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RESUMEN

El éxito de un bioproducto a base de microorganismos depende de que la formulacién sea adecuada para su uso y esta-
ble en condiciones de almacenamiento. En este contexto, se evalud la estabilidad de cuatro sistemas de liberacion para la
formulacién de conidios del hongo antagonista Trichoderma asperellum Samuels, Lieckfeldt & Nirenberg (polvo mojable,
granulo cubierto, granulo dispersable y concentrado emulsionable). La estabilidad de los prototipos almacenados a 4 °C
y 30 °C fue evaluada durante seis meses mediante la determinacién de caracteristicas microbioldgicas y fisicoquimicas.
Los productos almacenados a 4 °C fueron mas estables que los almacenados a 30 °C; presentando estos ultimos una
pérdida total de la germinacion después de seis meses de almacenamiento, con excepcion del polvo mojable (WP) que
mantuvo su germinacién por encima del 80%. Dentro de los sistemas de entrega, el polvo mojable fue el prototipo mas
estable, manteniendo una germinacién de conidios mayor al 85% y una viabilidad de 1x10® unidades formadoras de colo-
nias por gramo (UFC/g). Esta formulacion ademas mantuvo las propiedades fisicoquimicas dentro de los estandares de
calidad cuando fue almacenada bajo condiciones de refrigeracion.

Palabras clave: bioplaguicida, formulacion, trichoderma, polvo mojable, granulo cubierto, granulo dispersable, concen-
trado emulsionable.

ABSTRACT

The success of a microorganism-based bio product depends on an appropriate formulation for use, stable under storage
conditions. In this context, four delivery systems were evaluated for the formulation of conidia of the antagonist fungus
Trichoderma asperellum (wettable powder, coated granule, dispersible granule and emulsifiable concentrate). The stability
of the prototypes stored at 4°C and 30°C was assessed for six months by determining microbiological and physicochemical
characteristics. The products stored at 4°C were more stable than those stored at 30°C, the latter presenting a total loss of
germination except for the wettable powder (WP), which presented a germination of over 80% after six months of storage.
Within delivery systems, wettable powder was the most stable prototype, maintaining conidia germination above 85% and
viability in 1x108 colony forming units per gram (UFC/g). This formulation also maintained all physicochemical properties
within quality standards, when stored under refrigeration.

Keywords: biopesticides, formulation, trichoderma, wettable powder, coated granule, dispersible granule, emulsifiable
concentrate.
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INTRODUCCION

El uso de bioproductos a base de microorganismos benéficos es
una alternativa que permite el manejo sostenible de los cultivos,
minimiza los problemas de contaminacién ambiental, los riesgos
para la salud de los operarios y reduce el riesgo de presencia de
trazas de agroquimicos en los productos agricolas (Bettiol et al.,
2014). Entre los microorganismos benéficos que mas se utili-
zan en la agricultura actual se encuentran mas de 200 especies
del género Trichoderma, entre las que se destaca T. asperellum
Samuels, Lieckfeldt & Nirenberg por poseer la capacidad de indu-
cir resistencia sistémica en algunas plantas y por su accién sobre
patégenos de importancia agricola como Pseudomonas syringae
pv. lachrymans en pepino (Cucumis sativus) y Fusarium oxyspo-
rum f. sp. cubense en banano (Musa x paradisiaca) (Yedidia et al.,
2003.; Thangavelu y Gopi, 2015; Bissett et al., 2015).

La comercializacién y uso masivo de agentes de control bio-
légico requiere el desarrollo de formulaciones eficientes, esta-
bles y factibles desde el punto de vista técnico y econémico.
Para esto es necesario desarrollar sistemas de produccién y
formulacion éptimos que resulten en productos de la misma
o mayor eficacia que los agroquimicos (Santos et al., 2012).

