositivos, productos, procedimientos,
sistemas o servicios, asi como para su mejora
sustancial, lo cual incluye la realizacién de prototipos y
de instalaciones piloto (Instituto Vasco de Estadistica
(Eustat], s.f.). Sin embargo, el desarrollo tecnoldgico de
un bioplaguicida microbiano es una tarea compleja que
involucra no solo etapas de caricter técnico cientifico,
sino también etapas asociadas al andlisis de viabilidad
econdémica y de potencial del mercado, asi como el

cumplimiento de regulaciones y reglamentaciones

nacionales para bioproductos, (todas las cuales se
deben tener en cuenta desde la concepcién misma de

la idea de investigacién).

Otros aspectos importantes en el desarrollo de un
bioplaguicida son los costos de implementacién y
ejecucién, la complejidad relativa y la duracién de cada
etapa. Como se muestra en la figura 12.1, a medida que
se avanza en el desarrollo tecnolégico se van tamizando
los posibles microorganismos o aislamientos candidatos,
pero, a su vez, los costos, la complejidad y el tiempo
requerido aumentan debido a las multiples pruebas,
bioensayos, anlisis y estudios que deben surtirse
para asegurar la eficiencia y reproducibilidad del bio-
producto en condiciones controladas, semicontroladas
y de campo. Una vez ejecutadas todas las etapas del
desarrollo de un bioplaguicida (que pueden tomar entre
cuatro y cinco afios), se puede asegurar que el desarrollo
tecnoldgico es eficiente, efectivo y estable, lo que
permite proyectar la comercializacién y distribucién
del bioplaguicida en el mercado emergente de los

bioproductos a nivel mundial.

Informacidn previa para el desarrollo de bioplaguicidas

Gran parte de la informacién que sustenta el desarrollo
tecnolégico de un nuevo bioplaguicida se logra me-
diante estudios de vigilancia tecnoldgica y andlisis de
prefactibilidad, que orientan a los desarrolladores sobre
las posibles opciones de negocio. Con base en este
conocimiento, se inicia el proceso de desarrollo del nuevo
producto. Enla figura 12.1 aparecen todas las etapas que
conducen a la obtencién de un nuevo bioplaguicida (las
relativas al disefio conceptual y a la prueba de concepto

fueron discutidas en el capitulo anterior).

Vigilancia tecnolégica

Segin la norma UNE 166000:2011, se entiende la

vigilancia tecnolégica como “Un proceso organizado,
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selectivoysistemdtico,paracaptarinformaciéndelexterior
y de la propia organizacidn sobre ciencia y tecnologia,
seleccionarla, analizarla, difundirla y comunicarla,
para convertirla en conocimiento, con el fin de tomar
decisiones con menor riesgo y poder anticiparse a
los cambios” (Aldasoro Alustiza, Cantonnet Jordi, &
Cilleruelo Carrasco, 2012). Existen diferentes tipos de
vigilancia tecnoldgica a desarrollar, y esta dependera
de lo que se quiera obtener y de la fase en que se
encuentre el desarrollo del bioproducto. Entre ellas
se encuentran: 1) la vigilancia comercial (asociada a
mercados, competidores, productos, precios, etc.),
2) la vigilancia cientifica y tecnoldgica (que permite
identificar lideres, dindmicas, campos tecnoldgicos
y patentes, entre otros), 3) la vigilancia normativa y

regulatoria (que permite conocer leyes, normativas,
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Figura 12.1. Etapas para el desarrollo de un bioplaguicida microbiano y duracién tipica de las etapas de acuerdo con

la experiencia de AGrRosaviA en Colombia.

Fuente: Elaboracién propia

tratados y acuerdos), 4) la vigilancia competitiva
(asociada especificamente a identificar actores de
la cadena de valor, como competidores, fabricantes,
comercializadores, proveedores, etc.) (Aguilera, 2014)
y 5) la vigilancia estratégica (que permite la generacién
y el tratamiento de ideas aplicables al desarrollo o
mejora de productos y servicios, asi como vigilar
el entorno y explotar esta informacién para la toma
de decisiones) (Coca, Garcia, Santos, & Ferndndez,

2010).

No existe una sola metodologia para las etapas de
un proceso de vigilancia tecnoldgica, sin embargo, en
general se manejan las siguientes: diagnéstico (en la
cual se identifica y precisa el tema a vigilar), busqueda

y captura de la informacién (se disefia e implementa

la estrategia de recopilacién de informacién), anlisis
de la informacién (se filtra la informacién relevante),
difusién y comunicacién alos interesados y, finalmente,
orientacién en la toma de decisiones a partir de
los resultados obtenidos (Observatorio Virtual de

Transferencia Tecnoldgica [ovrT], 5. £.).

Uno de los propésitos principales de la vigilancia
tecnolégica en el contexto del desarrollo de
bioplaguicidas es anticiparse a los posibles cambios
en el desarrollo tecnoldgico. Gracias a esto, es posible
identificar sectores emergentes o nichos potenciales,
reducir riesgos respecto a aquellos sectores (cultivos,
tipo de bioplaguicida, etc.) que estin entrando a la
etapa de madurez o declive (y evitar, asi, el gasto

de recursos), identificar aliados y expertos para
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desarrollar el bioproducto, y definir enfoques y
prioridades dentro de la investigacién (Cruz, 2013).

Estudio de prefactibilidad

El estudio de prefactibilidad de los bioplaguicidas
contempla un estudio de mercado, un estudio técnico,
un estudio financiero y un estudio organizacional y
legal. En Corpoica se realiza el andlisis de factibilidad
del mercado utilizando la metodologia quick look,
desarrollada por la Universidad de Texas, que sirve
para priorizar y definir en términos comerciales y de
mercado los proyectos de desarrollo de bioinsumos
(Harbert,2012).Laguia parala pertinencia del mercado
de Corpoica define diferentes pasos que permiten
identificar el tipo de tecnologia y los beneficios que
esta le puede entregar al usuario final; los mercados
potenciales, el interés y las proyecciones del mercado;
la seleccidn de posibles segmentos objetivo o de interés;
las tecnologias competentes y los competidores; el
estado y desarrollo de la tecnologia; el estado de la
propiedad intelectual; las barreras de mercado, y las

posibles recomendaciones (Corpoica, 2015).

El estudio técnico parte del estado actual del desarrollo
del bioplaguicida, y permite un acercamiento preliminar
a su definicidn, asi como a los procesos, procedimientos
y capacidades requeridas (mano de obra, equipos,
maquinaria e instalaciones, entre otras). Ademais,
permite una posible definicién de las actividades que
se desarrollardn y su planeacién en el tiempo para
determinar el momento de entrada de la tecnologia en
el mercado (Lépez, Gonzilez, Osobampo, Cano, &
Gélvez, 2013; Miranda, 2005). El estudio financiero,
por su parte, contempla el presupuesto preliminar

y la cronologia de las inversiones. Este estudio toma

Desarrollo del bioplaguicida

En esta fase intermedia se realiza el disefio del medio
de cultivo y el desarrollo o definicién del sistema
fermentacidn, se abordan estudios de preformulacién,
formulacién, vida ttil y control de calidad del nuevo
producto (microbioldgico, fisicoquimico, biolégico).

Otros aspectos importantes son la estandarizacién

Capitulo 12. Desarrollo y escalamiento de bioplaguicidas

informacién del estudio de mercado (proyecciones
generales de ventas) y del estudio técnico (costos e
inversiones). De acuerdo con el nivel de informacién
que se tenga, se puede construir un flujo de caja del
proyecto con evaluacién financiera (Miranda, 2005)
o se plantea una hipétesis del modelo financiero que
permita identificar factores claves a tener en cuenta en

el desarrollo del proyecto.

Posible opcién de negocio

Como parte del proceso inicial del desarrollo del
bioplaguicida, se pueden evaluar las posibles opciones
de negocio que van a definir la introduccién de la
tecnologia en el mercado una vez culminado su
perfeccionamiento. Esta aproximacién se puede hacer
teniendo en cuenta que en la industria del biocontrol
se tienen diferentes opciones de negocio. La primera
opcidn es la de la propiedad del capital, dado que el
desarrollador invierte a un nivel limitado y el progreso
es gradual (empresas pequefias). La segunda es la
inversidn social, en la cual se realizan grandes aportes
econémicos antes de que se produzcan las ventas, lo
que promueve un desarrollo mis ripido (centros de
investigacién con apoyo gubernamental, por ejemplo).
La tercera es la inversién de capital de riesgo, con
cantidades de capital importantes que superan en
gran medida las ventas, de modo que los desarrollos
sean grandes y rdpidos (alianzas entre centros de
investigacidn o empresas pequefias con inversionistas).
Lacuartaopcidn esaquellaenlacuallas multinacionales
encuentran atractivo el tema de los bioplaguicidas y
establecen una unidad de negocio para desarrollar este
potencial, compran empresas que ya tienen desarrollos,
hacen alianzas o generan nuevas lineas de produccién
(Glare & Moran-Diez, 2016; Ravensberg, 2011).

de bioensayos para la evaluacién de la eficacia en

condiciones controladas, la compatibilidad del
bioplaguicida con agroquimicos y su efecto sobre
los organismos benéficos implicados rutinariamente
en el manejo integrado del cultivo (parasitoides,

depredadores y polinizadores).



Diseno de medios de cultivo

El disefio de un medio de cultivo para la obtencién
del principio activo de un bioplaguicida es una tarea
compleja, ya que estd en funcidn directa con el tipo de
propigulo a producir (bacilo, espora, conidio, etc.) y
requiere del mayor conocimiento posible acerca del
metabolismo y la fisiologia del microorganismo. Esto
incluye informacién experimental, como los perfiles
de asimilacién de fuentes de carbono y nitrégeno, los
rangos de crecimiento en funcién del pH, la tempe-
ratura, la actividad de agua, la intensidad luminica
y los requerimientos de oxigeno y agitacidn, entre otros.
Debido a las multiples interacciones entre el medio de
cultivo y el microorganismo (bacteria, hongo, levadura
o virus), es usual que el medio disefiado sea especifico
para el microorganismo estudiado y no se puedan
garantizar resultados similares incluso con otras
cepas de la misma especie. Adicionalmente, el medio
de cultivo disenado debe garantizar la estabilidad de
la actividad bioldgica, insecticida o antagénica, aun
cuando se lleve a cabo la integracién de estrategias
de mejoramiento del ingrediente activo (por ejemplo,
potenciacidn de su actividad enzimdtica, antagonista o
biocontroladora) (Singh, Yadav, Chaudhary, Rana, &
Sharma, 2016).

En términos generales, el disefio de un medio de cultivo
involucra la evaluacién de un ntimero significativo de
factores, que incluyen la fuente de carbono, la fuente de
nitrégeno, los macroelementos y los microelementos,
asi como aminodcidos y vitaminas (todos ellos como
causantes del crecimiento en niveles que aumenten la
productividad del proceso y reduzcan los costos de
produccién). Ademds, se deben evaluar las variables
fisicoquimicas del proceso fermentativo, como la
temperatura, el pH, la velocidad de agitacién y la
demanda de oxigeno, las cuales deben ser estudiadas y

fijadas en valores adecuados.

Ya que el medio de cultivo debe garantizar la
reproducibilidad del proceso, se debe considerar,
especialmente en pequena escala, el uso de medios de
cultivo definidos y homogéneos (Kennedy & Krouse,
1999; Singh, Yadav et al, 2016), pues sustratos
complejos, a causa de su heterogeneidad, pueden
afectar la fiabilidad del agente de control producido.

Sin embargo, es necesario llevar a cabo un anilisis

Control biolégico de fitopatégenos, insectos y dcaros

de factibilidad cuando se requiera llevar la produccién
a una escala superior, para asegurar la viabilidad
econémica del medio de cultivo. También se deben
tener en cuenta otros criterios de los componentes
del medio tales como la solubilidad y sedimentacién
en grandes tanques, el manejo, el transporte y las
adecuaciones previas para asegurar la implementacién
de la produccién industrial de los bioplaguicidas.
En este punto, la seleccién apropiada del tipo de
fermentacidn puede reducir considerablemente el costo

total de los procesos de fermentacién y purificacién.

Numerosos estudios se han centrado en el disefio de
medios de cultivo asociados a los ingredientes activos
que constituyen los bioplaguicidas, ya sean bacterias —
como Bacillus thuringiensis (Ennouri, Ben Hassen, &
Zouari, 2013) y Bacillus subtilis (Chen et al., 2010)—,
levaduras Rhodosporidium  paludigenum
(Wang, Liu, Wang, Ruan, & Zheng, 2011)—, hongos
biocontroladores —como Trichoderma sp. (Li, Song,
Li, & Chen, 2016; Zhang & Yang, 2015)— u hongos
entomopatégenos —como Verticillium sp. (Shi, Xu,
& Zhu, 2009), Metarhizium sp. (Bhanu Prakash,
Padmaja, & Siva Kira, 2008) o Beauveria sp. (Petlamul
& Prasertsan, 2014)—. En la mayoria de estos estudios,

—Ccomo

se distingue como factor comtn el uso sistemdtico de
herramientas estadisticas con el fin de obtener altos

rendimientos y productividades del ingrediente activo.

Estrategias para el disefio
de medios de cultivo

Durante el disefio inicial de medios de cultivo, se
pueden utilizar varias estrategias, como la evaluacién
de un factor ala vez o la manipulacién de varios de ellos
simultdneamente. Estas estrategias han sido utilizadas
independientemente de la técnica de fermentacidn,
ya sea fermentacién sumergida (SmE por su sigla en

inglés) o sélida (ssk, por su sigla en inglés).

Un factor a la vez

En esta técnica, conocida como la alternativa cldsica
de tanteo de factores, solo uno de ellos es manipulado,
mientras que los demds se mantienen constantes. Esta

estrategia ha sido la mas utilizada histéricamente por
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los investigadores en las etapas iniciales del disefio
(Singh, Haque et al., 2016; Gonzilez, Islas, Obregén,
Escalante, & Sinchez, 1995). No obstante, la mayor
limitante que se encuentra al utilizar esta estrategia
radica en la dificultad de estimar las interacciones de
los factores (Gupte & Kulkarni, 2003; Kennedy &
Krouse, 1999; Singh, Yadav et al, 2016). Ademais,
resulta en ocasiones tedioso, cuando existen varios

factores de interés para ser evaluados.

Dentro de la estrategia de un factor a la vez se
enmarcan otras variantes, tales como la técnica de
retiro, que consiste en ir retirando un componente del
medio de cultivo a la vez, para revisar el efecto que
esto tiene sobre la produccidén de la biomasa o del
metabolito de interés; la técnica de suplementacion, que
se utiliza principalmente cuando se desea conocer el
efecto de varios suplementos de carbono o nitrégeno,
principalmente, para evaluar su incidencia en la
produccién de metabolitos con actividad antifingica
(Singh, Rai, & Tripathi, 2012; Tripathi, Praveen,
Singh, & Bihari, 2004); y la técnica de reemplazo, que
bésicamente utiliza la fuente de carbono o nitrégeno
que muestre efectos positivos en experimentos de

suplementacién como unica fuente de estos.

Mais de un factor a la vez:
disefio de experimentos

El uso de métodos estadisticos basados en el disefio de
experimentos (design of experiments [DOE, por su sigla
en inglés]) para la estandarizacién de medios de cultivo
puede superar los cuellos de botella encontrados en la
estrategia de un factor a la vez. Fisher (1992) propuso
una teorfa bdsica del diseno de experimentos que
demostré que cambiar mis de un factor o variable
en el medio es mis eficiente que cambiar cada uno
de ellos de forma independiente. La mayoria de los
DOE permiten la identificacién y seleccién preliminar
de 2 a 10 componentes del medio de cultivo con un
limitado nimero de experimentos. En comparacién
con la estrategia de un factor a la vez, la aplicacién
del poE conlleva menos tiempo, menos experimentos
y menos materiales para obtener la misma cantidad
de informacién del medio de cultivo; adicionalmente,

se pueden determinar las interacciones entre los
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componentes del medio de cultivo (Adinarayana &
Ellaiah, 2002; Keskin Giindogdu, Deniz, Caliskan,
Sahin, & Azbar, 2016). Entre los disefios de cribado,
se destacan los factoriales fraccionados (resoluciones
L 1v y v), los factoriales irregulares, los factoriales
irregulares mixtos, los de tipo Plackett Burman

(resoluciones 111, 1v y V) y los disefios de Taguchi.

El disenio Plackett Burman (pBD, por su sigla en inglés)
fue introducido por Plackett y Burman (1946) como
solucién para determinar los efectos principales en
cualquier proceso. Este disefio es un modelo de dos
niveles en el cual se asume que las interacciones de
los factores no son significativas. Con este modelo se
pueden evaluar n variables en n+1 experimentos, lo que
lo hace muy econémico en el nimero de tratamientos a
evaluar. El pBD debe ser usado solo cuando los factores
del medio de cultivo no tengan interacciones o efectos
aditivos en la respuesta, de otra forma los resultados
podrian ser potenciados o enmascarados por otras

variables, lo que genera una interpretacién errénea.

Otra alternativa son los disefios de Taguchi, basados
en arreglos ortogonales que solucionan la limitante de
los modelos pBD. Los arreglos ortogonales estiman los
efectos de los factores en la media y la variacién de la
respuesta. Un arreglo ortogonal significa que el disefio
es balanceado, asi que los niveles de los factores se
ponderan equitativamente. Por esta razén, cada factor
puede evaluarse de forma independiente respecto de
todos los demds, de modo que el efecto de un factor
no afecta la estimacién de otro. Con la aplicacién de
este disefio y un nimero relativamente pequenio de
experimentos, se pueden cuantificar efectos principales
e interacciones de los factores en estudio y se reconoce
que no todos los factores que causan variabilidad

pueden ser controlados (Aggarwal & Singh, 2005).

Seleccion del
tipo de fermentacion

El control bioldgico y el desarrollo de bioplaguicidas
demandan una gran cantidad de principio activo
(propagulos). La fermentacién en estado sélido (ssk)
y la fermentacién sumergida (SmF) son las mas usadas

para la produccidn de estos agentes.



Laprincipal diferencia entre las fermentaciones liquidas
y las sélidas es la capacidad de mezcla. La fermentacién
liquida es un sistema de reaccién altamente homogéneo
que, en general, est perfectamente mezclado, de modo
que, en cada parte del reactor y en un tiempo dado,
estd la misma cantidad del microorganismo, nutrientes
y metabolitos (Gervais & Molin, 2003). De otra
parte, la fermentacidn sélida es un sistema altamente
heterogéneo en el que es muy dificil monitorear,
controlar y homogeneizar variables de proceso tales
como la temperatura, la aireacién, la humedad y la
concentracién de nutrientes (Doelle, Mitchell, & Rolz,
1992; Pandey, 2003). Por tanto, el tipo de fermentacién
a usar para la obtencién de un bioplaguicida depende
directamente del género y especie del microorganismo,
del medio de cultivo seleccionado, del tipo de propdgulo
a producir y del volumen de produccidn, entre otros
factores.

Aplicaciones de la fermentacién sélida

Los hongos filamentosos son los candidatos ideales
para la aplicacién de la fermentacién sélida para la
obtencién de ingredientes activos de control bioldgico.
En este sentido, los géneros Trichoderma, Lecanicillium,
Metarhizium, Beauveria, Coniothyrium y Clonostachys
han sido los mds usados para la produccién de
biomasa fungica a escala de laboratorio e industrial.
Por ejemplo, Li, Song, Li y Chen (2016), quienes
optimizaron un medio de cultivo sélido y el nivel de
pH para Trichoderma harzianum SH2303, aplicaron
una estrategia secuencial con un disefio Plackett-
Burman seguido de un disefio Box-Behnken, con
lo que obtuvieron una concentracién mdixima de
clamidosporas de 4,5 x 10® esporas/ml (un aumento

de ocho veces con respecto al medio sin optimizar).

Para la produccién de esporas del hongo entomo-
patégeno Coniothyrium minitans, Chen, Li, Du y
Chen (2005) aplicaron un disefio de experimentos
Plackett Burman seguido de un disefio factorial
completo para generar un modelo de segundo orden
(superficie de respuesta). Este tlltimo estuvo basado en
tres componentes criticos del medio de cultivo, para
optimizar asi el rendimiento del ingrediente activo.
Al finalizar, los valores éptimos fueron de 36,43 g/l
de almidén soluble, 3,91 g/l de urea y 1,02 g/l de

Control biolégico de fitopatégenos, insectos y dcaros

KH,PO, con un valor méximo predicho por el modelo

de 9,94 x 10° esporas/g que se corrobord en la prictica

(1,04 x 10" esporas/g).

Para el caso del control biolégico del moho gris en
fresa, causado por el patégeno Botrytis cinerea en
poscosecha, Viccini, Mannich, Capalbo, Valdebenito
y Mitchell (2007) evaluaron factores fisicoquimicos
(como la humedad, la concentracién del indculo y la
agitacién) en un medio de cultivo basado en granos
de arroz a escala de laboratorio en un fermentador
artesanal convencional (bolsas pldsticas). La mayor
produccién de esporas (3,4 x 107 esporas/g) se obtuvo
con una humedad inicial del 46 %, una concentracién de
inéculo de 1x 10° esporas/g y agitacién manual cada
15 dias. Estos resultados sugieren que la produccién a
gran escala puede ser factible, dado que se requeriria
un espacio de 24 m? de incubacién para producir
suficientes esporas para el tratamiento continuado de

1 ha de plantas de fresa.

Los sistemas ssr pueden utilizar subproductos
agricolas relativamente baratos, tales como salvado de
trigo, salvado de arroz y otros residuos de cereales o
leguminosas (Feng, Liu, & Tzeng, 2000; Zhu, Knol,
Smits, & Bol, 1996). No obstante, los sustratos para
la fermentacién sélida tienen algunas desventajas
como las siguientes: espesor de la capa de sustrato,
baja porosidad, limitada capacidad de transferencia de
calor y estructuras internas que perturban la aireacién
y la absorcidén eficiente de nutrientes (Holker &
Lenz, 2005; Marin-Cervantes et al., 2008). Ademds,
en la mayoria de los casos es imposible separar la
biomasa del substrato sélido residual, de modo que
la estimacién directa del crecimiento no es fiable.
Una alternativa viable es el uso de soportes inertes,
tales como resinas de intercambio iénico y espumas
de poliuretano. Los soportes inertes presentan una
alta porosidad, baja densidad, absorcién de agua
relativamente alta y un ambiente satisfactorio para
el crecimiento de hongos, donde los nutrientes de
un medio liquido son absorbidos (Auria, Ortiz,
Villegas, & Revah, 1995; Shi et al., 2009). El uso de
soportes inertes permite la determinacién directa de
biomasa directa, la reutilizacién, extracciones mds
limpias, buena aireacién y remocién de calor (Marin-
Cervantes et al., 2008; Zhu, Smits, Knol, & Bol,
1994). Por ejemplo, con el hongo entomopatdgeno
Lecanicillium lecanii, Xu, Yu y Shi (2011) evaluaron
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dos soportes inertes y tres orgdnicos para la obtencién
de esporas, gracias a lo cual seleccionaron la espuma
de poliuretano y el bagazo de cana como los mds
promisorios, por favorecer el crecimiento del hongo
(1,0 x 10" esporas/g soporte) y mantener una alta
actividad quitinasa de los conidios (entre 2,7 y 3,3 U/

mg) para su aplicacién como agente biocontrolador.

Particularmente en los hongos filamentosos, la
adicién de compuestos inductores, la manipulacién
de las concentraciones de carbono y las relaciones
C/N pueden alterar las caracteristicas morfoldgicas y
fisioldgicas de las esporas, lo que conduce a una mayor
actividad en hongos entomopatégenos (Hallsworth
& Magan, 1994b; Ibrahim, Butt, & Jenkinson, 2002;
Lane, Trinci, & Gillespie, 1991) y fitopatdgenos
(Jackson, 1997; Jackson & Schisler, 1992; Schisler,
Jackson, & Bothast, 1991; Yu, Hallett, Sheppard,
& Watson, 1998). Por ejemplo, para Metarhizium
anisopliae, Ibrahim et al. (2002) demostraron que
el medio de cultivo y la adicién de inductores de
virulencia (por ejemplo, KCl) tienen una influencia
critica no solo sobre el crecimiento de las estructuras
de resistencia, sino sobre algunos eventos asociados al
biocontrol, tales como la germinacién de los conidios,
el desarrollo de los apresorios y el crecimiento micelial;
aun cuando sugieren que la virulencia depende en

mayor medida de la velocidad de infeccién.

Por otro lado, la alteracién de la actividad del
agua en los medios (Aw) también puede influir
favorablemente en las caracteristicas morfoldgicas y
fisiolégicas (Hallsworth & Magan, 1994a; Ibrahim
et al,, 2002). Sin embargo, el grado de patogenicidad
o virulencia de los hongos entomopatégenos (in
vivo) en funcién de las condiciones de crecimiento
—vya sea por fermentacién sélida o liquida— no
presenta consenso, por tanto, la mayoria de los casos
se limita a la dependencia exclusiva del aislamiento
y de su condicién genotipica (Ibrahim et al., 2002).
El comportamiento de las esporas estd ligado a los
cambios fisioldgicos relacionados con la concentracién
de carbohidratos intracelulares, por ejemplo, los
polioles se correlacionaron con la germinacién (Al-
Hamdani & Cooke, 1987; Hallsworth & Magan,
1994a) ylos disacdridosno reductores, conlatolerancia
a la desecacién (Crowe, Crowe, & Chapman, 1984;
Hallsworth & Magan, 1994a; Harman et al., 1991;
Jin, Harman, & Taylor, 1991).

Capitulo 12. Desarrollo y escalamiento de bioplaguicidas

Frente a las técnicas de fermentacién sumergida, la
fermentacidn en estado sélido presenta las ventajas que
se enuncian a continuacién (Feng, Liu, & Tzeng, 2002;
Holker & Lenz, 2005; Larroche, Theodore, & Gros,
1992; Pandey, Fernandes, & Larroche, 2008; Thomas,
Larroche, & Pandey, 2013):

* Rendimientos volumétricos y productividades mds

altas.

e Costos mis bajos por no demandar un consumo

energético asociado a la agitacién mecdnica.

e Obtencién de estructuras de resistencia (conidios
0 esporas) con mayor tolerancia al secado y otros

fenédmenos de estrés.

e Mayor economia del proceso al hacer uso de
subproductos o residuos agricolas e industriales
como medio de cultivo.

Son numerosos los ejemplos de la aplicacién prictica
de la fermentacién sélida para la obtencién de
biomasa de microorganismos biocontroladores como
Beauveria bassiana (Chen et al,, 2011; Desgranges,
Vergoignan, Léréec, Riba, & Durand, 1993),
Trichoderma harzianum (Chen et al. 2011) y Bacillus
thuringiensis (Zhang et al. 2015), mediante el uso
de sustratos agroindustriales. En Latinoamérica,
la empresa brasilera Farroupilha Lallemand es un
ejemplo exitoso a nivel industrial, ya que cuenta con
la planta de produccién més grande de T. koningiopsis
para el control de Fusarium, Rhizoctonia y Sclerotinia, y
produce bioinsecticidas con base en Beauveria bassiana
y Metarhizium anisopliae (Leymone, 2016).

Aplicaciones de la fermentacién liquida

La fermentacién sumergida ha sido utilizada en las
Gltimas décadas como método de produccién de
bacterias y levaduras, principalmente, debido a su
elevada homogeneidad dentro del medio de cultivoy ala
facilidad para el control de pardmetros de operacion tales

como temperatura, pH, humedad y oxigeno disuelto

(Zhuang, Zhou, Wang, Liu, & Xu, 2011).

En general, para el caso de los hongos filamentosos,
la esporulacién durante la fermentacién liquida

suele ser mids rdpida y mds ficil de controlar, pero la



productividad volumétrica de esporas es relativamente
baja en comparacién con la ssk (Tunga et al,, 1998). Sin
embargo, existen numerosos estudios que demuestran

la aplicabilidad de

para la produccién de otro tipo de estructuras de

la fermentacién sumergida
resistencia como blastosporas de diversos hongos
entomopatdgenos, con ventajas comparativas como una
mejor tolerancia a procesos de secado y a la radiacién
ultravioleta. Por ejemplo, para Isaria fumosorosea se
han obtenido altas concentraciones de blastosporas
(>1x 10? blastosporas/ml) en medios relativamente
econdémicos y con tiempos cortos de fermentacién
(48 horas), que al ser sometidas a procesos de secado
mantuvieron su viabilidad por encima del 86% vy
presentaron una vida ttil mayor a 14 meses, sin pérdida
significativa de virulencia hacia la mosca blanca Bemisia
tabaci (Mascarin, Jackson, Kobori, Behle, & Delalibera
Janior, 2015; Jackson Cliquet, & Iten, 2010). En
otro trabajo, Chong-Rodriguez, Maldonado-Blanco,
Hernandez-Escareno, Galin-Wong y Sandoval-
Coronado (2011) evaluaron varios medios de cultivo
y seleccionaron como fuente de carbono una mezcla
de sacarosa con licor de maiz, con la que obtuvieron
una concentracién de 6,38 x 10° blastosporas/ml del
hongo Beauveria bassiana. La velocidad de germinacién
de estas blastosporas no se vio afectada por el proceso
de secado por aire forzado; se mantuvieron viables por
seis meses, a una temperatura de almacenamiento de
4 °C, ademais, conservaron su virulencia contra larvas
de tercer instar de Plutella xylostella, con mortalidades

acumuladas del 90 % después de ocho dias.

Sin lugar a dudas, el bioplaguicida més exitoso estd
basado en la bacteria Bacillus thuringiensis (Bt), que
representa aproximadamente un 2% del mercado
total de insecticidas y cerca del 90 % de las ventas
de todos los bioplaguicidas a nivel mundial. Su éxito
comercial se debe a la habilidad de esta bacteria para
producir, mediante procesos de fermentacién liqui-
da, grandes cantidades de inclusiones cristalinas que
contienen proteinas conocidas como 8-endotoxinas
o proteinas Cry. Tales proteinas tienen propiedades
insecticidas que son altamente especificas para un
amplio rango de insectos plaga (dipteros, lepidép-
teros y coledpteros) y son inocuas para plantas, ani-
males y la mayoria de insectos no-blanco como abe-
jas, mariquitas y parasitoides (Marvier, McCreedy,

Regetz, & Kareiva, 2007).
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Actualmente existen diferentes productos a base de Bt
que han sido desarrollados para el control de insectos
en agricultura y también contra especies de mosquitos
de interés en sanidad publica. La mayoria de estos
productos estin basados en mezclas de esporas y
cristales derivadas de cepas nativas como las siguientes:
B. thuringiensis var. Kurstaki (Btk) HD1 (que expresa
proteinas CrylAa, CrylAb, CrylAc y Cry2Aa) o
HD73 (que produce CrylAc); B. thuringiensis var.
Aizawai HD137 (que produce toxinas Cry lige-
ramente diferentes, tales como CrylAa, CrylBa
CrylCay CrylDa); B. thuringiensis var. San Diego y B.
thuringiensis var. Tenebrionis (que producen la toxina
Cry3Aa); y Bti (que contiene las toxinas Cry4A,
Cry4B, Cryl1A y CytlAa).

Los productos basados en Btk son efectivos para
controlar muchos lepidépteros fitéfagos, que son plagas
de cultivos importantes o defoliadores en cultivos
forestales. Los productos basados en Bt Aizawai son
especialmente activos contra larvas de lepidépteros
que se alimentan de granos en almacenamiento. Los
productos basados en Bt San Diego y Bt Tenebrionis
son recomendados para control de escarabajos plaga
en agricultura. Finalmente, los productos basados en
Bti son usados para el control de mosquitos que son
vectores de enfermedades en humanos como el dengue

y la malaria (Soberén, Gill, & Bravo, 2009).

La obtencién de las mezclas de esporas y cristales
en cualquiera de las variedades de B. thuringiensis
mencionadas arriba requiere del disefio de un medio
de cultivo especifico para obtener las concentraciones
adecuadas para los procesos de separacidn,
formulacién y almacenamiento. En los procesos de
produccién convencionales, los productos de Bt se
desarrollan comercialmente en medios de cultivo
sintéticos que contienen harina de soya o de pescado,
glucosa, extracto de levadura, peptona, elementos
traza vy, algunas veces, otros ingredientes para
incrementar la esporulacién. El costo de produccién
de Bt depende de muchos factores, sin embargo, el
costo de las materias primas es uno de los factores mas
importantes, que puede comprender entre el 30% y
el 40 % del costo total de produccién (Ejiofor, 1991).
Por tanto, recientemente se ha puesto mayor atencién
en el disefo de medios de cultivo mis eficientes, con
ingredientes de bajo costo (leche de soya, melazas,

suero, residuos de plumas de pollo y cascarilla de arroz,
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entre otros) y mediante la aplicacién de herramientas
estadisticas de optimizacién (Alves, Alves, Pereira, &
Capalbo, 1997; Poopathi, Kumar, Kabilan, & Sekar,
2002; Paul, Paul, & Khan, 2011). Un buen ejemplo
de esto es el trabajo de Hasanain (2017), quien evalué
siete ingredientes locales, todos con caracteristicas de
subproductos de diferentes procesos y, mediante un
disefio factorial de 35 tratamientos, selecciond cactus
y agua de mar como los componentes principales de
un medio de cultivo complejo, en el que se determiné
como variable fisicoquimica clave el control del pH en
un valor éptimo de 7,2 para favorecer la produccién
del complejo espora-cristal de B. thuringiensis. Este se
usé en Africa para el control del mosquito Anopheles,

vector de la malaria.

Otro modelo muy estudiado y exitoso de aplicacién
de la fermentacién sumergida es el de la bacteria
Bacillus  amyloliquefaciens, rizobacteria promotora
del crecimiento vegetal (PGPR, por su sigla en inglés)
que presenta caracteristicas interesantes para el
desarrollo de biofertilizantes, bioplaguicidas y otros
bioproductos. Esto, debido a que tiene una alta
capacidad de colonizacién rizosférica, forma esporas
que le confieren resistencia al secado y facilitan su
formulacién, produce enzimas industriales —como
la a-amilasa y la subtilisina (una proteasa usada en
detergentes y limpiadores de lentes de contacto)— y
péptidos antibiéticos, antibacteriales y antiftingicos

(Yu et al., 2002).

En ese sentido, Diaz, Garcia y Zapata-Narviez
(2015) estandarizaron en Corpoica las condiciones de
fermentacién liquida de B. amyloliquefaciens Bs006 y
optimizaron las concentraciones de microelementos en
el medio para inducir altas concentraciones de esporas
(~1x 10" esporas/ml), con tiempos de fermentacién
de 60 horas. Estas esporas constituyen el ingrediente
activo de un bioplaguicida para el control de E

oxysporum en el cultivo de uchuva.

En otros estudios también se ha demostrado la
produccién mediante la aplicacién de procesos de
fermentacién liquida y de lipopéptidos antiftngicos
del tipo iturina, surfactina y fengicina, que tienen
el potencial de control de patégenos tales como
Sclerotinia sclerotiorum (Alvarez et al., 2012), Ralstonia
solanacearum (Singh, Yadav et al., 2016) y Phytophthora
blight (Chung & Kim, 2005) en diferentes cultivos de

interés comercial.
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Formulacién

El éxito en campo y la viabilidad econémica de los
productos para el control biolégico depende de varios
factores: el efecto sobre la plaga objetivo (fitopatégeno
o insecto), el tamafio del mercado, el espectro de plagas
afectadas por el agente de biocontrol, la consistencia en
el efecto biocontrolador bajo condiciones de campo y
los costos de produccién. También influyen aspectos
tecnoldgicos como la fermentacién, la formulacién
y el sistema de entrega para que el producto sea ficil
de aplicar y que (idealmente) no requiera cadena de
frio para su transporte y almacenamiento. Se busca,
entonces, que las formulaciones mejoren la estabilidad
del producto en el almacenamiento para que este tenga
una vida util superior a un afo y para que su eficacia sea
consistente en campo cuando el producto se aplique
en varios cultivos, contra diversas plagas y en distintas

condiciones climiticas.

La formulacién de microorganismos biocontroladores
es considerada una etapa crucial para garantizar tanto
la actividad del agente de biocontrol en condiciones
de aplicacién comercial como su estabilidad en
condiciones de almacenamiento. EI lento progreso
de la investigacién en la formulacién de los
bioplaguicidas se ha considerado como un obsticulo
para el posicionamiento de estos productos. Sin
embargo, antes de iniciar el proceso de formulacién
de un microorganismo, se deben definir varios
aspectos tecnoldgicos que son requisito para este
tipo de productos, como el tipo de propigulo que
va a constituirse en principio activo del producto. El
proceso previo de fermentacién en fase sélida, liquida
o bifisica debe garantizar que se produzca una alta
cantidad de los propdgulos (principio activo del futuro
bioplaguicida), con ptima actividad biocontroladora

y a bajo costo.

Es importante, también, caracterizar tanto el sitio en
donde se llevard a cabo la aplicacién del bioplaguicida
(para determinar las condiciones que lo podrian
afectar) como las plantas hospederas en el que este
producto se aplicard (cultivo), particularmente, en
lo relativo a su arquitectura y fenologia. Ademis,
es necesario conocer la biologia del patégeno o del
insecto plaga por controlar, ya que, de acuerdo con

esta informacidn, se debe desarrollar una formulacién



que permita llegar a los sitios requeridos para
prevenir los dafios causados por estos agentes o para

interrumpir su ciclo, lo cual facilita la aplicacién.

Asimismo, antes de empezar el proceso de formulacién,
es necesario conocer las caracteristicas ecoﬁsiolégicas
del microorganismo biocontrolador, para definir
cémo la temperatura, la humedad, el pH, la radiacién
ultravioleta, la actividad de agua (Aw) y otros factores
presentes en las zonas en que se aplicard influyen en la
viabilidad y la actividad del agente de control bioldgico.
De esta forma, la formulacién estard dirigida a
conferirle tolerancia al microorganismo frente a las
condiciones adversas, estabilidad en el almacenamiento,
facilidad en la aplicacidn y alta efectividad, todo esto
dentro de los parimetros de costo-efectividad. El
disefio de una formulacién implica dos etapas basicas:

preformulacién y formulacién.

Preformulacion

La etapa de preformulacién tiene como objetivo
recopilar informacién fisicoquimica relacionada con el
ingrediente activo y con los auxiliares de formulacién por
emplear (Villarreal, 2013; Wells, 2004), ya sea a partir
de la bibliografia existente o de pruebas experimentales.
En el caso de los bioplaguicidas cuyo ingrediente activo
es un microorganismo que debe permanecer vivo y
activo biolégicamente, la informacién también debe
establecerse con pruebas microbioldgicas y bioldgicas
(bioensayos). Esta informacién permite conocer la
morfologia y ecofisiologia del microorganismo para
tener una mayor comprensién de cémo interactuard en
el medio de cultivo o en la formulacién a desarrollar y
qué excipientes o procesos pueden afectarle. La etapa

de preformulacién incluye las siguientes actividades.