El tipo de formulacién dependera de la forma de aplicacién
del producto y el modo de accion del ingrediente activo, siendo
los sistemas de liberacion mas utilizados para la formulacion
de microorganismos: polvo para espolvoreo, polvo mojable
(WP), polvo seco para recubrimiento de semillas, granulos,
microgranulos, granulos dispersables (WG), granulo encapsu-
lado o cubierto (CG), emulsiones (E), suspension concentrada,
dispersién en aceite, suspoemulsiones y suspension de mi-
croencapsulados (Diaz et al., 2018). Los polvos mojables son
aquellos que requieren ser reconstituidos en agua para su apli-
cacion. Los granulados son formulaciones sélidas preparadas
mediante la aglomeracién de particulas; los mas utilizados
son los granulos dispersables, que se aplican en forma de dis-
persion luego de su desintegraciéon en agua. Los granulados
cubiertos o encapsulados son aquellos que poseen una cober-
tura para la proteccién o la liberacién controlada de la sustan-
cia activa. 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 (Burges, 1998; Fer-
nandez, 2001; FAO, 2004).

En este contexto, el objetivo del presente estudio fue selec-
cionar un sistema de liberacion para los conidios de T. aspere-
Illum, con base en la evaluacion de la estabilidad microbiolégi-
cay fisicoquimica de cuatro prototipos de formulacion.

MATERIALES Y METODOS
Microorganismo

Se utilizé la cepa T. asperellum Ta001, aislada e identifica-
da por el Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias
en Ecuador (INIAP), Estacion Experimental Litoral Sur (EELS),
en el afio 2010. Esta cepa liofilizada se conserva en crioviales
mantenidos en camaras de desecacion a 19 °C.

Produccion masiva de T. asperellum

La cepa liofilizada de T. asperellumTa001 se reactivé mediante
siembra en cajas de Petri con medio papa dextrosa agar (PDA)
con 4acido lactico, que fueron incubadas por 7 dias a 25 °C.

El sustrato de produccién fue arroz, el cual se hidrat6 en agua
a 70 °C por 20 minutos, se filtré y se dejé secar a temperatura
ambiente por 20 minutos. Muestras de 100 g de arroz hidrata-
do se colocaron en bolsas de polietileno de alta densidad
(8 cm x 12 cm), las cuales fueron selladas con grapas y esteri-
lizadas en autoclave. Una vez frias, fueron inoculadas con 10 ml de
una suspension de conidios preparada en solucién de Triton
X-100 al 0,1%, sacarosa al 10% y ajustada a una concentracion
de 10’conidios/ml mediante recuento en camara Neubauer.
Las bolsas se incubaron 7 dias a 25 °C y posteriormente el
sustrato esporulado se transfirié a fundas de papel que se in-
cubaron a 19 °C con humedad relativa del 60% por 7 dias.

Extraccion de conidios de T. asperellum

Los conidios se cosecharon por via seca utilizando un tamiz
de 500 pm ensamblado sobre un tamiz de 250 pm sujeto a una
bolsa de recoleccién. Los tamices fueron agitados manualmen-
te por 5 minutos con movimientos horizontales y se recupera-
ron los conidios colectados en la bolsa, obteniéndose 3,5 g de
conidios puros por cada 100 g de arroz esporulado seco.

Formulacién

Los prototipos de formulacion (seleccionados por la facilidad
de aplicacion en el campo y su factibilidad técnica y econdmica)
fueron elaborados siguiendo las composiciones descritas en la
tabla 1. La bentonita, talco y zeolita fueron previamente esteri-
lizados en estufa Memmert SN 30 a 100 °C, durante 24 horas.

- Polvo mojable (WP): los conidios secos de T. asperellum se
mezclaron manualmente con los excipientes hasta obtenerse
un producto homogéneo que presenté una humedad del 2,20%.

- Granulo cubierto (CG): se preparé un gel acuoso al 0,05%
de goma previamente mezclada con aceite vegetal. Los co-
nidios secos fueron adicionados al gel y este fue mezcla-
do con la zeolita empleada como ntcleo de recubrimiento.
Se adicionaron los excipientes secos en polvo y se mez-
claron hasta obtener particulas de flujo libre. Los granulos
cubiertos fueron secados al ambiente (18 °C, HR 60%) por
24 horas (Swaminathan et al., 2016). El producto terminado
presenté una humedad del 6,15%.

Ingredientes WP CG WG EC
Bentoai'f?; Talco 87 6 82 0
Almidén 7 0 5 0
Zeolita 0 86 0 0
Goma natural 0 1 1 0
Aceite vegetal 0 1 0 0

Aceite mineral 0 0 0 87
Tensioactivo 0 1 1 5

Conidios secos 6 5 11

Tabla 1. Composicién porcentual en base seca de los bioformula-
dos con base en conidios de T. asperellum. Realizada para la pu-
blicacion.