Caracterizacion del ingrediente
activo y de los excipientes

En el caso de que el ingrediente activo sea un
microorganismo, se establecen las caracteristicas del
tipo de propagulo que se obtiene a partir del proceso de
produccién masiva. Los propdgulos pueden ser células

vegetativas o esporas (en el caso de bacterias), conidios,
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clamidosporas o micelios (en el caso de mohos), células
vegetativas (en el caso de levaduras) o suspensién
de células o de virus (en el caso de baculovirus). La
caracterizacién del principio activo comprende la
forma, el tamano y la evaluacidén de variables como la
concentracién, el tamano de particula y la viabilidad
(expresada como porcentaje de germinacién, para el
caso de los hongos, o como unidades formadoras de
colonia, para el caso de las bacterias y las levaduras;
mientras que, en el caso de los virus, la viabilidad se

expresa casi siempre como eficacia).

En la caracterizacién del ingrediente activo también se
busca establecer su comportamiento frente alos factores
que puedan afectar su estabilidad en almacenamiento
y en campo, como la temperatura, el pH y la radiacién
solar. Esto permite, ademds, tomar decisiones respecto
al tipo de auxiliares de formulacién que deben utilizarse
y las operaciones unitarias que podrian involucrarse en
el proceso de manufactura. Por ejemplo, Villamizar
et al. (2006) caracterizaron los conidios de Beauveria
bassiana (Bv056) y de Paecilomyces fumosoroseus
(Pc013), aislamientos seleccionados para el control de
Bemisia tabaci, con miras al desarrollo de prototipos
de formulacién. Para esto, a los conidios obtenidos a
partir del sustrato de produccién se les determiné su
concentracién, germinacién, humedad y tamafo de

particula.

Por otra parte, para la caracterizacién de los auxiliares
de formulacidén, se busca conocer sus propiedades
fisicas y quimicas, y se establece también su sensibilidad
frente a factores ambientales o posibles interacciones
entre los auxiliares mismos o con el principio activo, ya
que estas ultimas pueden llegar a generar productos de
degradacién que, con el tiempo, afectarfan la estabilidad

del producto.

Diseiio de los prototipos
de formulacién

En la primera etapa de preformulacién, se define el
sistema de entrega del microorganismo, que puede
ser polvo para espolvoreo (DP), polvo mojable (wp),
polvo para recubrimiento de semillas (ps), grinulos
(GrR), microgrinulos (MG), granulos dispersables

(wG), emulsiones (aceite en agua EW o agua en

Andrés Diaz G., Martha Gémez A., Erika Grijalba B., Adriana Santos D., Fredy Cruz B., Diana Leén M., Erika Alarcén T., Alba Marina Cotes

641



642

Volumen 2. Aplicaciones y perspectivas

Figura 12.2. Prototipos de formulacién. a. Polvo mojable; b. Grinulos dispersables; c. Suspensién concentrada; d.

Emulsién aceite en agua con vista microscépica de las dos fases estabilizadas.

aceite EO), suspensién concentrada (sc), dispersién
en aceite (oD), suspoemulsiones (SE), suspensin
de microencapsulados (cs), suspensiones la para

aplicacién a ultrabajo volumen (uLv), etc. (figura 12.2).

Los polvos para espolvoreo, por ejemplo, se aplican
principalmente en seco sobre la superficie del suelo
o de las plantas. En estos casos, la materia activa se
encuentra dispersa en un vehiculo inerte sélido que
puede estar acompanado con agentes de fluidez y
diversos estabilizantes. Los polvos mojables, por
su parte, son aquellos que deben reconstituirse en
agua para su aplicacién; una vez mojados pueden
mantenerse en suspensién durante un periodo de
tiempo largo. Los granulados son aglomerados de
particulas con tamafnos que oscilan entre 0,2y 1,5 mm;
contienen el principio activo, un agente aglutinante,
los diluentes y otros coadyuvantes. Dentro de las
formulaciones liquidas, se destacan los concentrados
emulsionables, que constan de un principio activo
suspendido en un medio oleoso apropiado, cuya

mezcla con agua produce una emulsién estable.

La mayorfa de las formulaciones de bioplaguicidas
existentes en el mercado para el control de fitopatégenos
y de insectos plaga estin basadas en formas secas, polvos
mojables, granulados o polvos de reconstitucién en

vehiculos oleosos. Sin embargo, hay atin mucho por

Capitulo 12. Desarrollo y escalamiento de bioplaguicidas

explorar en materia de desarrollo de nuevas formulaciones
adaptadas a los requerimientos del usuario. En todo
caso, el tipo de formulacién por desarrollar depende
principalmente de las caracteristicas del blanco a
controlar (insecto o fitopatégeno) y del cultivo en que
se va a aplicar. De esta manera, si se controla un insecto
que permanece en el suelo, se podria desarrollar un
granulado dispersable para aplicacién en drench; si, por
el contrario, se encuentra sobre las hojas, serd preferible
una emulsidn, suspensién o polvo mojable que tenga
buenas caracteristicas de adherencia.

El hecho de que el microorganismo que constituye el
principio activo de un bioplaguicida deba permanecer
vivo, pero estable genética y fisiolégicamente, obliga a
que este deba mantenerse en estado latente durante el
almacenamiento y a que se active cuando sea aplicado
para ejercer su actividad biocontroladora. Esto puede
ser un reto para el formulador, quien debe considerar
los requerimientos y susceptibilidades especificas de
cada microorganismo. Es importante tener en cuenta
que varios de los factores que pueden afectar a un
microorganismo positiva o negativamente provienen de
la fermentacién, ya que, al separar el microorganismo
de su sustrato de produccién, ademds de la biomasa
microbiana, pueden quedar materiales extrafios cuya

interaccién fisica con el microorganismo afecte su

Fotos: Grupo de Investigacién Planta Piloto de Bioproductos de Corpoica



viabilidad y la actividad biocontroladora. También las
caracteristicas fisicoquimicas de la formulacién pueden

interactuar con los auxiliares de formulacién.

La mayoria de las formulaciones implica el uso de
surfactantes, dispersantes y agentes de suspensidn.
Los tensioactivos empleados en la formulacién, que
pueden ser idnicos o anidnicos, sirven para humedecer
los sélidos y para prevenir la aglomeracién de las
particulas. En general, los tensioactivos aniénicos son
adsorbidos por la superficie de las particulas y llevan
una carga eléctrica, de forma que trabajan a distancia
cuando dos particulas se aproximan entre si para
impartir la estabilidad electrostitica. Por otra parte, los
tensioactivos no idnicos en la superficie de la particula

promueven estabilidad estérica.

Los dispersantes pueden ser polimeros solubles
en agua o agentes espesantes necesarios para una
formulacién estable. Dado su alto peso molecular,
act@an principalmente como una barrera fisica entre
las particulas en el medio liquido de dispersién. Los
dispersantes, en general, les confieren viscosidad
a las suspensiones liquidas en el estado estatico
(almacenamiento). Frecuentemente, se utilizan mezclas
de estos con los tensioactivos para darle estabilidad a la

formulacién resultante.

Los agentes de suspensién —que juegan un papel
esencial en las formulaciones— incluyen arcillas
(palygorskita y bentonita) y silice entre otros. En
su mayorfa, son minerales inorginicos anadidos al
sistema, representados por particulas finas de 1 a 50
pm, que pueden ser hidréfilos o hidréfobos. Ayudan a
separar las particulas para que no se aglomeren, ala vez

que modifican la reologia y mejoran el flujo del sistema.

Otras presentaciones de bioplaguicidas, como los
granulados (G) —que tienen aspecto de arenilla, con
tamafios de particula que oscilan entre 0,2y 1,5 mm—,
ademds del principio activo y el vehiculo, contienen un
adherente. Los granulados dispersables en agua (wa),
ademads de los auxiliares de formulacién mencionados,

contienen dispersantes.

De otra parte, la mayoria de las formulaciones de
bioplaguicidas requiere el uso de un protector de luz
ultravioleta para evitar dafios en el ingrediente activo
por radiacién solar. Dentro de los adyuvantes que

actlian como protectores, se encuentran los filtros

Control biolégico de fitopatégenos, insectos y dcaros

solares, como el 4cido para-aminobenzoico (PaBA), y
las pantallas solares, como el 6xido de zinc y el didxido
de titanio (Veldsquez et al., 1998).

Compatibilidad del

ingrediente activo con los excipientes

El objetivo de estos ensayos es seleccionar los
excipientes y su concentracién, de forma que no
tengan un efecto negativo sobre el principio activo.
La seleccién de los excipientes para esta prueba se
realiza con base en la funcién que deben tener en la
formulacién (tabla 12.1), la disponibilidad para su
consecucion y su costo. La concentracién del excipiente
por evaluar varfa de acuerdo con sus caracteristicas y su
funcién dentro de la formulacién; dicha concentracién
generalmente se establece con base en la literatura y en
la experticia del formulador. De estas pruebas se deben
obtener resultados confiables en el menor tiempo
posible, por lo que usualmente se hacen ensayos de
almacenamiento (mezclas del principio activo con
los excipientes a probar) desde ocho dfas hasta tres
meses a temperaturas mayores a las de refrigeracién,
con el fin de establecer el efecto sobre el principio
activo de manera rdpida. Como variable de respuesta,
en el caso de los hongos biocontroladores, se evaltia la
germinacién; en el caso de las bacterias, la viabilidad
expresada en unidades formadoras de colonia; y en el
caso de los virus, se lleva a cabo un ensayo bioldgico

para determinar la eficacia.

En estas pruebas es necesario resaltar la importancia
de los disefios estadisticos experimentales, que pueden
reducir el tiempo de la evaluacién de acuerdo con el
niumero de tratamientos a evaluar. Algunos de los

disefios més utilizados son los siguientes:

1. Mezcla binaria: se mezcla el ingrediente activo
con un Unico excipiente y se evaltian diferentes
condiciones que pueden afectar la estabilidad
del primero, como temperatura, humedad, luz y

oxidacién.

2. Disefio factorial 2n-1: permite la evaluacién
simultdnea del ingrediente activo con n excipientes
o mezclas de estos y el andlisis estadistico de los

resultados facilita la identificacién de los efectos y la
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Tabla 12.1. Funcién de los excipientes utilizados en la elaboracién de bioplaguicidas

Funcién del

.. Descripcién Tipo de sustancia
excipiente
Facilitan la disgregacién en pequefios
. fragmentos. Asi, se produce un aumento Almidones, derivados de celulosa, pectina y

Desintegrantes . ., .
de la superficie y una aceleracién de la alginatos
liberacién del ingrediente activo.

Se dividen en cuatro categorias principales de

Facilitan el proceso de formacién de la acuerdo con su ionizacién en soluciones acuosas:

Emulsificantes  emulsion durante la fabricacién y también  anidnicos, no idnicos, catidnicos y anfotéricos.

su estabilidad durante su vida atil.

Polisacaridos, ésteres de glicerol, ésteres de sorbitdn,
polisorbatos y ésteres de celulosa.

Reductores de
actividad de
agua

Sustancias que reducen la cantidad de

agua metabélicamente disponible para ser
utilizada por un microorganismo, sin causar
su muerte. Ademis, detienen su crecimiento
y reducen su metabolismo, lo que puede
otorgarle mayor estabilidad durante el

almacenamiento.

Sales o polioles, ya que las sales en agua se disocian
y las moléculas de agua libres, disponibles para
reacciones quimicas, participan en la solvatacién
de los iones de la sal disuelta. Asimismo, los
grupos hidroxilo de los polioles forman puentes de
hidrégeno con las moléculas de agua y reducen el
nimero de moléculas de agua libres.

Viscosantes /

Aumentan la viscosidad de suspensiones
acuosas para brindar mayor homogeneidad
y estabilidad. Ademas, pueden proteger los

Polisacaridos, celulosas hidrosolubles, silicatos

Adherentes ) ] 5 hidratados, carbémeros, didxido de silicio coloidal.
microorganismos de la desecacién y darles
mayor adherencia.
Lubei Disminucién del rozamiento al comprimir  Talco siliconado, 4cido estedrico y estearatos,
ubricantes o i ) .
o del comprimido con la matriz. estearatos magnésicos y calcicos.
La funcién de este excipiente es ajustar y
Reguladores .. . , . .
de ol mantener el pH en las condiciones éptimas  Sales, dcido y bases conjugados.
e : .
P para el microorganismo.
Dl Son vehiculos inertes que pueden ser Agua, arcillas, aceites minerales o vegetales,
iluentes

liquidos, geles o sélidos.

polimeros.

Fuente: Adaptada de Aulton (2004) y Burges (1998)

seleccién de excipientes. Sin embargo, la magnitud
del nimero de tratamientos puede llegar a ser una

limitante paran > 4.

a multiplos de cuatro), en estas pruebas se puede
llevar a cabo la seleccién del auxiliar de formulacién

mds adecuado para una funcién especifica dentro

de la formulacién, de acuerdo con las operaciones
3. Disefio de Plackett Burman: permite la evaluacién unitarias involucradas en su manufactura. No
del efecto de varios excipientes sobre la viabilidad presenta la limitacién en el nimero de tratamientos

del ingrediente activo (usualmente con n equivalente de los disefios factoriales.
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Formulacién

Una formulacién estd compuesta por un ingrediente
activo (microorganismo, extracto vegetal, metabolito,
etc.) que ejerce la actividad bioldgica y un grupo de
auxiliares de formulacién o excipientes (sustancias
inertes que deben proteger y liberar el ingrediente
activo). Estos auxiliares deben asegurar la estabilidad
del producto, proteger el principio activo de la
radiacién ultravioleta, asegurar la permanencia
sobre el blanco, retener la humedad, protegerlo de la
desecacién, promover la dispersién del bioproducto
y facilitar su aplicacién (Boyetchko et al., 2002;
Burges, 1998; Ravensberg, 2011). Por tanto, la
primera funcién de una formulacién es mantener
el propdgulo o microorganismo con baja o ninguna
actividad metabélica y, al mismo tiempo, mantenerlo
viable y virulento por el mayor tiempo posible de

almacenamiento (Ravensberg, 2011).

Con base en la informacién recopilada en la etapa
anterior, se definen los posibles componentes de
los prototipos de formulacién y se establece una
composicién semicuantitativa. Para este tipo de
decisiones es recomendable usar como herramienta
de seleccién de los prototipos de formulacién disefios
(Huynh-Ba, 2008).

Igualmente, durante esta etapa se elaboran las primeras

estadisticos  experimentales
propuestas para el procedimiento de fabricacidn, asi
como los estudios de estabilidad y de eficacia para
la seleccién de la posible formulacién. Las pruebas
realizadas en esta etapa permiten definir factores
relacionados con la composicién de la formulacidn,
con el proceso de manufactura, el tipo de envase y los
estudios de estabilidad (Aulton, 2004). En la tabla
12.2 se presentan algunos ejemplos de estudios de
desarrollo de bioplaguicidas realizados con las etapas

de preformulacién y formulacién.

Desarrollo de bioplaguicidas

en Colombia: caso Corpoica

Desde hace 24 afios, mediante una estrategia de
trabajo multidisciplinario, en Corpoica se ha seguido

el esquema de desarrollo de bioplaguicidas definido

Control biolégico de fitopatégenos, insectos y dcaros

en la figura 12.1. Este trabajo ha dado como resul-
tado tres productos registrados: dos bioinsecticidas
y un biofungicida. Ademds, ocho bioplaguicidas
se encuentran en avanzado estado de desarrollo

(tabla 12.3).

Evaluacién de la
compatibilidad de bioplaguicidas

con agroquimicos

Una de las etapas finales en el desarrollo de un
bioplaguicida consiste en establecer su compatibilidad
con agroquimicos, ya que su incompatibilidad
con los insumos usados dentro de las pricticas
tradicionales del cultivo es una de las principales
limitantes de los productos bioldgicos empleados
en campo (Grijalba et al.,, 2014). Los agroquimicos
comprenden productos de sintesis quimica de
amplio espectro que son usados extensivamente en
muchos agroecosistemas y que pueden tener efectos
adversos sobre la eficacia de los microorganismos
biocontroladores. Los agroquimicos incluyen los
fungicidas, que son frecuentemente requeridos para
controlar enfermedades de plantas; los insecticidas,
que pueden ser necesarios para suprimir una rdpida
expansién de la poblacién de insectos plaga; y los
herbicidas, fertilizantes y reguladores de crecimiento

(Karnataka, 2007).

Las pruebas de compatibilidad de bioplaguicidas
con agroquimicos tienen como objetivo permitir
una adecuada integracién del producto desarrollado
con otras estrategias de control de plagas, con
el fin de obtener un cultivo sano y con la menor
perturbacién posible del agroecosistema (rao,
2005), o evitar que un mal uso del bioplaguicida,
al mezclarse inadecuadamente con otras sustancias,
pierda su eficacia. Solo el uso de los bioplaguicidas
dentro de un programa de mip (que incluya el
uso de diferentes métodos de control de insectos
plaga y enfermedades) permitird incrementar la
productividad y el rendimiento por unidad de 4rea
de los cultivos, disminuir los residuos de insecticidas
en los alimentos y promover nuevas alternativas de

control ambientalmente sostenible (Marcus, 2009).
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Sin embargo, para que un programa de control sea
efectivo, todos los métodos combinados (inclusive
los agentes de control bioldgico) necesitan ser
compatibles entre si (Bardin et al., 2008).

Otro aspecto que resalta la importancia de las pruebas
de compatibilidad es que al utilizar dosis subletales de
agroquimicos en combinacién con microorganismos
biocontroladores se puede obtener un efecto
positivo, de manera que los insectos y fitopatégenos
resulten mds susceptibles a la accién de las toxinas
de los microorganismos. Por ejemplo, Alves et al.
(1998) encontraron que algunas combinaciones de
insecticidas con hongos entomopatdgenos tienen un
efecto aditivo, ya que los insecticidas, en una dosis
menor a la recomendada, fueron compatibles con el
hongo M. anisopliae de forma tal que disminuyeron la
inmunidad del insecto y permitieron un incremento

en la efectividad del entomopatdgeno.

Las pruebas de compatibilidad de bioplaguicidas con
agroquimicos son especificas, es decir, deben llevarse a
cabo con cada formulacién o cepa de microorganismo,
aun cuando el género seael mismo, yaque el efectodeun
agroquimico sobre un bioplaguicida varfa ampliamente
de acuerdo con la especie del microorganismo
biocontrolador que sea utilizado como ingrediente
activo. El efecto también varfa segin la naturaleza de
la molécula quimica, el tipo de producto, su modo de
accién y la dosis del agroquimico (Alves & Lecuona,
1998; Batista Filho et al., 2001; Grijalba Bernal et
al., 2014; Pavone & Dorta, 2010). En los ensayos in
vitro se evalta el efecto téxico del agroquimico sobre
la viabilidad del microorganismo biocontrolador en

condiciones de laboratorio.

Para el caso de hongos entomopatdégenos como
Beauveria bassiana, Lecanicillium lecanii, Metarhizium
anisopliae, Nomuraea rileyi e Isaria fumosorosea, la
compatibilidad se evidencia sobre el crecimiento
vegetativo, la esporulacién y la germinacién. El
crecimiento vegetativo se evala generalmente por el
efecto sobre el crecimiento diametral del hongo, para
lo cual se ajusta la concentracién del agroquimico en
una caja de Petri con un medio de agar y se coloca
en el centro un disco del hongo en estado activo. A
este Gltimo se le mide el crecimiento diametral cada
cierto tiempo hasta completar aproximadamente 10 o
12 dias.

Control biolégico de fitopatégenos, insectos y dcaros

Algunos autores utilizan un segmento de este mismo
hongo para evaluar la esporulacién: mediante el
método de barrido de la colonia, se prepara una
suspension de conidios que se utiliza para llevar a
cabo el recuento en cimara de Neubauer. En cambio,
para el caso de la germinacidn, se prefiere dejar los
conidios en contacto directo con una suspensidn
del agroquimico a evaluar durante un tiempo
determinado, el cual pretende simular las condiciones
reales de aplicacién. Este contacto generalmente no
dura mas 12 horas, al cabo de las cuales se toma
una muestra de la suspensién, cuya germinacién es

evaluada después de 24 horas de incubacién.

Para el caso de hongos antagonistas (como Trichoderma
harzianum), la compatibilidad con agroquimicos y
extractos vegetales usados para el biocontrol de
hongos fitopatégenos se evalta aplicando técnicas
analiticas similares a las mencionadas arriba, basadas
en el crecimiento fingico expresado como diidmetro

de la colonia y crecimiento micelial promedio.

Para el caso de las bacterias y los virus entomopatdgenos,
estos microorganismos se dejan en contacto con la
suspensién del agroquimico a evaluar. La viabilidad de
las bacterias es evaluada mediante recuento en placa,
mientras que los virus deben ser purificados retirando
los residuos de agroquimico y evaluados mediante un
ensayo bioldgico en el cual se determina su actividad

biolégica.

Para el caso de las bacterias antagonistas (Pseudomonas
fluorescens, Bacillus subtilis y Bacillus amyloliquefaciens,
por ejemplo), es usual usar la técnica del “agar
envenenado”. En esta, las dosis de agroquimicos se
mezclan con agar fundido usado convencionalmente
para el crecimiento de la bacteria y se ubican en cajas
de Petri por triplicado. Desde el centro de la caja se
siembra masivamente o en forma de rejilla un cultivo
bacterial activo y se incuba bajo condiciones éptimas
de temperatura. Después de 48 horas, se registra el
crecimiento y se compara con un testigo sin adicidén
del agroquimico. Otro método evalta la interaccién
directa en un caldo nutritivo inoculado con el
microorganismo en el que se adiciona la dosis del
agroquimico, se incuba y se cuantifica el crecimiento
por un método turbidimétrico. Los resultados se

contrastan con un control sin adicién del quimico.
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En la tabla 12.4 se presentan algunos ejemplos de tra-

bajos encontrados en la literatura entre 2000 y 2017.

Predominan los trabajos realizados con hongos ento-

mopatégenos y antagonistas y con bacterias antagonis-

tas, independientemente de que el microorganismo con
actividad bioldgica se encuentre formulado o no. Sobre
bacterias y virus entomopatdégenos se encontré la menor

cantidad de informacién.

Tabla 12.4. Trabajos registrados en la literatura en los que se evalda la compatibilidad de un microorganismo

biocontrolador con agroquimicos

A ’ .
Microorganismo BrOQUIMICOS 1y isis evaluada Variables evaluadas Autor y afio
evaluados
B 2 bassi Insecticidas, Dosi
eayveria bassiana osis
o ol fungicidas y Germinacién de conidios  Dutta et al. (2016)
Verticillium lecanii > recomendada (DR)
fertilizantes
Herbicidas, - .
Beauveria bassiana y [ erpiedas 0,5 (pRr) y Crecimiento diametral y
. . ' insecticidasy ., Melo et al. (2015)
Metarhizium anisopliae 0,25 (pr) esporulacién

fungicidas

Lsaria fumosorosea . ..
f insecticidas 0,25 (pr)

Fungicidas e (pr): 0,5 (DR) ¥y

Grijalba Bernal,
Germinacién y unidades ~ Gémez Alvarez y
formadoras de colonia Zuluaga Mogollén
(2014)

Insecticidas y

Actividad biol6gica sobre

Nucl liedrovi 2 1. (201
ueteopotiearovirs fungicidas (or) larvas de S. frugiperda Santos et al. (2014)
Crecimiento radial,
0,5 , 1,5 . 1 q
Beauveria bassiana Insecticidas 5 EE:; (pr) produccién de conidiosy  Ribeiro et al. (2012
germinacién de conidios
Insecticidas
. L quimicos y 0,32; 1,6; 8,0; 40;  Germinacidn, crecimiento ~ Schumacher y
Metarbizium anisopliae , ., ,
un extracto y 200 ppm diametral y esporulacién ~ Poehling (2012)
natural
Insecticidas, Presencia o ausencia de p Dort
ne r
Nomuraea rileyi fungicidas y (DR) un halo de inhibicién en el o ons ¥ 2O
- e (2010)
herbicidas crecimiento del hongo
. . .. Germinacién y
Metarhizium anisopliae Fungicidas (DR) . , Bruck (2009)
crecimiento diametral
Fungicidas, Crecimiento diametral
recimiento diametr
Metarhizium anisopliae insecticidasy  (DR) MY Karnakara (2007)

tasa de esporulacién

herbicidas
Lecanicilli Cuthb , Wal
I Insecticidas (DpR) Germinacién de conidios uehberson, Viaters
muscarium y Deppe (2005)
(Contintia)

Capitulo 12. Desarrollo y escalamiento de bioplaguicidas



(Continuacién tabla 12.4)

Control biolégico de fitopatégenos, insectos y dcaros

Microorganismo
evaluados

Agroquimicos

Dosis evaluada

Variables evaluadas

Autor y afio

Fungicidas e

(pr), 0,2; 2,0; 20 y

Samson, Milner,

Metarbizium anisopliae isecticidas 200 mg/(ia) Kg Crecimiento diametral Sander y Bullard
(2005)
Paecilomyces Fungicidas e (pr): 1/10 (DR) y  Crecimiento radial y Kubilay y Gékce
fumosoroseus insecticidas 10 (pRr) germinacién de conidios  (2004)
Beauveria bassiana Insecticidas (pr): 0,5 (DR) y Qerminacién, crecimi‘e/nto Olive'ira, Oliveira y
2,0 (pr) diametral y esporulacién ~ Sueki (2003)

Aschersonia aleyrodis,
Bacillus thuringiensis, Hongos: crecimiento
baculovirus radial y esporulacién

icarsia (VPNAg),
antlcars1.a (v _N g Bacterias: unidades
Beauveria bassiana, Mini .. p doras de coloni

inima y mdxima formadoras de colonia

Hirsutella thompsonii,  Insecticida y mar Batista et al. (2001)

Metarbizium anisopliae,
Nomuraea rileyi,
Paecilomyces farinosus,
Sporothrix insectorum,
Verticillium lecanii

dosis recomendada

Virus: actividad bioldgica
en invernadero sobre
larvas de Anticarsia
gemmatalis

Beauveria bassiana,

(pr): 0,7 (DR) y

Germinacién de conidios,

Neves, Hirose,

Metarbizium anisopliae, Insecticida 13 (or) crecimiento diametral y Chujo y Moino
. DR .,
Paecilomyces sp. ’ esporulacidn (2001)
Fungicidas,
Trichod insecticidas,
richoderma .. . .
, herbicidas (DR) Crecimiento diametral Bagwan (2010)
harzianum
y extractos
botanicos
Fungicidas, . Surendran,
, .. Crecimiento expresado
Pseudomonas fluorescens insecticidasy  (DR) Kannan, Nayar y

como didmetro del cultivo

herbicidas Leenakumary (2012)
Hongo: crecimiento
diametral
Trichod id Insecticidas, Dhanya, Anjumol,
rzcdo crma vineey fungicidas, (DR) Bacteria: crecimiento Murugan y Deepthy
Pseudomonas fluorescens fertilizantes expresado mediante una (2016)

escala de puntuacién

(Vidhya et al., 2012)

Fuente: Elaboracién propia
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No hay una tnica férmula que estime el efecto que los
agroquimicos pueden tener sobre un microorganismo
biocontrolador. En la literatura, los resultados sobre
los hongos se han expresado con diferentes indices que
integran las variables evaluadas. Algunos de los mas

citados por diferentes autores son los siguientes:

1. Kumar y Ramya (2014) lo expresaron como

porcentaje de inhibicién celular (1mm) para

Paecilomyces lilacinus:
IM = ccT - cce/cct x 100 %,

Donde ccr es la variable del tratamiento testigo

y cCF es la variable con el agroquimico evaluado

(Uribe, 2015).

2. Santos et al. (2013) evaluaron el efecto de los
agroquimicos sobre la germinacién y la viabilidad
de Lecanicillium lecanii, y lo expresaron como
concentracién inhibitoria (CI, ), definida como
la concentracién del agroquimico que reduce la
germinacién del hongo en un 10%; para esto se
realizé un anélisis de regresién lineal en el que se
correlacionaron las concentraciones evaluadas para

cada agroquimico.

3. Reyes et al. (2012) evaluaron el efecto de

agroquimicos sobre el crecimiento diametral
de Trichoderma asperellum y lo expresaron con
la siguiente escala de clasificacién: 1 significa
compatible e indica que se presenta un efecto de
menos del 10 % sobre el crecimiento del micelio; 2 es
moderadamente compatible e indica un efecto entre
el 10% y el 30% sobre el crecimiento del micelio;
y 3 es no compatible, con un efecto mayor al 30%

sobre el crecimiento del micelio.

4. Con el mismo propésito de clasificacién, Rossi-Zalaf
et al. (2008) propusieron una férmula en la cual,
ademads del crecimiento vegetativo y la esporulacién,
se tiene en cuenta la germinacién de los conidios
tanto de Metarhizium anisopliae como de Beauveria
bassiana. La compatibilidad, denominada como

indice bioldgico (18), fue descrita asi:
18 = {(47 x vG + 43 x sp + 10 x Ger)/100}
Donde vG es el porcentaje de crecimiento vegetativo

de la colonia en relacién con el tratamiento control,

Capitulo 12. Desarrollo y escalamiento de bioplaguicidas

sp es el porcentaje de esporulacién de la colonia
con respecto al control y GER es el porcentaje de
germinacién de los conidios también con relacién al
control. Valores de 0 a 41 indican que el producto es
téxico, de 42 a 66 es moderadamente téxico y mayor

de 66 es compatible.

5. Con el fin de integrar las diferentes variables
evaluadas, Alves y Leucona (1998) propusieron
una férmula para establecer la clasificacién de
toxicidad de los agroquimicos con los hongos
entomopatdgenos (T), la cual también podria ser
aplicada a los microorganismos biocontroladores
de fitopatégenos. En esta férmula se relaciond el
crecimiento vegetativo y la esporulacién con el

tratamiento COntrOlI
T = {(20 x va + 80 x sp)/100}

Al respecto, en los trabajos de Neves et al. (2001)
se propuso el siguiente rango para clasificar los
agroquimicos en funcién de su toxicidad: valores de 0 a
30 indican que el producto evaluado es muy téxico, de
31 a 45 es téxico, de 46 a 60 es moderadamente téxico,

y mayor a 60 es compatible.

En los ensayos in vivo que se realizan en condiciones
de invernadero o campo, generalmente se hace la
aplicacién del bioplaguicida o del agente de control
bioldgico sobre las plantas del cultivo que se quiere
proteger de determinado insecto o patégeno, y después
se aplica el agroquimico que se desea evaluar (Islam &
Omar, 2012). Al cabo de 24, 48 o 72 horas, se toman
muestras de las hojas y se lavan para recuperar el
microorganismo y evaluar, como variable-respuesta,
el nimero de unidades formadoras de colonia
(urc) mediante recuento en placa. Para algunos
bioplaguicidas comerciales, se cuenta con informacién
acerca de la compatibilidad bioldgica y fisica de las
formulaciones con diferentes fungicidas, insecticidas,
herbicidas y fertilizantes liquidos. Sin embargo,
generalmente estos resultados son producto de ensayos
de compatibilidad in vitro, realizados en los tanques de
mezcla con las metodologias descritas previamente,
por tanto, es usual que sea responsabilidad del usuario
llevar a cabo una prueba de tolerancia del bioplaguicida
para evaluar la fitotoxicidad y residualidad de la mezcla
sobre un determinado cultivo cuando se hacen las

combinaciones por primera vez.



Hay diferentes opiniones respecto a qué tanto los
ensayos in vitro pueden asemejar los resultados que
se obtienen in vivo. Batista et al. (2001) evaluaron
el efecto del insecticida Tiametoxam sobre varios
microorganismos entomopatégenos, y encontraron
que los resultados obtenidos in vivo (en campo)
confirmaban los resultados obtenidos in vitro cuando
se hacia la clasificacién de toxicidad. Sus resultados
sugirieron que la aplicacién de Tiametoxam no
interferia con indculos de B. thuringiensis, B. bassiana
y M. anisopliae. No obstante, otros estudios registran
que los ensayos in vitro tienen un mayor impacto
negativo sobre los microorganismos en comparacién

con los ensayos in vivo.

Dada la importancia de los estudios de compatibilidad
para la adecuada implementacién de programas
de manejo integrado de plagas, se hace necesario
estandarizar a nivel nacional e internacional Ila
metodologia utilizada en estos ensayos en condiciones in
vitro e in vivo. También es necesario estandarizar la forma
de expresar sus efectos, con el fin de obtener resultados
de calidad, que tengan credibilidad y fortalezcan, asi, las
recomendaciones de uso de los bioplaguicidas a base de

microorganismos entomopatdgenos.

Control de calidad
de bioplaguicidas

Uno de los aspectos cruciales para la aceptacidn,
adopcién y comercializacién de agentes de control
bioldgico (acB) es la implementacién de un sistema
de control de calidad que permita asegurar la méxima
eficacia en campo y cumplir con los requerimientos del

agricultor (Jenkins & Grzywacz, 2000).

Unas especificaciones del producto bien definidas,
respaldadas por procedimientos de control de
calidad, ayudan a reducir los costos de manufactura,
a maximizar los rendimientos, a certificar la seguridad
del producto y a reducir los riesgos por fallas, lo cual
genera la confianza de los usuarios (Ravensberg, 2011).
Un proceso de produccién que no implemente un
sistema de calidad es un proceso no controlado, que
posiblemente dara lugar a lotes de bioplaguicidas con
concentraciones de agente activo variable y de calidad

deficiente. Esto se traduce en bioproductos de bajos ren-
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dimientos y en la pérdida de credibilidad por parte de
los agricultores (Jenkins & Grzywacz, 2000; Kumar et
al., 2014). El estricto control de calidad es esencial para
generar respetabilidad, confiabilidad y seguridad en el
bioplaguicida. Por esta razén, la implementacién de un
sistema de control de calidad debe incluirse desde el
inicio de la produccién hasta la obtencién del producto
final (Gaugler et al., 2000; Jenkins & Grzywacz, 2000;
Muniz-Paredes et al., 2017; Ravensberg, 2011).

Diferentes autores han descrito la importancia del
control de calidad. Burges, (1998), por ejemplo,
identifica como dos aspectos importantes la identidad
del agente bioldgico y el nivel de contaminantes.
Jenkins y Grzywacz (2000) establecieron la necesidad
de procedimientos de control de calidad fisicos y
microbioldgicos para agentes fungicos y virales, tanto
en la produccién como en los productos finales.
Sin embargo, la mayorfa de los requerimientos
implementados de control de calidad para formula-
ciones a base de bacterias, hongos y virus se restringen a
los solicitados por los entes de control (Arora, Mehnaz,
& Balestrini, 2016).

En Colombia, el ente regulador para producir, importar
o evaluar bioproductos es el Instituto Colombiano
Agropecuario (1ca), entidad que genera los requisitos
de control de calidad para los bioplaguicidas. Entre
dichos requisitos se incluyen los siguientes: contar
con un laboratorio de control de calidad registrado
(nacional o internacional), que respalde los resultados
de estabilidad del producto; presentar un plan de
andlisis del control de calidad de muestras por lote,
y contar con un procedimiento documentado de
muestreo y control de calidad de la cepa usada como
ingrediente activo del bioinsumo (Resolucién 000698,
2011). El alcance de las técnicas y procedimientos a
aplicar depende del ingrediente activo del bioproducto;
es responsabilidad del productor su adecuada
seleccidn, implementacidn y andlisis. A continuacién,
se describen los requerimientos de control de calidad

de bioplaguicidas.

Identificacién
del agente biocontrolador

El agente de control bioldgico utilizado debe ser
correctamente identificado de forma macroscépica,
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microscépica y por medio de anélisis moleculares.
De esta manera se asegura que el agente utilizado
sea el mismo para todo el proceso de produccién.
Generalmente, esta identificacidn se hace al principio
del desarrollo del producto (desde la prueba de
concepto) y no como parte del procedimiento de control
de calidad de cada lote. Sin embargo, el principio activo
siempre debe ser controlado visualmente en cuanto a
deformaciones u otras desviaciones (cambios genéticos
o fenotipicos), para asegurarse de que el organismo

utilizado mantenga sus caracteristicas especiales

(Ravensberg, 2011).
Concentracién y viabilidad
del agente biocontrolador

cantidad  del

biocontrolador existente en un producto formulado.

La concentracién es la agente
Esta informacién es fundamental para la aplicacién
del producto en campo, razén por la cual debe
especificarse en la etiqueta (Goémez, Guevara,
Cuartas, Espinel, & Villamizar, 2013). El recuento
del principio activo puede hacerse dependiendo del
tipo de microorganismo y del tipo de formulacién. Sin
embargo, la concentracién no refleja necesariamente la
viabilidad y la virulencia del agente de control biolégico

(Santos et al., 2012).

En el caso de productos a base de hongos y bacterias,
es necesario determinar la viabilidad mediante pruebas
de germinacidén o recuento en placa para establecer
el niimero de unidades formadoras de colonia (Urc).
En el caso de productos a base de virus, dadas las
dificultades para distinguir estos de las particulas de la
formulacién (o incluso en los casos en que se pueden
contar, como los nucleopoliedrovirus), no se pueden
diferenciar las particulas viables de las no viables,
por lo que se necesita de un bioensayo para evaluar
la actividad biocontroladora del producto (Jenkins &
Grzywacz, 2000; Ravensberg, 2011).

Contenido de contaminantes (pureza)

La pureza se define por el nimero total o el porcentaje

de contaminantes microbianos (bacterias, mohos
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y levaduras) en un lote de bioplaguicida. Esta
caracteristica puede influir negativamente en la calidad
del producto en términos de su vida util, eficacia
e incluso caracteristicas fisicoquimicas. Ademas,
los contaminantes pueden ser un riesgo para el
agricultor y el consumidor. Por lo tanto, el nimero
total de contaminantes no debe superar un cierto
limite o porcentaje respecto del ingrediente activo.
La norma depende de lo que decida la empresa

productora y de lo que exijan los requisitos de registro

(Ravensberg, 2011).

La Agencia de Proteccién Ambiental de Estados
Unidos (A, por su sigla en inglés) insiste en la ausencia
de microorganismos patégenos como Salmonella sp.,
Shigella sp. y Vibrio spp. en el producto terminado,
sin embargo, son muy pocos los laboratorios que
realizan este tipo de andlisis en bioproductos, lo que
en algunas ocasiones trae como consecuencia la no
implementacién de estos ( Jenkins & Grzywacz, 2000).
Las especificaciones para determinar un nivel aceptable
de contaminantes en un producto final dependen en
gran medida de los métodos de produccién masiva,
fermentacién, formulacién y empaque. El punto
mds critico de posible contaminacién es la etapa de
produccidén masiva, debido a que los contaminantes, ya
sean hongos o bacterias, pueden crecer ripidamente sin
ningdn tipo de restriccién. Ademds, es necesario tener
en cuenta que los procesos de formulacién de productos
microbianos generalmente no se realizan en condiciones
de esterilidad, por lo que es inevitable la contaminacién
en este punto de la cadena de produccién (Jenkins
& Grzywacz, 2000; Jenkins et al, 1998; Kumar et
al, 2014). En Colombia, es requisito obligatorio que
cualquier bioproducto comercializado deba tener una
pureza >95% y que no contenga microorganismos
contaminantes ni patégenos a humanos, plantas y

animales (Resolucién 000698, 2011).