*Bentonita (Bentotec, Ecuador), Talco (Ecuaminerales, Ecuador)
Zeolita (Minmetec, Ecuador), Goma Natural, Aceites y Tensoactivo
(La casa de los quimicos, Ecuador).
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- Granulo dispersable (WG): se preparé un gel acuoso al
0,02% con la goma y el tensioactivo (Triton X-100). Poste-
riormente se afadieron los excipientes en polvo y los coni-
dios del hongo. La masa obtenida fue granulada via hiime-
da a través de una malla (1 mm) y los granulos se secaron
al ambiente (18 °C, HR 60%) por 22 horas hasta alcanzar un
5,58% de humedad.

- Concentrado emulsionable (EC): los excipientes fueron
mezclados con los conidios utilizando un mezclador de alta
velocidad Polytron™PT 2100 a 1500 rpm por 5 min.

Estabilidad en almacenamiento

Muestras de 300 g de los prototipos sélidos y 10 g de co-
nidios puros (tratamiento control) fueron empacados en fun-
das metalizadas (laminado de polietileno y de aluminio) tipo
Ziploc® con capacidad de 500 g y 20 g respectivamente (10
unidades experimentales/prototipo). Para el formulado liquido
diez muestras de 300 ml se envasaron en frascos de vidrio de
color ambar de 500 ml de capacidad. Antes de iniciar el alma-
cenamiento se determinaron las caracteristicas microbiolégi-
cas (contenido de contaminantes, porcentaje de germinacion
y viabilidad) y fisicoquimicas (actividad de agua, pH, porcen-
taje de humedad, estabilidad del concentrado emulsionable,
tamaiio de la particula, densidad apisonada, humectabilidad
y suspendabilidad). Las unidades experimentales (UE) fueron
almacenadas a 4 °C (temperatura de refrigeracion utilizada
para extender la vida til de los bioproductos) y 30 °C (tempe-
ratura promedio del lugar de origen del microorganismo utili-
zado), utilizando 5 UE/temperatura, de cada una de las cuales
se evaluaron dos muestras (duplicado) antes y pasados los
tres y seis meses de almacenamiento (minima vida util reque-
rida para que un bioinsumo sea comercializado), determinado
los parametros microbioldgicos y fisicoquimicos menciona-
dos anteriormente. Una funda del tratamiento control (coni-
dios puros sin formulacion) almacenado a cada temperatura
también fue retirada para la evaluacién de la viabilidad.

Pruebas microbioldgicas

- Viabilidad (UFC/g o ml)

Se utilizé la metodologia de diluciones seriadas y recuento
en placa descrita por Baez et al. (2019). Las muestras fue-
ron de 1 g o 1 ml, la siembra se realizé en medio de cultivo
PDA con Tritén x-100 al 0,1% y acido lactico. Las cajas se
incubaron durante 7 dias a 25 °C, momento en que se rea-
liz6 el recuento de colonias y el resultado se expresé en
UFC/g o ml.

Germinacion de conidios (%)

Las diluciones 102y 10 preparadas previamente para la
prueba de viabilidad fueron sembradas en medio de cultivo
PDA por duplicado e incubadas durante 24 horas a 25 °C.
Transcurrido este tiempo se realizé el conteo de conidios
germinados y no germinados en un microscopio de luz
(40X). El resultado se expres6é como el porcentaje de los
conidios germinados con respecto al total observado (Baez
etal., 2019).

- Contenido de contaminantes (UFC/g o ml)

El contenido de contaminantes fue estimado en las cajas
de Petri de la dilucién 10* sembradas para la prueba de via-
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bilidad, en las cuales se realizé un conteo de todas las colo-
nias diferentes a T. asperellum. Este resultado fue transfor-
mado a concentracién de contaminantes y posteriormente
expresado como UFC/g o ml.

Pruebas fisicoquimicas

- Humedad (%)
En un medidor de humedad Boeco Modelo BMA 150, se pe-
saron 2,0 g del producto en un plato de aluminio y se inici6é
el secado de la muestra a 100 °C hasta peso constante.