Los niveles de contaminacién de bioproductos pueden
ser cuantificados usando la técnica de recuento en placa
y con los medios de cultivo apropiados para la deteccién
de bacterias y hongos. Esta metodologia provee un
nivel de contaminantes expresado en Urc por mL o
g de producto terminado. Con el fin de estandarizar
el proceso de produccién del microorganismo
biocontrolador, es necesario determinar los niveles de
aceptabilidad de contaminacién de microorganismos

durante la produccién, formulacién y empaque del



producto. Sin embargo, paraasegurar el rendimiento del
bioproducto y la aceptacién en el mercado, es necesario
estandarizar su eficacia. Si un producto presenta una

alta viabilidad y virulencia/patogenicidad, su eficacia es

la deseada (Jenkins & Grzywacz, 2000).

Caracteristicas fisicoquimicas

El control de calidad fisicoquimico permite establecer
si el bioplaguicida cumple con las especificaciones que
garanticen su calidad, estabilidad y eficacia durante
procesos de almacenamiento, embalaje, transporte y
aplicacién.

Para cada tipo de formulacidn existen caracteristicas
particulares que deben comprobarse y evaluarse.
Estas pruebas estin basadas en reacciones quimicas
y fendmenos fisicos que ponen de manifiesto
caracteristicas de los diferentes tipos de formulaciones.
Para plaguicidas en general, los protocolos aprobados
internacionalmente por la Organizacién de las
Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién
(pa0) y la Organizacién Mundial de la Salud (oms)
son elaborados por entidades como el Consejo
Internacional para la Colaboracién en los Analisis de
Plaguicidas (Cipac) y la Asociacién Internacional de
Quimicos Analiticos Oficiales (a0ac). Con respecto a
esto, en Colombia se exige una prueba de estabilidad
del bioproducto realizada por un laboratorio registrado
en el 1ca, que contenga la evaluacién de al menos dos
lotes (cada uno al tiempo cero y al final del periodo
de vigencia) y que incluya determinaciones fisicas o
quimicas como pH, densidad, humedad, granulometria
y otras que correspondan a la naturaleza y tipo de
formulacién del producto (Resolucién 000698, 2011).

Eficacia

La eficacia determinada mediante bioensayos es la herra-
mienta de mayor importancia en el control de calidad
durante la produccién de bioplaguicidas. Los valores de
virulencia o patogenicidad que se obtengan con estas
pruebas deberdn estar dentro de los limites previamente
establecidos por los productores durante su manufactura

(Jenkins & Grzywacz, 2000). En las siguientes paginas
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se detallan los conceptos y metodologias asociados a

los estudios de eficacia para bioplaguicidas.

Estabilidad de bioplaguicidas en

condiciones de almacenamiento

La estabilidad de un bioplaguicida bajo condiciones de
almacenamiento es uno de los requisitos principales
para su registro y comercializacién. La estabilidad
depende de factores externos (temperatura, humedad
relativa y tipo de empaque utilizado) y de factores
intrinsecos (caracteristicas de la cepa, sistema de
produccién y tipo de formulacién), todos los cuales
determinan el tiempo durante el cual se conserva la
actividad biocontroladora del producto (Santos et al,,
2012). A dicho tiempo se le denomina vida dtil y se
determina experimentalmente con base en la evaluacién
de las caracteristicas del producto a través del tiempo,
en diferentes condiciones de almacenamiento y de
acuerdo con el ajuste de los resultados a modelos
matemiticos que interpretan el comportamiento
(Bruckner, Albrecht, Petersen, & Kreyenschmidt,
2013; Kinay & Yildiz, 2008).

Durante el almacenamiento, los microorganismos
pueden sufrir alteraciones debido a factores del proceso
de manufactura del producto, como el medio de cultivo,
el proceso de separacién y secado y la utilizacién
de agentes protectores de secado (Abadias, Usall,
Teixid6, & Vinas, 2003). Sin embargo, dependiendo
del microorganismo biocontrolador, existen diferentes
problemas durante el almacenamiento. Por ejemplo,
Elzein, Kroschel y Miiller-stéver (2004) sugirieron que
la estabilidad de un producto puede ser prolongada
si se utilizan las estructuras de resistencia de los
hongos como principio activo, ya que estas tienen una

estabilidad inherente para su formulacién.

Factores ambientales como la temperatura, la humedad
relativa y los sistemas de empaque pueden afectar
la viabilidad y actividad del agente biocontrolador
(Hynes & Boyetchko, 2006). La humedad relativa
y el control de la actividad de agua son importantes
en el almacenamiento de microorganismos (Faria,
Hotchkiss, Hajek, & Wraight, 2010). Muchas
investigaciones han reportado que la longevidad
de los conidios de hongos formulados aumenta en

humedades relativas bajas (Friesen, Holloway, Hill,
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& Pugsley, 2006). Por ejemplo, el hongo Alternaria
alternata, en una formulacién almacenada durante 24
meses con una humedad relativa del 12% y del 75 %,
presenté una mayor longevidad de los conidios en la
humedad relativa del 12% (Leland, Mullins, Vaughan,
& Warren, 2005).

La temperatura también juega un papel importante
en la estabilidad de una formulacién, ya que para
cada microorganismo hay una temperatura éptima
y unos limites diferentes. En algunas ocasiones,
las bajas temperaturas detienen el crecimiento
del microorganismo, pero mantienen su actividad
biocontroladora (Yadav & Chandra, 2014). Por el
contrario, las temperaturas altas pueden inactivar
los microorganismos biocontroladores si estos no
son protegidos, ademds, pueden afectar también los
aditivos de la formulacién (Lacey, Headrick, & Arthurs
2008; Pavone, Diaz, Trujillo, & Dorta, 2009; Santos
et al, 2012). Generalmente, entre mis prolongada
sea la exposicién a altas temperaturas, mayor es el
efecto negativo sobre la formulacién, por tal razén
es recomendable seleccionar microorganismos que
presenten un alto rango de tolerancia a diferentes
temperaturas (Copping, 2009; Ravensberg, 2011).
Santos et al. (2012), por ejemplo, encontraron que para
dos prototipos de formulacién a base de T. koningiopsis
Th003 y T. asperellum Th034, los mayores tiempos
de vida util se presentaron en bajas temperaturas de
almacenamiento (8 °C y 18 °C) con valores entre 10,8
y 14,4 meses. En contraste, con una temperatura de 28

°C, el rango de vida util estuvo entre 2,9 y 5,2 meses.

De acuerdo con lo anterior, la estabilidad durante

el almacenamiento depende de wuna adecuada
formulacidn, la cual debe mantener la viabilidad y la
actividad del agente biocontrolador durante el mayor
tiempo posible, con el fin de disminuir los costos de

produccién y comercializacion.

Estudios de eficacia

Un bioplaguicida microbiano estd constituido por uno
o varios microorganismos, y cada uno de ellos ejerce
multiples modos de accién, expresados sucesivamente,
simultineamente o sinérgicamente, los cuales en gran

medida dependen de las condiciones ambientales.
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Por ejemplo, Bacillus subtilis controla enfermedades
de plantas mediante la accién combinada de los
metabolitos antimicrobianos (Romero et al., 2007)
y la competencia por espacio y nutrientes con los
patégenos de la rizosfera (Huang et al, 2014). En
el caso de los baculovirus, estos matan a los insectos
plaga aprovechando procesos metabélicos del insecto
huésped que les permiten su multiplicacién. Esta forma
de accidén implica que el virus esté activo, replicante y
que, en la interaccién con el insecto, se produzcan varias
enzimas y proteinas que conduzcan a la infeccién y
muerte de los insectos (Rohrmann, 2013). Por lo tanto,
la quimica y la bioquimica relacionadas con los modos
de accién desempefian un papel indispensable en el
funcionamiento de los bioplaguicidas, lo cual implica
que la eficacia de un microorganismo biocontrolador
esté estrechamente relacionada con que este encuentre

las condiciones adecuadas para ejercer su efecto.

Es importante resaltar que en campo los biocontro-
ladores frecuentemente ejercen una eficacia inconsis-
tente que suele atribuirse a las variaciones climdticas
(temperatura, humedad y radiacién ultravioleta), a la
falta de competencia ecoldgica (supervivencia y capa-
cidad de colonizacién) del agente de biocontrol, a los
rasgos intrinsecos del microorganismo biocontrolador
(produccién variable de los metabolitos requeridos o
enzimas), a la calidad inestable del producto formula-
do (Elad & Stewart, 2007; Mark et al., 2006; Ruocco
et al,, 2011) y a la diversidad en la sensibilidad de los
patégenos o de los insectos plaga. Por lo tanto, gran
parte del efecto que se tenga en campo dependerd de
la calidad de la formulacién para brindatle al microor-
ganismo condiciones que favorezcan su supervivencia

y actividad.

De acuerdo con la norma EPPO PP1/214 (European
and Mediterranean Plant Protection Organization
[Eppo], 2014), la eficacia es el resultado neto de los
efectos positivos y negativos de la aplicacién de un
producto. Dicha eficacia debe ser tal que genere un
beneficio agricola que justifique su uso, de forma que
se cumpla con las reivindicaciones del producto. Las
evaluaciones de eficacia deben desarrollarse segtin
los principios de buenas pricticas experimentales
(eppo, 2017), para garantizar que los ensayos se
hagan conforme a altos estindares de calidad y que

los resultados derivados de ellos sean comparables y

fiables.



Los estudios de eficacia pueden ser de dos tipos: los
preliminares, que generan informacién util durante el
proceso de desarrollo de bioplaguicidas, y los ensayos
de eficacia supervisados por la entidad competente con
miras a la obtencién del registro del producto. En el
primer caso, estos se clasifican como ensayos piloto,

semicomerciales o de escala comercial.

Ensayos preliminares de eficacia

Los ensayos piloto se usan para evaluar diferentes
prototipos de formulacién o métodos de aplicacién,
asi como para determinar las consecuencias que
ejercen las modificaciones en el proceso tecnoldgico de
produccién de un bioplaguicida sobre su eficacia. Entre
dichas modificaciones se encuentran, por ejemplo,
los cambios en el medio de cultivo o en el sistema de
produccién masiva del microorganismo, los cambios en
la separacidn del principio activo o en su formulacidn.
Por lo general, los ensayos piloto proporcionan
orientacién para el desarrollo del producto y permiten
generar las recomendaciones para su uso, pero resultan
insuficientes para fines de registro. Estos ensayos
pueden realizarse en condiciones de semicampo, por
ejemplo, al aire libre, pero con ambiente protegido o
en jaulas, de forma tal que se asegure la presencia del
fitopatdgeno o el insecto plaga para producir el efecto

deseado.

Los estudios semicomerciales usualmente se llevan
a cabo con el producto formulado final, el cual debe
aplicarse segin las instrucciones propuestas en la
etiqueta. A menudo son ensayos en campo repetidos
en pequena escala. Estos proporcionan una evidencia
valiosa pararealizar las pruebas de eficacia posteriores,
ademas de proporcionar datos para la realizacién de
ensayos a escala comercial (parcelas demostrativas).
Los ensayos deben ser desarrollados por el productor
con los equipos comercialmente disponibles y las
pricticas agronémicas recomendadas para el cultivo.
Por esta razén, antes de su realizacidén, es necesario
registrar todas las pricticas disponibles y hacer
estudios de compatibilidad con los agroquimicos
o bioinsumos a utilizar, de forma que se puedan
hacer todas las recomendaciones para el uso del

bioplaguicida.
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Debido a que los ensayos a escala comercial rara vez se
replican a causa de su dimensién y costo, los resultados
obtenidos son solo indicativos para su aplicacién
practica. Estos ensayos deben realizarse tinicamente en
cultivos con una historia conocida de infestacién por
parte de insectos plaga o incidencia de enfermedades
objetivo del control. Las condiciones culturales (por
ejemplo, el tipo de suelo, el pH, los fertilizantes, la
labranza, las distancias de siembra, etc.) deben ser
uniformes para todas las parcelas del ensayo y cumplir

con las practicas agricolas locales.

Ensayos de eficacia con fines de registro

El principal objetivo de la evaluacién de eficacia con
fines de registro de un bioplaguicida es el de determinar
los beneficios que se derivan de su uso en la dosis
minima recomendada para definir sus condiciones
de uso. Estos ensayos permiten garantizar que las
reivindicaciones propuestas para el bioplaguicida
y las recomendaciones de uso en la etiqueta estin
respaldadas por datos comprobados, lo cual significa

un beneficio para los usuarios.

Los efectos positivos del bioplaguicida pueden
expresarse en términos de 1) reduccién de un insecto
plaga o del desarrollo de una enfermedad, 2) reduccién
de los dafios en los cultivos, 3) proteccién o aumento
de los rendimientos de los cultivos, 4) mejora de la
calidad de los cultivos o 5) proteccién de los productos

en poscosecha.

Los efectos negativos de un bioplaguicida en un cultivo
pueden incluir la fitotoxicidad del cultivo objetivo o de
los cultivos adyacentes, la reduccién del rendimiento,
los efectos nocivos sobre los cultivos posteriores, los
efectos adversos sobre los polinizadores o sobre los
enemigos naturales, el desarrollo de resistencia u otros
efectos que puedan reducir la sostenibilidad del sistema
de produccién. Finalmente, ademds de la eficacia de un
producto, es necesario considerar la sostenibilidad de
su aplicacién y su impacto econémico (Eppo, 2001;
2004a; Organisation for Economic Co-operation
and Development [oecp], 2001; Pest Management
Regulatory Agency [pmRra], 1993).
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Eficacia biolégica directa

La eficacia directa del bioplaguicida se refiere tanto
al efecto de este sobre la plaga objetivo (insecto o
fitopatdégeno) como a sus posibles efectos negativos
sobre el cultivo o sobre el producto mismo durante
el almacenamiento. Los datos obtenidos deben
llevar a determinar la duracién, coherencia del
control o efecto deseado, rendimiento y calidad del
producto. También a partir de los datos debe ser
posible establecer las condiciones de uso, tales como
la dosis minima efectiva, los umbrales de plagas
(si estdn disponibles), la frecuencia y el método
de aplicacién. Otra informacién importante que
se debe discriminar dentro de la eficacia tiene que
ver con la tolerancia del cultivo al bioplaguicida, la
cual incluye la fitotoxicidad que el producto pueda
causar, la posible reduccién del rendimiento, los
efectos sobre la calidad del producto (incluidos los
procesos de transformacién) y cualquier posible
efecto sobre plantas o partes de estas utilizadas para

la propagacién.

Sostenibilidad agronémica

La evaluacién de Ila sostenibilidad agrondmica
del bioplaguicida es un criterio fundamental. De
acuerdo con esta, el bioplaguicida no debe afectar la
sostenibilidad del sistema de produccién ni de ningtin
otro sistema de produccién sucesivo o adyacente.
Dentro de los efectos indeseables en los cultivos, se
encuentra el desarrollo de la resistencia al producto
(fenémeno poco frecuente en el caso de bioplaguici-
das). Sin embargo, varias especies han llegado a
desarrollar resistencia en campo cuando se aplican
formulaciones a base de B. thuringiensis contra insectos
lepidépteros como Plutella  xylostella (Tabashnik,
1994), Trichoplusia ni (Janmaat & Myers, 2003) y
Plodia interpunctella (McGaughey, 1985). También se
haregistrado resistencia en el caso de Bacillus sphaericus
usado para el control de dipteros (Charles et al.,
1996) y de baculovirus aplicados contra lepidépteros
tales como Anticarsia gemmatalis (Abot et al., 1996),
Phthorimaea operculella (PhopGV) (Briese, 1986),
Spodoptera frugiperda, (Reichelderfer & Benton, 1974)
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y Cydia pomonella (Sauphanor et al., 2006; Schmitt et
al., 2013). Otras situaciones que se presentan son los
efectos sobre cultivos sucesivos o sustitutivos, sobre
cultivos adyacentes, sobre organismos no objetivo
(impacto sobre polinizadores o sobre el proceso de
polinizacién, por ejemplo) y efectos sobre enemigos
naturales de las plagas objetivo o de plagas secundarias.
Ademis de los efectos negativos, también deben
observarse los efectos positivos del bioplaguicida sobre

plagas diferentes al objeto de evaluacién.

Es necesario, igualmente, determinar si el bioplaguicida
es compatible con las pricticas de produccién
comtnmente usadas por los agricultores o con los
programas existentes de manejo integrado de plagas
(m1p) o de manejo integrado del cultivo (m1c).

Beneficios econdmicos

El uso de un bioplaguicida debe representar un
beneficio econédmico positivo para el productor, es
decir, los rendimientos o ingresos de los agricultores
deben superar los costos tanto directos como indirectos
derivados del uso del producto. Puede hacerse una
comparacién entre el uso del bioplaguicida y el testigo
absoluto. Sin embargo, cuando ya se hayan utilizado
productos fitosanitarios para el manejo de la plaga en
cuestidn, es mas adecuado comparar el bioplaguicida
con los productos fitosanitarios registrados. También
debe evaluarse el uso de bioplaguicidas en comparacién
con enfoques alternativos como medidas culturales
o agrondmicas, cultivos resistentes o tolerantes a
las plagas o a malezas, y con otros componentes del

programa MIP.

Principios generales para
el disefio de ensayos de eficacia

Los ensayos de eficacia son el paso mis importante

para determinar el efecto de nuevos agentes
biocontroladores o bioplaguicidas, pues permiten
validar todos los supuestos hechos en las etapas
anteriores. Estos incluyen diferentes etapas que se

amplian a continuacidn.



Dosis minima efectiva

Uno de los objetivos fundamentales de las pruebas de
eficacia es determinar la dosis minima efectiva (Eppo,
2004b; pmraA, 2003), la cual debe recomendarse en la
etiqueta del producto. Para establecerla es necesario
demostrar que proporciona uno o varios efectos en
comparacién con una dosis mas baja, por ejemplo, un
mayor nivel de efectividad, una mayor persistencia o un
rendimiento mas consistente en condiciones variables,

entre otros.

Ubicacién de los ensayos

Los ensayos deben llevarse a cabo en lugares
representativos tanto del sistema de produccién como
de las plagas objeto de control. Si existe la posibilidad
de que los tipos de suelos puedan afectar a la eficacia
del bioplaguicida, los diferentes sitios de ensayo deben
elegirse de manera que sean representativos de los tipos
de suelos en los que se desarrolle el cultivo. Dentro de
cada sitio de ensayo, las condiciones ambientales y

agrondémicas deben ser lo mis uniformes posibles.

Niamero de ensayos

Para demostrar la eficacia de un bioplaguicida, es
necesario llevar a cabo una serie de ensayos en diferentes
regiones, con condiciones ambientales distintas y, de
ser posible, en diferentes épocas y estados fenoldgicos
de las plantas. Esto se conoce como “serie de ensayos’,
“ensayos en multiples sitios” o “ensayos en varios afos’.
El niimero de ensayos que se requiere en una serie no es
fijo, pues depende de factores tales como la importancia
general del cultivo o dela plaga, la gravedad de los dafios,
los diferentes cultivares, el impacto del suelo y el clima.
El ntimero de ensayos ideal es de diez, desarrollados en
dos afos, aunque se pueden desarrollar menos ensayos
en los casos siguientes: en lugares con poca variacién
climitica, para aquellas plagas que presentan muchos
antecedentes de control con el agente de control
bioldgico, cuando se trate de cultivos menores o
cuando las plagas tengan ocurrencia esporddica (Eppo,
2004c). Asimismo, cuando se someta a registro un
cambio en el proceso de produccién o de formulacién
de un bioplaguicida con el mismo ingrediente activo,
es posible limitar considerablemente el nimero de

ensayos de eficacia (“datos de transicién”).
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Tipo de disefio

Los ensayos de eficacia deben disefiarse de manera que
se pueda realizar un andlisis estadistico apropiado. Los
principales disefios utilizados son completamente al
azar o bloques al azar: el primero solo puede aplicarse
si el entorno del ensayo es completamente homogéneo,
mientras que el segundo es, en general, el més apropiado
para las pruebas de eficacia. Un bloque es un grupo
de parcelas dispuestas en un 4drea dentro de la cual el
ambiente es homogéneo. Usualmente, cada tratamiento
aparece solo una vez en cada bloque. La disposicién
de los bloques debe ser tal que la heterogeneidad
del entorno o de las condiciones de tratamiento se
controlen tanto como sea posible (es decir, que la
variabilidad entre las parcelas dentro de los bloques sea
menor que entre bloques). En algunos casos, se necesita
un disefio multifactorial si se evaltian varias dosis del
mismo producto. También se utiliza un disefio de
parcela dividida, en el que las parcelas principales se
subdividen en subparcelas. Sin embargo, el tamafio
de las subparcelas debe ser suficiente para permitir un

tratamiento y una evaluacién fiables (Eppo, 1999).