Actividad de agua (a,)

Esta variable se determiné en un medidor de a, Aqua Lab
modelo 4TE, utilizando muestras de 2,0 g o ml de los for-
mulados (Baez et al., 2019).

Densidad apisonada (g/ml)

La densidad apisonada se determiné para los prototipos
soélidos siguiendo la metodologia descrita por Baéz et al.
(2019). Se registro el volumen (V) de la muestra y la densi-
dad apisonadas (D) se calculé con la siguiente formula

_50g
D=

- pH
Muestras de 5,0 g o ml de formulado fueron reconstituidas
en 50 ml de agua destilada desionizada. La suspension se
homogenizé con agitador magnético a 150 rpm durante dos
minutos y se determiné el valor de pH mediante lectura con
un potenciometro HACH Sesién 3 previamente calibrado.

Humectabilidad (minutos)

Se utiliz6 la metodologia reportada por Béez et al. (2019) ba-
sada en la metodologia CIPAC MT 53. Se adicionaron 5 g del
producto desde una altura de 25 cm en un vaso de preci-
pitaciéon con 100 ml de agua destilada sin ningun tipo de
agitacion y se registro el tiempo en segundos que tardo el
producto en humedecerse completamente.

Suspendibilidad (%)

Este parametro fue determinado para los prototipos sélidos
siguiendo la metodologia descrita por Quiroga et al. (2011)
y basada en el método CIPAC MT 168. Muestras de producto
de 2,5 g se reconstituyeron en 50 ml de agua destilada y
posteriormente se colocé la suspension preparada en una
probeta de 250 ml con el mismo volumen de agua destilada.
El sistema se incubd a 30 °C por 30 minutos y se retiré el so-
brenadante. El sedimento fue secado 90 °C por 24 horas, el
peso final de los sélidos fue registrado y con este se calculd
el porcentaje de suspendibilidad.

Suspendibilidad (%)= 111] 1 (zATg )]

A = Peso de la masa seca en los 25 ml de residuo (sobrante
del proceso de extraccion del sistema).

Tamafio de particula (%)

El tamaio de particula se determiné mediante metodologia re-
portada por Béez et al. (2019) basada en el método CIPAC MT
197. Muestras de 10 g de producto se colocaron en una colum-
na de tamices de poro conocido ordenados de mayor a menor
(2 mm, 1,7 mm, 250 pm, 150 pm y 53 pm para formulaciones
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granuladas y 500 pm, 250 pm, 150 pm, 106 pm, y 53 pm para el
polvo mojable). La columna de tamices se ubicé en un agi-
tador vibratorio marca KARL KOLB que oper6 por 5 minutos
y transcurrido este tiempo se pesoé el material retenido en
cada tamiz, valor que se expres6 como porcentaje del peso
inicial de la muestra.

Estabilidad de la emulsion formada por el concentrado
emulsionable (ml)

Se utilizé la metodologia reportada por Béez et al. (2019)
basada en el método CIPAC MT 20. El concentrado emul-
sionable (2 ml) se reconstituy6 en 28 ml de agua destilada.
La emulsion formada se transfirid a una probeta, se llevo
a volumen de 100 ml con agua destilada, se agité con una
varilla de vidrio y se dejé en reposo durante una hora. Fi-
nalmente se registré el volumen de crema formado en la
superficie del sistema.

Diseiio experimental y analisis estadistico

El disefio experimental fue completamente al azar (DCA) con
arreglo factorial 5 x 2 (4 formulaciones y el control x 2 tempe-
raturas de almacenamiento) y medidas repetidas en el tiempo
a los 3 y 6 meses de almacenamiento. El estudio conté con un
total de 50 UE (10 UE/tratamiento). Todas las determinaciones
fueron analizadas por duplicado.

La normalidad y homocedasticidad de los datos se determi-
naron mediante las pruebas de Shapiro Wilks y Levene, respec-
tivamente. Una vez demostrados estos principios, se utilizé un
andlisis de varianza ANOVA Yy a las pruebas de comparacion de
medias por diferencia minima significativa (DMS) y Tukey con
95% de confiabilidad. Para las variables que no fueron paramé-
tricas se utilizé la prueba de Kruskall Wallis (95%). Los valores
de los parametros fisicoquimicos antes y después de almace-
namiento fueron comparados con una prueba de t-apareada
(95%). Se utilizé el programa estadistico Statistix version 8.0.