Como regla general, un ensayo debe incluir al menos
cuatro repeticiones por tratamiento. El nimero exacto
depende de la potencia requerida y de la variabilidad
en las poblaciones de los organismos objetivo, entre
otros factores. Como se menciond anteriormente, la
eleccién del disefio experimental también influye en
la potencia del ensayo para detectar una diferencia
significativa. Generalmente se considera que, para un
analisis estadistico util, el nimero de grados residuales
de libertad en el disefio experimental debe ser de al
menos doce (EPP0, 1999; Mead et al., 2002).

Para los ensayos de eficacia, el tamafio de la parcela
depende de muchos factores, como la movilidad del
organismo objetivo (por lo general se necesitan parcelas
mayores para organismos mds moviles), la técnica de
aplicacién (las técnicas de aplicacién que depositan
el producto de una manera més precisa y localizada
requieren parcelas mds pequefas), el tamafio, el tipo

del cultivo, el tipo de planta y la técnica de cosecha.

Condiciones para el ensayo
En los ensayos de eficacia siempre deben registrarse las

condiciones meteoroldgicas: la temperatura ambiente,
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la humedad relativa, la precipitacién, la velocidad y
la direccién del viento. También deben conocerse las
condiciones basicas del suelo: el pH, el contenido de

materia orgdnica, la humedad y el tipo de suelo.

Evaluacién de la eficacia biol6gica

Las variables que deben evaluarse para determinar la
eficacia del bioplaguicida dependerdn en gran medida
del cultivo y de la plaga objeto de estudio. Dentro de
estas estian la densidad o incidencia de la plaga, los
niveles de infestacidn, el porcentaje de mortalidad o
control, la severidad de los sintomas o de dafio al cultivo,
el rendimiento y la calidad del producto. Pardmetros
como la reduccién de la poblacién (expresada como
porcentaje de mortalidad) deben ser corregidos para
tener en cuenta la mortalidad en las parcelas del testigo
no tratado.

Durante el ensayo de eficacia, deben hacerse otras
observaciones para determinar la tolerancia de los
cultivos al producto aplicado. Se debe analizar Ila
fitotoxicidad, los efectos adversos sobre el rendimiento
y la calidad de los cultivos, cualquier efecto sobre las
plantas o las partes de las plantas utilizadas para la
propagacidn, los efectos sobre cultivos sucesivos y los
efectos secundarios sobre organismos benéficos. Del
mismo modo, se recomienda analizar si el tratamiento
con el bioplaguicida produce efectos negativos sobre el
color, olor o sabor del producto cosechado o sobre su

procesamiento.

En Colombia, el 1ca es la entidad encargada de
regular y garantizar la calidad de los insumos agricolas
y las semillas que se usan en el pais. Esta entidad,
mediante la Resolucién 000698 del 4 de febrero de
2011, establecié los requisitos para las pruebas de
eficacia de bioplaguicidas, las cuales deben llevarse a
cabo por parte los departamentos técnicos registrados
ante esta entidad. En dicha resolucién estin definidos
los requisitos para registrarse como departamento
técnico y para desarrollar dichas pruebas. El articulo 8
especifica el trimite para realizar los ensayos de eficacia
agrondémica con miras a la obtencién del registro de un

bioplaguicida (Resolucién 000698, 2011):

El interesado en registrar un producto debe
presentar ante el 1cA, con minimo treinta (30) dias

calendario a la fecha de iniciacién de los ensayos
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de eficacia, el protocolo con fines de registro
o ampliacién de uso de bioinsumos para su
aprobacidn, por cultivo y blanco biolégico, basado
en el método cientifico, el cual debe contener
la siguiente informacién: Nombre del ensayo,
Introduccién, Resefia del problema, Revisién de
la literatura, Justificacién, Objetivos especificos,
Informacién general del producto, Materiales
y métodos, Disefio experimental, Numero de
tratamientos, Numero de replicaciones, Anilisis
estadistico, Desarrollo, Area de parcela o unidad
experimental, Area de cosecha o 4rea atil, Escalas
de evaluacién a utilizar, Epocas de aplicacién
segtn fenologia del cultivo, Epocas y métodos de
evaluacién, Datos a tomar, Numero de plantas
por parcela, Rendimiento en kg/parcela y kg/
ha cuando proceda, Medidas de las evaluaciones,
Definir otros componentes de rendimiento o
eficacia que procedan, Nombre del profesional
responsable de la ejecucidn del ensayo, Recibo de

pago de la tarifa establecida por el 1ca.

Alprotocolo se debe anexar la siguiente informacién:
Domicilio del Departamento Técnico. Composicidén
garantizada del producto, incluyendo ingredientes
activos y aditivos si los requiere, Condiciones de
almacenamiento y mantenimiento del producto,
Indicar las condiciones previas a la aplicacién del

producto segtin la actividad bioldgica a evaluar.

El 1ca, mediante oficio, dentro de los quince (15)
dias hébiles siguientes a la radicacién del protocolo
lo aprobard o rechazard. Si es del caso, solicitard la
adicién o modificacién delainformacién presentada,
para lo cual se otorgard un término miximo de
treinta (30) dias calendario. Vencido este término
si el interesado no ha aclarado la informacién o
enviado los documentos requeridos se considerard
que desiste de la solicitud procediendo mediante
oficio a la devolucién del mismo dentro de los
quince (15) dias hibiles siguientes con sus anexos,
sin perjuicio de que pueda presentarla de nuevo con
el cumplimiento de los requisitos establecidos en

este articulo.

Una vez aprobado, el protocolo tendrd una
vigencia de tres (3) afios, término durante el cual
debe realizar la prueba de ensayo de eficacia en dos

(2) zonas agroecolégicas diferentes.



El 1ca emitird concepto de eficacia agronémica
aprobado o rechazado segtin corresponda y se dejard
una copia al interesado. Cuando el concepto sea
aprobado, el interesado debe registrar el producto
dentro del afio siguiente al desarrollo del ensayo
de eficacia. Vencido este término si no registra el
producto o cuando el concepto sea rechazado debe

realizar nuevamente el ensayo de eficacia.

Modelo de negocios

Un modelo de negocios es “una herramienta

conceptual que, mediante un conjunto de elementos

Alianzas
clave

Propuesta de

Control biolégico de fitopatégenos, insectos y dcaros

y sus relaciones, permite expresar la l6gica mediante
la cual una compania intenta ganar dinero generando
y ofreciendo valor a uno o varios segmentos de
clientes, la arquitectura de la firma, su red de aliados
para crear, mercadear y entregar este valor, y el
capital relacional para generar fuentes de ingresos
rentables y sostenibles” (Osterwalder, 2004). Existen
diferentes tipos de modelo de negocios, pero uno de
los mas recientemente empleados es el modelo de
negocio disefiado por Alexander Osterwalder. Este
modelo incluye nueve médulos que cubren las cuatro
dreas principales de un negocio: clientes, oferta,
infraestructura y viabilidad econémica (figura 12.3)
(Osterwalder & Pigneur, 2010).

Relacion con el

valor cliente

Estructura de
costos

Figura 12.3. Modelo de negocio Canvas.

Fuente: Adaptado de Osterwalder y Pigneur (2010)

Segmentos
de clientes

Canales de
distribucién

Flujos de
ingresos
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En el médulo de segmentos de clientes se listan los
diferentes tipos de consumidores del producto a
quienes se quiere llegar (grandes y pequefios produc-
tores, agremiaciones, etc.), con base en las necesidades
particulares de estos, la forma de acceder a ellos, el tipo
de relacién y la rentabilidad, entre otros. Después,
se procede a describir en mayor detalle a cada uno
de ellos, segtin variables demogrificas, geograficas
y psicogrificas (regiones de produccién, formacién
académica, género, edad del productor, etc.), entre

otras.

El segundo médulo es la propuesta de valor de la oferta,
en la cual se evidencia lo que atrae a los clientes, es decir,
aquello por lo que estin dispuestos a pagar: eficacia,
mayor produccién por hectirea, mejor calidad de la
cosecha, reduccién de costos de manejo, etc. Puede
haber una oferta tnica o varias ofertas y estas pueden

dirigirse a un segmento en particular o a varios de ellos

(Mérquez, 2010).

El tercer mddulo son los canales de distribucién y
comunicacion. En este médulo se identifican los medios
a través de los cuales se accede a los clientes para
comunicarse con ellos y para ofrecer la propuesta de
valor (fuerza de ventas, puntos de venta, afiliaciones,

publicidad, reuniones, sitios web, etc.) (Mdrquez,

2010).

El cuarto médulo es tipo de relaciones con los clientes,
en el cual se establece la clase de contactos que se van
a mantener con los segmentos atendidos: presenciales,

portales web o de voz, entre otros (Marquez, 2010).

El médulo de fuentes de ingresos se refiere a los medios
por los cuales se captan ingresos por la propuesta de
valor que se ofrece, por ejemplo, ventas, servicios y

licenciamientos , entre otros (Marquez, 2010).

En el médulo de recursos clave se tiene en cuenta el
capital que la compania debe invertir para hacer que
el negocio funcione: recursos fisicos, intelectuales
(transferencia de know how), humanos y financieros.
Estos recursos pueden ser propios, arrendados o

adquiridos de sus aliados mis importantes.

El séptimo mdédulo, actividades clave, se refiere a todo
lo que se debe hacer para producir la oferta de valor y
gestionar las relaciones con clientes y aliados. La red de
aliados, por su parte, el octavo médulo, tiene que ver

con proveedores o socios que deben encontrarse para

Capitulo 12. Desarrollo y escalamiento de bioplaguicidas

establecer relaciones. Para lograr ciclos de innovacién
mds rdpidos y exitosos, cada vez es mds importante
apalancarse en recursos y actividades con terceros, con
los que se puede construir o complementar la oferta de
valor u optimizar costos (Marquez, 2010).

El dltimo médulo, la estructura de costos, se refiere al
listado de los rubros mds significativos del modelo
de negocio (Mirquez, 2010). Es importante conocer
la estructura de costos e ingresos, ya que, con la
evaluacién financiera del modelo, es posible tomar
decisiones estratégicas y comercialmente apropiadas.
Es por eso que hoy por hoy existen diferentes modelos
de funcionamiento, ya sea mediante la tercerizacién
de una parte o de todo el proceso de produccidn,
distribucién, licenciamiento de tecnologias, creacién
de nuevas lineas de categorias de productos o compra

de empresas.

Para el desarrollo de bioproductos, es indispensable
identificar cada uno de estos bloques y definir las
acciones a tomar. No es suficiente contar con una
propuesta de valor diferenciadora y un segmento
claramente identificado, sino que todos los demais
aspectos deben evaluarse. Es necesario conocer, por
ejemplo, si la capacidad instalada permite producir
la cantidad de producto requerido para cubrir la
demanda y atender el mercado o si es necesario contar
con un aliado estratégico para tal fin. Adicionalmente,
es fundamental conocer la forma de interactuar con los
clientes y la forma de hacer disponibles los productos,
de lo contrario, no es posible transferir (vincular) los

productos al mercado.

Potencial de mercado

La demanda de un producto es el volumen total que
podra comprar un grupo de clientes en una determinada
drea geografica, durante un cierto periodo de tiempo,
en un medio comercial definido y segin un programa
comercial determinado. Asi, el potencial de mercado
es el limite alcanzado por la demanda al aumentar lo
mds posible el esfuerzo comercial en un determinado

ambiente (Quintana-Navarro, 2010).

Para lograr atender un mercado especifico, es necesario
segmentar el mercado, es decir, dividir el mercado

potencial en un determinado niimero de subgrupos con



caracteristicas lo mis homogéneas posibles. Segmentar
no es nicamente dividir un mercado mas amplio en
otros mds pequeios, sino hacerlo de modo que esta
divisién dé lugar a submercados con un comporta-
miento comercial diferente (Quintana-Navarro, 2010).
Por ejemplo, el mercado de bioplaguicidas se puede
segmentar por el tipo de accién (bioinsecticidas,
biofungicidas, bionematicidas y bioherbicidas), por
drea geografica, por tipo de principio activo, por tipo

de cultivo, por tipo de formulacién, etc.

Los bioplaguicidas siguen siendo productos de nicho.
El tamafio del mercado se determina por laimportancia
dela plaga, el nimero de cultivos en los cuales la plaga es
un problema serio y la extensién de estos cultivos. Para
lograr una estimacién acertada del tamafio de mercado
objetivo se debe estudiar el tamafio del mercado en
hectéreas, el nimero de temporadas para cultivar, la
competencia y los costos de aplicacién. Las cifras de
dafio causado por las plagas no se pueden transferir
directamente al posible potencial de mercado. El poco
conocimiento sobre las plagas, los clientes, los cultivos,
las practicas de control, los precios, la competencia
y los requisitos para promover un nuevo producto
pueden conducir a errores y, seguramente, a una lenta

penetracién en el mercado (Ravensberg, 2011).

Escalamiento

piloto de bioplaguicidas

En esta fase se realiza la optimizacién de medios
de cultivo, el escalamiento y la validacién a nivel
piloto de las operaciones unitarias relacionadas con
la produccién del bioplaguicida. Estas operaciones
incluyen el proceso de fermentacién, las operaciones
“aguas abajo” (como separacién y purificacién) y el
proceso de formulacién. En todo el proceso es crucial
determinar cémo las diferentes etapas pueden afectar
la actividad biocontroladora del microorganismo vy,
por supuesto, determinar la eficacia del bioplaguicida
escalado. Ademds, se realiza el primer acercamiento
al modelo de negocio, lo que incluye los beneficios
estimados, el anilisis de mercado (segmentos,
competencia y mercado meta) y el listado de

actividades y recursos.

Control biolégico de fitopatégenos, insectos y dcaros

Optimizacién de
medios de cultivo

La optimizacién de medios de cultivo contintia
siendo uno de los aspectos mis investigados y con
mayores desafios en los procesos de produccién de
microorganismos o de sus metabolitos a gran escala.
Antes de 1970, la optimizacién de medios de cultivo
se llevaba a cabo mediante el uso de métodos clésicos,
que eran costosos, demandaban tiempo, implicaban un
gran nimero de experimentos y eran poco eficientes.
Sin embargo, con la llegada de técnicas matemiticas y
estadisticas modernas, la optimizacién de los medios
de cultivo se ha vuelto mas dindmica, eficaz, econémica
y robusta en sus resultados. Estd ampliamente aceptado
que, para mejorar un medio de cultivo a partir de un
disefio experimental, se requiere la seleccién idénea
de la técnica de optimizacién (figura 12.4). Como se
menciond previamente, el DOE define las variantes
del medio a ser evaluadas, el nimero de réplicas y el
arreglo de evaluaciones. Con base en los resultados
experimentales, se escoge la técnica de optimizacidén
para generar un modelo matemdtico que permita hacer
ajustes en la composicién del medio y aumentar los
rendimientos. Entre los disefios de experimentos para
la optimizacién de medios de cultivo mis usados se

encuentran el central compuesto (ccp, por su sigla en

inglés) y el Box-Behnken (Singh, Yadav et al., 2016).

Disefio central compuesto (ccp)

Disefios de seleccién como el Plackett Burman o el
factorial fraccionado no consideran las interacciones
de los componentes en el medio de cultivo, de modo
que en la fase de optimizacién se deben utilizar disefios
experimentales que identifiquen estos fenémenos
y los modelen. Los ccp fueron descritos por Box y
Wilson (1951), y fueron muy utilizados con técnicas
de superficie de respuesta (RsM, por su sigla en inglés)
para identificar combinaciones éptimas en espacios
experimentales previamente definidos. Estos disefios
contienen en si un disefio factorial completo o un
factorial fraccionado con puntos centrales mas puntos

estrella, que permiten la estimacién de la curvatura. Si
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la distancia del centro del disefio al punto factorial es
+ 1 unidades para cada factor, la distancia del centro
del disefio hasta el punto estrella es +a con |a| > 1.
El valor preciso de o depende de ciertas propiedades
deseadas para el disefio y del nimero de factores
involucrados (Singh, Yadav et al, 2016). El punto
central “0” se suele ejecutar en réplicas con el propdsito
de mejorar la precisién del modelo generado. Ademas,
se estiman eficientemente los términos de primer orden
y de segundo orden. De acuerdo con el nimero de
experimentos y los niveles de los factores, los disefios
ccp pueden ser de tres tipos: central circunscrito,
inscrito y centrado en las caras. Por dltimo, los
disefios centrales compuestos pueden ser aplicados en
experimentos secuenciales, ya que, una vez se ejecuta un
experimento factorial, este se puede ampliar insertando
los puntos axiales y centrales faltantes. En la tabla 12.5

se presentan algunos ejemplos de aplicacién.

Disenos Box-Behnken

Los disefios Box-Behnken (BBD, por su sigla en inglés)
son una alternativa al disefio central compuesto
(cpp) y son independientes de un disefio cuadritico:
no contienen en si un disefio factorial o factorial
fraccionado, por lo que no son adecuados para
experimentos secuenciales (Ferreira et al., 2007).
Los disefios de Box-Behnken son mis efectivos
cuando se tiene mis certeza de la zona segura para
optimizacién. Estos disefios no tienen puntos axiales
(por lo que se puede estar seguro de que todos los
puntos de disefio se encuentran dentro de la zona
de optimizacién), en contraste con los cDD, que
suelen tener puntos axiales fuera del “cubo’, los cuales
podrian no estar en la regién de interés o podrian ser

imposibles de realizar.

Para un BBD, los puntos de disefio se sitlan en
combinaciones de los niveles altos y bajos de los
factores, y sus puntos medios se ubican en los
bordes del espacio experimental, lo que les confiere
la propiedad de rotabilidad, con el requerimiento de
al menos tres factores continuos. No obstante, los
BBD tienen limitadas capacidades para un bloqueo
ortogonal comparados con los ccp; pero, dado que los

BBD requieren menos puntos de disefio, su realizacién

Control biolégico de fitopatégenos, insectos y dcaros

puede ser menos costosa que la de los ccp con el mismo
nimero de factores. En la tabla 12.5 se presentan

algunos ejemplos de aplicacién.

Metodologia de superficie de respuesta

La metodologia de superficies de respuesta (Rsm) es
un conjunto de técnicas matemdticas y estadisticas
robustas, que incluyen disefios de experimentos y
analisis de regresiones. Las RsMm son ttiles para modelar
y analizar problemas en los cuales la respuesta buscada
es el resultado de la interaccidon de diversas variables y,

ademds, se busca optimizar dicha respuesta.