Germinacion (%)

Conidios

sin formular

a

Germinacion (%)

Conidios
sin formular

Tiempo de almacenamiento (meses)

mo

u3 6

Figura 1. Porcentajes de germinacion del hongo T. asperellum formulado con cuatro sistemas de liberacion vs. conidios sin formular
(Control) y almacenados durante seis meses a 4 °C (A) y 30 °C (B). (WP) Polvo mojable, (WG) Granulo dispersable, (CG) Granulo cubierto,
(EC) Concentrado emulsionable. Tratamientos con letras diferentes son significativamente diferentes segtin prueba de Tukey (95%).

Realizado para publicacién.

*La linea punteada en la figura A y B, muestra el limite aceptable para la germinacion (%).
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Andlisis para la seleccién del sistema de liberacion de
conidios de T. asperellum

Para la seleccion del sistema de liberacion mas estable
se utilizaron dos criterios de calificacion. El primero corres-
pondio a la estabilidad en almacenamiento definida por las
variables sin cambio estadisticamente significativo durante
el tiempo de almacenamiento y el segundo criterio se deno-
miné conformidad con los limites de aceptacion, referente a
variables que estuvieron dentro de los limites de aceptacion
antes y durante el tiempo de almacenamiento. Se utilizé un
sistema binario de calificacién en el que se asigné un valor
de uno (1) cuando se cumplié el criterio y un valor de cero (0)
en caso de no conformidad. Las variables fueron jerarquiza-

11,0
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das seguin importancia asignando un peso relativo expresado
en porcentaje, el cual fue multiplicado por valor de la suma
de la calificacion obtenida en los dos criterios evaluados por
variable. La puntuacidn total para cada prototipo se calculo
como la suma de las puntuaciones para cada factor pondera-
das segun su importancia relativa.

RESULTADOS
Estabilidad microbiolégica

La germinacién de los cuatro prototipos de formulacién al-
macenados en refrigeracion (4 °C) se redujo significativamen-
te (F = 32,5; gl = 68; p<0,0001) durante el almacenamiento con
respecto al valor inicial inmediatamente después de la manu-

10,0

o

Viabilidad (Log UFC/g o mL)

WP WG

11,0

CG EC Conidios

sin formular

10,0

9,0

8,0 4

7,0 4

6,0 4
5,0 -
4,0 -
3,0 4
2,04
1,04
0,00 4

Viabilidad (Log UFC/g o mL)

CG

EC Conidios

sin formular

Tiempo de almacenamiento (meses)

mo

m3 6

Figura 2. Viabilidad (UFC/g o ml) de T. asperellum formulado con cuatro sistemas de liberacion vs. conidios sin formular (Control) alma-
cenados durante seis meses a 4 °C (A) y 30 °C (B). (WP) Polvo mojable, (WG) Granulo dispersable, (CG) Granulo cubierto, (EC) Concen-
trado emulsionable. Tratamientos con letras diferentes son significativamente diferentes segtin prueba de Tukey (95%). Realizado para

publicacion.