La rsm emplea varias fases de optimizacién (Gupte
& Kulkarni, 2003), que son llevadas a cabo en tres
pasos bdsicos: una fase de seleccién de factores,
una de técnica de paso ascendente/descendente
(steepest ascent/descent) y, finalmente, una de ajuste
y optimizacién mediante regresién cuadritica con
analisis de regresiones canénicas. Uno de los principales
resultados es la representacion en gréfica de superficie
de la variable obtenida (Zhang & Gao, 2007). El
andlisis de Rsm ha sido utilizado frecuentemente
para la optimizacién de medios de cultivo en la
produccién de bioplaguicidas. Diaz et al. (2005), por
ejemplo, llevaron a cabo la optimizacién del medio de
cultivo para la produccién de biomasa de la levadura
Pichia onychis, usada para el control de patégenos en
poscosecha, mediante la aplicacién de una estrategia
secuencial que incluy6 un diseno factorial fraccionado
seguido de un disefio central compuesto rotacional que
generd superficies de respuesta. Este analisis permiti6
mejorar en un 42 % el rendimiento en biomasa de la
levadura. En la tabla 12.5 se resumen otras aplicaciones

exitosas.

Redes neuronales artificiales

Una red neuronal artificial (ANN, por su sigla en
inglés) es un modelo matemditico o computacional
que estd influenciado por los aspectos estructurales
o funcionales de las redes neuronales biolégicas. Una
ANN imita la capacidad de aprendizaje del cerebro
(Bhagat, 1990). Consiste en una entrada (como la
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sinapsis), que se pondera por pesos (fuerza de las
respectivas sefiales) y luego es calculada por una
funcién matemdtica que determina la activacién de
la neurona. Las ANN han sido ampliamente aplicadas
con gran éxito para el disefio, modelado, optimizacién
y control de sistemas, principalmente, debido a su
capacidad para detectar y filtrar sefiales de ruido y

generalizar informacién a través de un procedimiento

de entrenamiento sistemdtico (Foster & Katz, 1981).
Este andlisis ha sido utilizado para la optimizacién
de las condiciones tanto de crecimiento como de
produccién de enzimas (celulasas y xilanasas) en
Trichoderma reesei (Singh et al, 2008) y para la
produccién de componentes antifiingicos por parte
de Bacillus amyloliquefaciens (Caldeira et al.,, 2011)
(tabla 12.5).

Tabla 12.5. Resumen de disefios de experimentos y técnicas de optimizacién utilizadas en el desarrollo de medios

de cultivo para ingredientes activos de bioplaguicidas

Disefo o;ft;éi:ii:Zc‘i'lo?n Microorganismo fer:;if :t::ién Referencia
PBD CCD-RSM Coniothyrium minitans SmF Chen et al. (2005)
Taguchi CCD-RSM Beauveria bassiana SSF Petlamul y Prasertsan (2014)
BBD RSM Aschersonia placenta SmF Qiu et al. (2013)
PBD RSM Colletotrichum truncatum SSE Silman et al. (1991)
PBD PBD Colletotrichum coccodes SmF Yu et al. (1997)
PBD BBD Trichoderma harzianum SmF Lietal. (2016)
Taguchi Orthogonal Trichoderma harzianum SmF Zhang y Yang (2015)
PBD CCD-RSM Bacillus subtilis SmF Chen et al. (2010)
Regresién lineal ioltlcriil:;skibwingiensis var SmF Ennouri et al. (2013)
PBD CCD-RSM Bacillus subtilis SmF Posada-Uribe et al. (2015)
Sreekumar y Krishnan
PBD CCD-RSM Bacillus subtilis SmF (2010) Y
PBD CCD-RSM Bacillus amyloliquefaciens SmF Trakunjae et al. (2015)
FED CCD-RSM Verticillium lecanii SSF Shi et al. (2009)
CCD-RSM Metarbizium anisopliae SSE Bhanu Prakash et al. (2008)
PBD CCD-RSM Rhodosporidium paludigenum SmF Wang et al. (2011)
ANN ANN Trichoderma reesei SSF Singh et al. (2008)
ANN ANN-RSM Bacillus amyloliquefaciens SmF Caldeira et al. (2011)

Fuente: Elaboracién propia
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Escalamiento del proceso
de produccién masiva

de los microorganismos
biocontroladores

El éxito en la implementacién comercial de un
bioplaguicida esti dado, en buena medida, por la
capacidad técnica y tecnoldgica de llevar a cabo su
produccidén en una escala viable desde el punto de
vista industrial. En general, esta escala es del orden de
miles de litros o miles de kilogramos de biomasa del
microorganismo, que se constituye como ingrediente
activo de un bioproducto comercializado. Sin
embargo, para alcanzar estos niveles de produccién,
el investigador cuenta, en la mayoria de los casos, con
una cantidad limitada de informacién experimental,
generada en una escala menor, ya sea a nivel de

laboratorio (hasta 10 litros) o a nivel de planta piloto
(hasta 100 litros).

Control biolégico de fitopatégenos, insectos y dcaros

Elndcleo o corazén de cualquier proceso de produccién
de un ingrediente activo de un bioplaguicida es el
biorreactor (figura 12.5). El biorreactor es un equipo
complejo que permite el ajuste de los pardmetros
operacionales adecuados (temperatura, oxigeno disuelto,
agitacién y pH, entre otros), para llevar a cabo la
fermentacidén del microorganismo bajo las condiciones
establecidas en las etapas previas. Por tanto, el ingeniero
de produccién debe tener el conocimiento y la
capacidad para aplicar una estrategia de escalamiento
acorde con las posibilidades logisticas y operativas
de los biorreactores disponibles en cada una de las
escalas evaluadas. Si el tipo de fermentacién es liquida
(SmF), el disenio mds popular es el biorreactor de
tanque agitado (STR, por su sigla en inglés), seguido
del biorreactor airlift, que usa solamente aire forzado y
no tiene agitacién mecdnica. Si el tipo de fermentacién
es en estado sélido (ssk), los disefios mds usados son
los biorreactores de bandejas, las columnas o lechos
empacados y, en menor medida, los biorreactores con
agitacién mecdnica, como el biorreactor de paletas y el

tambor rotatorio.

Figura 12.5. Biorreactores de tanque agitado (sTR) usados para la produccién de bioplaguicidas. a. Biorreactor

escala laboratorio de 10 litros; b. Biorreactor escala piloto de 100 litros.
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En concordancia con lo mencionado anteriormente,
el propdsito del escalamiento o escalado hacia arriba
es determinar las variables criticas de un proceso v,
en funcién de estas, seleccionar las condiciones de
disefio y de operacién para asegurar que el efecto de
dichas variables se pueda predecir o modelar. De esta
manera, se deberian obtener rendimientos similares
independientemente de la escala de produccién
(Harada et al., 2014). Para alcanzar esta meta, el
ingeniero de proceso cuenta no solo con su experiencia,
sino también con herramientas y conceptos de fisica e

ingenieria.

Similitud geométrica

a similitud geométrica se refiere a la semejanza
L litud g t fi 1 J

que existe entre las magnitudes de las relaciones
geométricas de los biorreactores usados a escala de
laboratorio y planta piloto (Anaya-Durand & Pedroza-
Flores, 2008). Si se supone un sistema modelo (escala
laboratorio) con dimensiones X, ¥,V 2, y un sistema
prototipo (escala planta piloto) con dimensiones x, y,
Y Z, €stos son geométricamente similares si se cumple
con que cada par de puntos esté relacionado entre
si por un factor de escala geométrico (de forma que
haya correspondencia entre cada punto). Esto quiere
decir que se puede aplicar el principio de similitud,

representado a continuacién:

= )L ;A; 0’0’0’0%
n

Donde A1, A2 y An son los factores de escala

geométricos.

Debido a que el cociente altura/didmetro de un
biorreactor es la variable geométrica mds importante
para el disefio de este tipo de equipos, generalmente
dicho cociente es usado como criterio de similitud
geométrica principal para realizar el escalado hacia
arriba, dado que a partir de este se deriva la mayorfa de

las relaciones geométricas del equipo.
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Criterios de
escalamiento convencionales

Para obtener una similitud completa entre dos sistemas
de fermentacién se deberfan cumplir, idealmente,
ademds de la similitud geométrica, las similitudes
cinéticas, cinemdticas y bioquimicas. Esto se relaciona
con el perfil de velocidades y presiones de los fenémenos
de transferencia y con la velocidad de las reacciones
bioquimicas del microorganismo involucrado en el
bioproceso de fermentacidén. Sin embargo, satisfacer
todas las similitudes es imposible, y dado el grado
de complejidad asociado a la determinacién de las
velocidades de todas las reacciones bioquimicas
llevadas a cabo por un microorganismo, la mayoria de
los autores se han orientado hacia la aplicacién de un
segundo criterio de escalamiento de tipo fisicoquimico

como el siguiente:

* Consumo de potencia por unidad de volumen

(P/V)
* Velocidad de punta del impulsor (n+D,)

* Coeficiente volumétrico de transferencia gas-

liquido (k, a)

Un ejemplo clasico es la aplicacién exitosa del consumo
de potencia constante como pardmetro de escalamiento
en uno de los procesos de fermentacién pionero
a nivel industrial para la obtencién de penicilina
(P/V =1 hp/galén). Método que también ha sido
usado mis recientemente para fermentaciones que
requieren bajos consumos de potencia. No obstante,
su aplicacién se ve muy limitada en fermentaciones
con altos requerimientos energéticos como los cultivos
recombinantes de Escherichia coli (Kim, Rao, Youn, &

Rhee, 2003).

El escalamiento basado en la velocidad de punta del
impulsor puede ser aplicado en casos especificos en los
que el microorganismo sea altamente sensible al dafio
mecdnico generado por el impulsor, especialmente,
en sistemas en los cuales el medio de cultivo tenga
caracteristicas de viscosidad no newtonianas. El
escalamiento basado en el tiempo de mezcla constante
no puede ser aplicado en la prictica, debido a la

ausencia de una correlacién adecuada entre el tiempo



de mezclay la eficiencia de la aireacién. Podria ser mas
interesante y mas util obtener informacién del tiempo
de mezcla o de la velocidad de punta del impulsor en

un sistema no newtoniano viscoso.

El coeficiente volumétrico de transferencia gas-liquido
(ka) es actualmente el criterio de escalamiento
fisico mds usado, ya que intrinsecamente incluye los
pardmetros mds relevantes que afectan el suministro
de oxigeno dentro del proceso, tales como la agitacién,

la aireacién y la velocidad superficial del gas:

ka=a(P/V)bv

Donde P es la potencia entregada al sistema; V es el
volumen de reaccién; ve es la velocidad superficial del
gas; a, b y ¢ son constantes especificas del fluido que

deben ser determinadas experimentalmente.

Algunos ejemplos de aplicacion exitosa del k a como
criterio de escalamiento incluyen la produccién de
dcido docosahexaenoico en fermentacién fed-batch
por Schizochytrium sp. (Qu etal., 2013), la obtencién
de polihidroxialcanoato (pHA) en biorreactores de
14y 120 litros por Halomonas campisalis (Kshirsagar
et al, 2013) y el escalamiento de Erlenmeyer a
biorreactor de la produccién de biosurfactante a
partir de Bacillus subtilis (que aumentd en un 28 %
la produccién méxima: hasta 2,5 g/, en 44 horas)
(Amani et al., 2010). Por otro lado, el kLa también
puede ser usado como componente de numeros

adimensionales para el escalamiento de procesos

(Yawalkar et al., 2002).

En lo que se refiere a la produccién de agentes de
biocontrol fungicos, Verma, Brar, Tyagi, Surampalli
y Valéro (2006) evaluaron varios paridmetros de
desempefio para la fermentacién liquida del hongo
biocontrolador  Trichoderma  viride mediante
Etlenmeyer y fermentador sTrR de siete litros. Se
demostré que el pardmetro critico del proceso
fue el coeficiente volumétrico de transferencia de
oxigeno (k a), que se asocié directamente al perfil
de oxigeno disuelto (po) durante la fermentacién.
Se evidencié que a bajas concentraciones de oxigeno
(30%), se aumenté la concentracién de conidios, su

entomotoxicidad y el indice de inhibicién calculado

Control biolégico de fitopatégenos, insectos y dcaros

durante los bioensayos de control de calidad del
ingrediente activo. Adicionalmente, los autores
estimaron el consumo de potencia del sistema en
términos de la agitacidn y la aireacidén a través del
tiempo, y plantearon una estrategia de operacidn
novedosa que podria ser aplicada con otros hongos

biocontroladores.

Uso de los niimeros adimensionales
como criterio de escalamiento

Una aproximacién matemadtica para generar estrategias
de escalamiento es la aplicacién de coeficientes o
numeros adimensionales que pueden ser construidos
por el método pi de Buckingham (Hubbard, 1987).
Se debe tener en cuenta siempre la seleccién y
ajuste apropiado de las variables de proceso que mas
afectan la produccién del ingrediente activo durante
la fermentacién. Ejemplos bien establecidos y que
han demostrado su aplicabilidad en procesos de

escalamiento son los siguientes:

* Ndamero de potencia adimensional:
NPo = [P/pn’d’]

Donde P es la potencia, p es la densidad del caldo
de fermentacidn, n es la velocidad de agitacién
y d es el didmetro del impulsor. Esta ecuacién
tiene aplicaciones y limitaciones similares a las
mencionadas con el consumo de potencia, pero
como no incluye el volumen del reactor, permite
trabajar con escalas mas amplias, sin aumentos tan
significativos en la potencia de entrada requerida

por el proceso.

* Nuamero de Reynolds:
Re = [nd?p/n)

Donde 1 es la viscosidad cinemadtica del caldo de
fermentacién. Se recomienda su aplicacién en
fermentaciones con alta viscosidad o en caldos
no newtonianos, como los generados por algunos

hongos filamentosos.
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* Nuamero de gaseo
NQg = [qg/ndi]

Donde g es el caudal de gas suministrado al proceso
de fermentacién. Es un criterio muy dtil para
fermentaciones aerobias, se puede correlacionar
con el nivel de oxigeno disuelto critico del proceso
y permite la integracién directa con los sistemas
de control tipo cascada de los biorreactores,

especialmente, a escala de laboratorio.

* Tiempo de mezcla adimensional
T 'n=[T n/d.’p]

Donde T es el tiempo de mezcla (T _=[V/N nd?])

Nn es el nimero de bombeo, dF es el didmetro
interno del biorreactor. Es un criterio ttil cuando
la homogeneidad del sistema es un factor critico,
como en las fermentaciones que requieren de
control continuo del pH, de adicién de sustrato
en sistemas tipo fed batch o continuo y de adicién
de antiespumante, entre otros. Su uso se hace mas
relevante cuando el cambio de escala se aplica a
biorreactores piloto o industriales en los que los

tiempos de mezcla intrinsecamente aumentan.

Cualquiera de estos pardmetros y coeficientes pueden
ser combinados con otras variables para fijar y crear
nuevas correlaciones, coeficientes, términos, grupos o
curvas caracteristicas para un proceso de fermentacién

especifico (Wang et al., 1997).

Escalamiento de fermentaciones sdlidas

Como se menciond antes, la fermentacién sélida es
uno de los sistemas de produccién mds comun para
la obtencién de microorganismos biocontroladores,
especialmente, de hongos filamentosos; sin embargo,
su monitoreo, modelamiento y escalamiento continta
siendo hoy en dia uno de los mayores retos de la
ingenieria bioquimica debido a limitantes técnicas

como las siguientes:

Capitulo 12. Desarrollo y escalamiento de bioplaguicidas

* Elevada heterogeneidad del sistema, a causa de
la dificultad para obtener un perfil homogéneo
y definido de presiones, temperaturas, oxigeno

disuelto y nutrientes dentro de las matrices sélidas.

* Elevados volimenes de indculos requeridos para
obtener un sistema inicial homogéneo, lo que
implica tener un sistema de produccién de inéculos
liquidos (fermentador semilla) de un volumen

acorde con la capacidad del fermentador sélido.

* Los tiempos de esterilizacién de las matrices
sélidas son considerablemente mds largos que los

requeridos para medios liquidos.

* Laagitacién mecdnica es dificil de implementar y se
deben aplicar velocidades muy bajas para disminuir
al minimo la posibilidad de dafios en las estructuras

fangicas.

* Limitado desarrollo tecnolégico de sensores o
sondas especificas para el monitoreo de pardmetros

claves de la fermentacién sélida.

* La implementacién de operaciones unitarias
“aguas abajo” (tales como separacién, purificacién
0 concentracién) es costosa y no siempre es viable
debido a la colonizacién de la matriz sélida por

parte del hongo.

* Baja disponibilidad de disefios comerciales a nivel
mundial de biorreactores para fermentacién sélida

y elevado costo de estos.

* Escaso acceso a la informacién técnica de punta
relacionada con geometrias y tipo de biorreactores,
componentes internos, sistemas de esterilizacién
y muestreo y demds aspectos técnicos del disefio
de biorreactores que estin sujetos a patentes y

proteccién industrial.

Por las razones expresadas, el escalamiento de
procesos de fermentacidn sélida presenta dificultades
importantes. Para abordar el anilisis del escalado de
procesos ssk se han planteado estrategias similares
a las descritas anteriormente para sistemas SmF:
generar inicialmente criterios asociados a la similitud
geométrica entre biorreactores de diferentes escalas
y luego plantear, analizar y modelizar en funcién de
un segundo criterio de similitud, ya sea cinético,

cinemitico o bioquimico.



Entre los criterios de escalamiento mis usados para

SSF se encuentran los siguientes (Lonsane et al., 1992):

* Aproximacién por ensayo y error. Esta
metodologia es la mds simple. Implica continuos
intentos o ensayos, con rectificaciones puntuales
o cambios en variables especificas en cada etapa
hasta alcanzar el objetivo. La gran desventaja es el
consumo en tiempo y recursos para alcanzar el éxito.
Esta técnica se usé a principios del siglo xx, pero

pricticamente ha sido descartada en la actualidad.

* Mantenimiento de la similaridad geométrica.
Esta técnica trabaja sobre la base de usar las mismas
proporciones geométricas durante el escalado de
planta piloto a nivel industrial. El método fue muy
usado especialmente para SmF a partir de 1948,
pero ha sido desplazado por otros mis eficientes, ya
que no aseguraba una adecuada reproducibilidad.
Actualmente se usa como primer criterio en con-
junto con la aplicacién de uno o varios criterios de

escalamiento adicionales y simultdneos.

e Mantenimiento de balances de calor e hidricas
constantes. Este método estd basado en el uso de
aireacién forzada por medio de aire previamente
humidificado, para controlar el calentamiento
por evaporacién generado durante el proceso
y asegurar una temperatura relativamente

homogénea en la matriz sélida. La humidificacién

del aire y la recirculacién de los gases de salida
enfriados también aseguran el control simultineo
de lIa humedad de los sélidos y aseguran que
la velocidad de aireacién sea la suficiente para
satisfacer la demanda de oxigeno por parte del
microorganismo. Esta estrategia fue evaluada
para la produccién de etanol por Schwanniomyces
castellii en biorreactores tipo columna, mediante
el uso de bagazo de cafia como sustrato inerte
para absorber los nutrientes en medio liquido.

Los tamafos de los fermentadores empleados

involucraron un factor de escala gravimétrico de

6-410 a partir de 10 g de sustrato humedo. Los

resultados obtenidos demostraron la aplicabilidad

y simplicidad de la técnica propuesta (Saucedo-

Castaneda et al., 1992).

e Modelamiento del crecimiento basado en
fenémenos intraparticulares. Estos modelos

hacen uso de ecuaciones mecanicistas y se enfocan

Control biolégico de fitopatégenos, insectos y dcaros

en la interaccién entre el crecimiento microbiano y
la difusidén intraparticular de enzimas, productos
de la hidrdlisis y el oxigeno dentro de las particulas
que forman la matriz sélida. Estos modelos dan
una visién de cémo estos procesos a microescala
pueden potencialmente limitar el desempefio
global de un biorreactor ssk. Por ejemplo, el
modelo de Rottenbacher, Schossler y Bauer
(1987) describe un sistema SsE poco convencional,
que incluye pellets prensados de Saccharomyces
cerevisiae dentro de un biorreactor de lecho
fluidizado en el que se nebuliza glucosa a presién
para la obtencién de etanol. El modelo se enfoca
en la difusién intraparticular y la reaccién de la
glucosa con el resultante crecimiento y produccién

de etanol.