*La linea punteada en la figura A y B, muestra el limite aceptable para la germinacion (%).
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. Sistema de Lty m 2l Valor medio después  Limite de aceptacion /
Propiedad . ) Temp. después de la .
liberacion .. del almacenamiento Fuente
formulacién
4°C 0,63+0,00
WP —_— 0,730,03
30°C 0,73+0,03
. . 4°C 0,7110,00 -
Densidad apisonada WG 0,66£0,04 0'6,’0 1,05 g/mL
(g/mL) 30°C 0.74+0.00 Béez et al., 2019
4°C 1,041+0,00
CG S 1,041£0,00
30°C 1,0410,00
4°C 80,20+0,36 >80% del material
WP —_— 80,46%1,21 <106 pym Baez et al.,
30 °C 79,50+0,73 2019
Tamafio de particula 4°C 89,98+1,19* >80% del material entre
(Porcentaje de WG ——  95,64+1,06 250 pm-1,7 mm
retencion) 30°C 96,0£0,71 Béaez et al., 2019
4°C 100,00+0,00 >80% del material entre
CG ——  100,00+0,00 250 pm-2,0 mm
30°C 100,00+0,00 Béez et al., 2019
4°C 2,79£0,31* 2%5%
wp 30°C 2,2040,25 2,82+0,43* Baezetal., 2019
4°C 5,22+0,28
Humedad e ———— 5584053 o oo
(%) 30°C 4,95+0,34 4%-8%
Villamizar et al., 2010
4°C 5,94+0,11*
CG S 6,15+0,13
30°C 5,73+0,23*
4°C 0,28+0,03
WP S 0,250,06
30°C 0,39+0,02*
4°C 0,5010,03* 02-0.7
a, w6 30°C 0,5910,04 0,48+0,05* Baez et al., 2019
4°C 0,47+0,00*
CG —_— 0,61£0,01
30°C 0,44+0,00*
4°C 6,22+0,09
WP _— 5,77+0,71
30°C 6,13+0,16
4°C 6,99+0,02* 5575
pH WG 30°C 6,57£0,19 6,96+0,08* Baez et al., 2019
4°C 6,84+0,02*
CG S 6,4310,07
30°C 6,77+0,03*
4°C 97,90+2,87
WP — . 97,184353
Suspendibilidad 30°C 97,26%2,36 >90%
(%) 4°C 98,23+1,61 Béaez et al., 2019
WG E—— 97,51+2,36
30°C 98,50+1,41
4°C
we 30°C > 1 min > 1 min <1 minuto
Humectabilidad FAO/WHO, 2002
(segundos) 4°C
WG —_— >1 min > 1min
30°C

Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas de las formulaciones sélidas antes y después de seis meses de almacenamiento a4 °Cy 30 °C. Los
resultados son el promedio de cinco réplicas * la desviacion estandar (SD). (Temp.) Temperatura de almacenamiento. Realizado para
publicacion. *Resultado significativamente diferente del valor inicial inmediatamente después de la formulacién.
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4°C 0,45+0,01* 0,2-0,7

a — 0,40£0,02 0,270,

w 30°C 0,46+0,02* Baezet al., 2019

4°C 5,58+0,07* 5,5-7,5

pH 30 °C 5,42+0,04 5,57+0,02* Baez etal., 2019

- 4°C Sin formacién de crema después de
E::::;:%id(riel_l)a _— 3,00 3,00 una hora de reposo

30°C Mohammad y Attia, 2015

Tabla 3. Propiedades fisicoquimicas del concentrado emulsionable antes y después de seis meses de almacenamientoa 4 °Cy 30 °C.
Realizado para publicacién. *Resultado significativamente diferente del valor inicial inmediatamente después de la formulacion.

Estabilidad 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 9,0
Conformidad 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 8,0
WP
Estabilidad 0 1 1 1 1 0 0 1 1 1 7,0
Conformidad 0 1 1 1 1 0 0 1 1 1 7,0
N _
Estabilidad 0 1 1 1 1 0 0 1 1 1 7,0
6 Conformidad 0 1 1 1 1 0 0 1 1 1 7,0
Estabilidad 0 1 1 1 1 0 0 1 1 1 7,0
Conformidad 0 1 1 1 1 0 0 1 1 1 7,0

Tabla 4. Seleccion del sistema de liberacién para conidios de T. asperellum mediante andlisis combinado de la estabilidad microbiolégica
y fisicoquimica, durante seis meses de almacenamientoa 4 °Cy 30 °C.
Realizado para publicacién.

factura (fig.1). Los prototipos CG, WG y EC presentaron germi- WP fue el tinico producto capaz de germinar después de seis

naciones finales entre el 75% y el 85% después de seis meses = meses de almacenamiento, con resultado del 80%.

y el prototipo WP fue el tinico que mantuvo la germinacion por La viabilidad inicial de los prototipos estuvo entre 3,92 x108

encima del 85%. y 6,48 x108 UFC/g o ml. No se detectaron diferencias signifi-
Los prototipos almacenados a 30 °C también redujeron sig-  cativas (F = 8,88; gl = 68; p >0,05) entre la viabilidad inicial,

nificativamente (F = 76,2; gl = 48; p<0,0001) la germinacién; el  intermedia y final de los formulados almacenados a 4 °C (fig. 2).
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Por el contrario, la viabilidad de los prototipos almacenados a
30 °C disminuy0 progresiva y significativamente (F = 145; gl = 63;
p <0.000) durante el almacenamiento.