Un modelo para hongos filamentosos que fue
desarrollado por Nopharatana, Howes, y Mitchell
(1998) describe el crecimiento de las hifas fungicas
por encima de la superficie de la particula sélida.
El modelo predice cémo cambia con el tiempo
la distribucién de la biomasa hifal con respecto
a la altura por encima de la superficie, y cémo
esta depende, a su vez, de la difusién de glucosa
desde la superficie del sustrato hacia los extremos
hifales que se extienden en el espacio libre rico en

oxigeno.

Otros criterios de escalamiento

Segtin el tipo de fermentacién, el microorganismo
empleado, los requerimientos de este para el
crecimiento, los fenémenos limitantes del bioproceso
y otros numerosos factores, es posible disefiar una
estrategia de escalamiento especifica o “personalizada”
que tenga aplicabilidad prictica. Por ejemplo, uno de
los limitantes menos analizados en el escalado hacia
arriba es la “capacidad de control” de los biorreactores
usados en las diferentes escalas de investigacidn.
En general, los biorreactores de laboratorio poseen
numerosos lazos de control que permiten tanto
el monitoreo como el ajuste minucioso, preciso
y automitico de todas las principales variables
involucradas: temperatura, agitacidn, aireacidn, nivel
de oxigeno disuelto, presidn, control de espuma y

pH, entre otros. A medida que se aumenta la escala
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(laboratorio ==> piloto ==> industrial), el nimero
de lazos de control disminuye considerablemente,
incluso, algunas variables deben ser controladas de
forma manual. Esta situacién es critica también cuando
se va a transferir un know-how a un potencial cliente
industrial que no cuente con equipos de fermentacién
con alto nivel de automatizacién y control. En estos
casos, se puede generar una estrategia de escalamiento
robusta que debe ser “simplificada” para que pueda

tener aplicacién en la escala més alta.

Diaz, Garciay Mejia (2015), por ejemplo, desarrollaron
una estrategia de escalamiento para la rizobacteria
B. amyloliquefaciens, que se basé en los criterios
convencionales de similitud geométrica y velocidad
de punta del impulsor asociado a la identificacién
de un factor critico sobre el crecimiento microbial,
en este caso, la concentracién minima de oxigeno
disuelto. Con esto, se generaron todas las cinéticas
asociadas al microorganismo (crecimiento, consumo
de sustrato, oxigeno disuelto y pH) y los perfiles
asociados al control tipo cascada del proceso a escala
de laboratorio, con el fin de satisfacer la concentracién
minima de oxigeno disuelto. Los datos cinéticos de las
variables operacionales de agitacién y caudal de aire
se transformaron mediante la aplicacién de un andlisis
del tipo de drea bajo la curva. Lo anterior permiti6
obtener una estrategia tipo delta o escalén (figura
12.6), que se pudo implementar en un biorreactor
a nivel piloto y que es posible implementar a nivel
industrial, aun si se cuenta solamente con un control

manual del bioproceso.

Cuando esta estrategia de escalamiento se aplicé
para la produccién de biomasa de la rizobacteria
B. amyloliquefaciens Bs006 a nivel piloto (100
L), se obtuvo una biomasa seca de 1,95 g/l, una
productividad de 0,08 g/L+h, un rendimiento de 4,94
g/g y un porcentaje de esporulacién mayor al 97 %.
Estos valores estuvieron en un rango inferior a un
cv del 10% con respecto a los obtenidos a nivel de
laboratorio (10 L), lo que demostré la factibilidad y
aplicabilidad de dicha estrategia.
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Cambio de escala de operaciones
. . «“ ¢ "
unitarias “aguas abajo

Las operaciones unitarias “aguas abajo” se refieren
a todas las operaciones o procesos que se realizan
después del proceso de fermentacién. Por lo general,
incluyen las operaciones de concentracidn, separacidn,
y purificacién del ingrediente activo, mezcla, secado y

empaque del bioproducto formulado (figura 12.7).

La estandarizacién de estas operaciones unita-
rias es clave para la obtencién de un ingrediente activo
(biomasa hiimeda y caldo de fermentacién) con las
caracteristicas (humedad, concentracién, pureza qui-
mica, pH, etc.) que se requieren para operaciones
unitarias de formu-lacién como la mezcla y la
granulacién. Sin embargo, la documentacién sobre la
estandarizacién de estas operaciones es muy escasa
en la literatura cientifica, debido a los requisitos de
equipos necesarios a escala piloto y a la reserva propia
de la informacién generada a escala industrial. Por
ejemplo, para la obtencién de un bioproducto para el
control de fitopatégenos en hortalizas a base del hongo
Trichoderma koningiopsis, en Corpoica se llevé a cabo
el escalamiento de las operaciones unitarias de lavado y
separacién de la biomasa obtenida mediante un proceso
de fermentacién sélida sobre un sustrato natural.
Inicialmente, se estandarizaron las dos operaciones
a escala de laboratorio con el fin de identificar
pardmetros claves de cada proceso (volimenes, tiempos,
velocidades y esfuerzos cortantes) y asi generar limites
de aceptacién asociados a la calidad del ingrediente
activo (concentracién, viabilidad y humedad, entre
otros). La validez de esta informacién experimental
se comprobé usando equipamiento a escala piloto y
demostrando la reproducibilidad de los resultados con
la aplicacién en varios lotes de produccién en tiempos
distintos. En los casos requeridos, fue necesario llevar
a cabo ajustes secuenciales para satisfacer los limites de
aceptacién determinados previamente (Gémez, Diaz,

& Cruz, 2011).
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Figura 12.6. Estrategia de escalamiento basada en la capacidad de control del sistema. a. Cinética de control del caudal
de aire para B. amyloliquefaciens Bs006 en un biorreactor sTR a nivel de laboratorio (10 litros) y correspondencia
de ajuste a un modelo tipo delta; b. Estrategia de control manual tipo delta para los pardmetros operacionales de
agitacién y aireacidn para B. amyloliquefaciens Bs006 a nivel piloto (100 litros).

Fuente: Diaz, Garcia y Mejia (2015)

Andrés Diaz G., Martha Gémez A., Erika Grijalba B., Adriana Santos D., Fredy Cruz B., Diana Leén M., Erika Alarcén T., Alba Marina Cotes

675



Volumen 2. Aplicaciones y perspectivas

Fotos: Grupo de Investigacién Planta Piloto de Bioproductos de Corpoica
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Figura 12.7. Etapas tipicas para la obtencién de un bioplaguicida granulado en piloto. a. Mezcla del ingrediente
activo con excipientes; b. Granulacién en granulador oscilante; ¢. Secado por fluidizacién; d. Aspecto de un granulado.
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Ajuste y cambio
de escala de las formulaciones

En esta etapa se realiza la optimizacién del prototipo,
se determina su actividad en pruebas controladas o de
campo y se lleva a cabo el escalamiento de laboratorio
a nivel de planta piloto. También en esta etapa se
desarrolla el perfeccionamiento del modelo de negocio
y se evaltian las ecuaciones de valor para validar los
beneficios del bioproducto. Se realiza, ademis, un
acercamiento mds detallado al mercado (segmentos
objetivo, evaluacién de costos y precio, canales y
relacién con el cliente), la planificacién de recursos y
actividades, la seleccidén de aliados y el flujo de ingresos

y costos.

Para ilustrar lo mencionado, se refiere la experiencia
llevada a cabo en Corpoica con el escalamiento de
dos formulaciones a base del hongo Trichoderma
koningiopsis: un granulado dispersable (wa) y un
polvo mojable (wp). Se analizaron las operaciones
unitarias con cuatro lotes de produccién piloto. Para
el granulado dispersable se identificaron tres puntos
criticos: humedad de la mezcla, pérdidas totales y el
rendimiento de lotes de produccién. Para el polvo
mojable se identificaron cuatro puntos criticos:
rendimiento en la separacién, concentracién de la
mezcla, pérdidas totales y el rendimiento de lotes
de produccién. Con esta informacién se procedid
a generar la férmula maestra de produccién de los
dos productos, la cual contiene todos los protocolos
operativos estindar de las diferentes operaciones
involucradas en el proceso de manufactura (incluyendo
el proceso de fermentacién) y tiene por objeto definir
las especificaciones de todos los materiales y métodos
de fabricacidn e inspeccién. También sirve como guia
para el personal relacionado con el proceso general de
manufactura del bioproducto (Gémez et al., 2010).

Costos de producciéon

La determinacién de los costos de produccién permite
definir el precio de venta del producto en el mercado. El
precio se puede establecer de dos maneras: la primera

es a partir del margen que se requiere para obtener un
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beneficio sobre el producto y la segunda es ver cudl

es el valor en el mercado y a qué precio serd aceptado

(Ravensberg, 2011).

El precio de venta depende de la demanda del producto
en el mercado y del precio de otras medidas de control
de la competencia. El precio del producto es a menudo
alto en los primeros afios, después de su lanzamiento,
con el fin de obtener el retorno de la inversién en un

periodo corto.

Lamentablemente, las otras propiedades favorables de
los productos de control bioldgico (seguridad para el
ser humano, carencia de residualidad, seguridad con el
medio ambiente, etc.) son dificiles de explotar en un
precio de venta. La competencia se basa principalmente
en factores tradicionales como la eficacia y los costos

(Ravensberg, 2011).

Los costos de produccién pueden dividirse en costos
fijos y variables o en costos directos e indirectos. Los
costos fijos suelen ser los gastos de produccién: las
instalaciones y los equipos de produccién. Estos
tltimos incluyen los biorreactores y los equipos de
formulacién y envasado. Los costos de instalacién y
de equipos son calculados normalmente mediante un
factor de depreciacién. Adicionalmente, los costos de
investigacidén y desarrollo, como se realizan antes de
lanzar el producto, son considerados también costos

fijos (Ravensberg, 2011).

Cuando una empresa tiene personal permanente en
I+D, los costos son vistos como fijos, y parte de ellos
puede atribuirse a un determinado producto. Después
de la produccién comercial de un producto, si la
investigacién es necesaria para mejorar el producto o
Su uso, estos costos se considerarin como variables.
En el caso de los bioplaguicidas, los costos de registro
pueden ser un factor importante y pueden ser
contabilizados como costos fijos, ya que se consideran
como una inversién y pueden ser calculados con un

factor de depreciacién (Ravensberg, 2011).

Los costos variables incluyen los costos de las materias
primas (medios de produccién e ingredientes de
formulacién): energia, combustible, agua, vapor,
costos de materiales de empaque y embalaje y costos
laborales de mano de obra. Los costos de control de
calidad y eliminacién de residuos dependen del nivel
de produccién (rao, 1998; Ravensberg, 2011).
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Estrategias de mercadeo

Una estrategia de mercadeo es la creacién de acciones
o ticticas para lograr los objetivos comerciales de la
empresa en un mercado especifico. El desarrollo de
una estrategia de mercadeo suele dividirse en cinco
aspectos generales: el anilisis del consumidor final,
entrega final del producto al consumidor (empaque,

dosis, etc.), la definicidén de precios, la marca, las ventas

y la distribucién (Union, 2017).

El anilisis del consumidor final consiste en descifrar la
manera como piensan los clientes y todos los aspectos
que podrian influenciar sus decisiones de compra. Los
segmentos de clientes en el sector agricola se pueden
clasificar en funcién de distintos criterios: su tamafio
como segmento, el tipo de cultivo que trabajan, la forma
en que consultan la informacién, el modelo preferencial
de compra de insumos (ya sea a través de un ejecutivo,

un almacén u otro mecanismo) (pmg, 2017).

En el disefio de la estrategia de ventas y distri-
bucién, se desarrolla la red de representantes y se

gestionan los canales de distribucién para tener

2/ b/

una participacién en el mercado (Union, 2017).
Debido a que los bioplaguicidas requieren de un
conocimiento previo para su aplicacién, es necesario
capacitar no solo al usuario final, sino también a
los distribuidores seleccionados. La seleccién de
la estrategia de distribucién depende del tamafo
y la naturaleza del fabricante. Una gran empresa
agroquimica, por ejemplo, puede utilizar sus propios
puntos de venta para su distribucién, mientras que
una pequefia puede necesitar otras compaiias como
sus distribuidores. El uso de grandes empresas
agroquimicas como distribuidores no ha dado como
resultado ventas exitosas de bioplaguicidas (CPL
Business Consultants, 2006), mientras que la alianza
con pequefias empresas ha tenido mayor éxito,
aunque con un volumen de ventas menor. Para el
productor es de gran importancia tener conciencia
sobre el rol de los distribuidores, quienes deben
saber sobre el modo de uso del plaguicida y, por lo
tanto, ser entrenados periddicamente. Ademds de
esta funcidn, las instalaciones de almacenamiento,
el seguimiento de las fechas de caducidad de los

productos y el transporte son una tarea relevante para

los distribuidores (Ravensberg, 2011).

Fotos: Grupo de Investigacién Planta Piloto de Bioproductos de Corpoica

Figura 12.8. Productos bioplaguicidas registrados por AGrRosAvIA. a. Tricotec®; b. Baculovirus®; c. Lecabiol®.
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Registro y transferencia
de la tecnologia

En esta etapa se debe cumplir con la reglamentacién
vigente en el pais para el registro de bioproductos
y se deben generar e implementar estrategias de
vinculacién y mercadeo especificas y adecuadas, que
conduzcan a que la tecnologia desarrollada y escalada
en las etapas previas sea efectivamente adoptada por

los clientes.

Registro

El tiempo de desarrollo de un producto y el tiempo
de registro deben ser estimados de forma tan precisa
como sea posible. El primero estd en manos del
fabricante, al menos en gran medida, razén por la cual
se puede hacer una estimacién. El segundo depende
de las autoridades regulatorias y es, por tanto, dificil
de predecir. En Europa, el registro de un bioinsumo
puede tardar mis de cinco afios (Ravensberg, 2011).
En Colombia, se estima un tiempo aproximado de
dos a tres afios, y el trdmite de solicitud de registro de
venta de bioinsumos se realiza a través del Instituto
Colombiano Agropecuario (1ca), especificamente,
del Departamento de Inocuidad e Insumos Agricolas,
de acuerdo con el cumplimiento de los requisitos
de la Resolucién 0698 del 4 de febrero de 2011. En
el capitulo 15 se amplia la informacién sobre los

requerimientos para el registro de bioplaguicidas.

Corpoica cuenta con tres bioplaguicidas registrados:
Tricotec, Lecabiol y Baculovirus-Corpoica (figura
12.8). Tricotec (a base de Trichoderma koningiopsis)
para el control de Fusarium oxysporum y Rhizoctonia

solani en tomate, de Sclerotinia minor y S. sclerotiorum
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en lechuga y de Rhizoctonia solani en arroz. Lecabiol
(a base de Lecanicillium lecanii) para el control de la
mosca blanca en algodén. Baculovirus para el control
de Tecia solanivora y Phthorimaea operculella en papa

en almacenamiento.

Implementacién
del modelo de negocio

La implementacién del modelo de negocio consiste
en llevar el disefio del modelo a la realidad, a través de
acciones claras y datos especificos. La implementacién
debe tener en cuenta los eslabones que conforman
la cadena de valor (proveedores, distribuidores,
productores, clientes, etc.) y las interacciones entre
estos. En Corpoica, el disefio del modelo y su
implementacidn se realizan a la par del desarrollo de
cada bioproducto. La propuesta de valor, que inicia
como una hipétesis, se va definiendo de manera
especifica con el desarrollo de pruebas en campo y
con el acercamiento que se tiene con el segmento del
mercado. También durante el desarrollo de las pruebas
se identifican los recursos y actividades requeridas
de produccidn, distribucidén u otras, y se realiza la
busqueda de aliados, con quienes se formaliza la
relacién a través de contratos de produccién, maquila,
transferencia, distribucién u otra modalidad que
permita definir la relacién comercial. La interaccién
con los clientes normalmente se hard a través de
un aliado en distribucién, con quien se define la
forma de hacer llegar el producto a los clientes y el
acercamiento con estos. Por dltimo, la definicién de
la estructura de costos e ingresos se hace teniendo
en cuenta los requerimientos de produccién del
bioinsumo y las relaciones con los aliados, a partir de
lo cual se distribuyen los costos y flujos de acuerdo
con los mérgenes establecidos para cada eslabén
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Conclusiones y perspectivas

La diferencia entre los plaguicidas quimicos y los bioplaguicidas microbiales es que estos
ultimos estdn constituidos por organismos vivos que tienen la capacidad de proliferar
en el campo y que responden al medioambiente de diferentes maneras. Por esta razén,
es dificil predecir sus reacciones intrinsecas en la interaccién con las plantas objeto de
control, las plagas, el microbioma circundante y los demds factores bidticos o abidticos

con los que se relacionan.

La necesidad de un desarrollo sostenible de la agricultura ha fomentado muchas
iniciativas que han estimulado el desarrollo de métodos alternativos que permitan
reducir el uso de plaguicidas quimicos en el control de plagas. Los bioplaguicidas
microbianos representan, por tanto, una de las alternativas mds prometedoras y, aunque
su comercializacién sigue siendo marginal, la demanda estd aumentando constantemente
en todas partes del mundo. Este significativo aumento coincide con el crecimiento del
control biolégico de plagas en cultivos de alto valor como hortalizas producidas en
invernadero, cultivos fruticolas, vifiedos y forestales entre otros. De otra parte, a pesar de
que el control biolégico ha mostrado un importante desarrollo en agricultura orgdnica,
el futuro mds prometedor de los bioplaguicidas se encuentra en los programas de manejo

integrado de plagas (m1p).

A pesar de que hay avances significativos en el conocimiento cientifico y tecnoldgico
sobre el desarrollo de bioplaguicidas, son pocos los casos en que se han producido
formulaciones con una alta y consistente actividad biocontroladora, que ademds tengan
un amplio espectro de uso y respondan a los desafios econémicos. Aunque se han
desarrollado muchos bioproductos, varios de ellos han sido retirados del mercado antes
de lograr éxito comercial. En los tltimos afios, ha habido importantes avances en el
desarrollo y produccién industrial de bioplaguicidas, pero estos atn siguen ocupando
un pequeno porcentaje de los productos usados para proteccién de cultivos. En muchos
casos, los centros de investigacidén o las empresas desarrollan excelentes bioplaguicidas,
pero no logran posicionarlos ante los productores. Por esta razén, un producto solo es
efectivo si genera impacto en condiciones de campo y si es respaldado por una sélida

estrategia de mercado, que garantice la confiabilidad y rentabilidad.
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La produccién de un bioplaguicida no solo requiere del conocimiento detallado de la
microbiologia y fisiologia del microorganismo biocontrolador, sino del conocimiento de
la biologia de Ia plaga, de los aspectos epidemiolégicos que definen su efecto nocivo
sobre el cultivo, asi como de la fisiologia de la planta. Ademds de esto, se debe abordar
una serie de desafios tecnoldgicos relacionados con el proceso de fermentacién, el
tipo de formulacién, la poblacién de plagas frente a la poblacién microorganismos
biocontroladores y los sistemas de aplicacién utilizados. Por lo tanto, antes del
desarrollo y la aplicacién de una formulacién, es necesario comprender la ecologia de
la interaccién entre el microorganismo biocontrolador, la planta hospedera y la plaga.
Asi mismo, en el desarrollo de bioplaguicidas se debe considerar cada paso: la seleccién
del microorganismo, el método de produccidn, el sistema de entrega, la tecnologia de
aplicacidn, los factores que afectan su desarrollo y persistencia en el medio ambiente y,
en ultima instancia, la disponibilidad del producto en el mercado y las diversas acciones
de posicionamiento de este para lograr el reconocimiento y aceptacién por parte de los

agricultores.
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