En cuanto al contenido de contaminantes, no se evidenciaron
colonias diferentes a las tipicas de T. asperellum en ninguna
de las cajas de la dilucién 10 (diluciéon mas baja sembrada),
lo que sugiere que la concentracion inicial de microorganis-
mos contaminantes fue inferior a 10°UFC/g o ml; mantenién-
dose estable durante los 6 meses de almacenamiento.

Estabilidad fisicoquimica

La densidad apisonada de los tres prototipos soélidos se pre-
senta en la tabla 2. Después de 6 meses de almacenamiento,
esta caracteristica se redujo para el formulado WP y se incre-
mento en el WG, mientras que para el CG no present6 cambio.
En cuanto al tamafio de particula, el 80,46% de las particu-
las del prototipo WP pasaron a través del tamiz de 106 pm, el
granulo cubierto presenté un tamafo entre 250 pmy 2 mmy
el granulo dispersable entre 250 pm y 1,70 mm, sin cambios
durante el almacenamiento (tabla 2).

Aunque el CG presenté una reduccion significativa de la hu-
medad después de 6 meses de almacenamiento, los valores
obtenidos para este prototipo al igual que los presentados por
el WG durante los seis meses de almacenamientoa 4 °Cy 30 °C,
estuvieron dentro del rango de aceptacion (4%-8%) para esta
caracteristica. El prototipo WP registré los menores valores
de humedad con resultados inferiores al 3% (tabla 2). La acti-
vidad de agua de los cuatro sistemas de liberacion fue inferior
a 0,7 (tabla 2) y pH estuvo entre 5y 7.

Por un lado, los prototipos WP y WG presentaron suspendibi-
lidad estable durante los seis meses de almacenamiento a las
dos temperaturas evaluadas, con valores entre el 94% y 99%.
Por otro lado, la humectabilidad de dichos sistemas de libe-
racion estuvo por fuera del estandar de calidad (<1 minuto)
desde el momento de su manufactura.

La emulsion formada por el EC presenté crema con un vo-
lumen de 3 ml después de una hora de reposo (tabla 3), sin
detectarse cambios significativos en el comportamiento del
prototipo relacionados con la temperatura o el periodo de al-
macenamiento. Este volumen de crema fue superior al volu-
men de producto reconstituido (2 ml) y el resto del liquido se
torné translucido, pero manteniendo un color verde intenso y
homogéneo en todo el volumen.

Seleccion del sistema de liberacion de conidios de T.
asperellum

Enlatabla 4 se presentan los puntajes asignados a cada pro-
totipo en cada uno de los criterios evaluados. El sistema de
liberacion que alcanzé el mayor puntaje ponderado fue el WP
con un valor de 3,2 que fue superior al valor de 2,2 alcanzado
por los tres prototipos restantes.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Todos los prototipos de formulacién evidenciaron una re-
duccion en la capacidad de germinacion durante el almacena-
miento a las dos temperaturas. Esta pérdida de germinacién
es consecuencia del efecto negativo de la deshidratacion du-
rante los procesos de secado ya que causa dafios en la mem-
brana celular y lleva a la muerte durante el almacenamiento

o en el momento de la rehidratacién (Burges, 1998; Santos
et al., 2012). La composicion y proceso de formulacién tam-
bién pudieron jugar un papel importante en la estabilidad de
la geminacion, como lo demostraron Santos et al. (2012) al
comparar un polvo para espolvoreo y un granulo dispersable
a base de una cepa de T. asperellum y otra de T. koningiopsis.
Estos autores encontraron que el polvo para espolvoreo fue
mas estable, con al menos 10 meses de vida utila8 °Cy 18 °C.
Viera et al. (2018) también encontraron mayor estabilidad de
la viabilidad de T. asperellum y Purpuricillium lilacinus con for-
mulaciones soélidas (granulos y polvos) que con un concentra-
do emulsionable. El limite minimo de germinacion establecido
para asegurar que una formulacién comercial a base de hon-
gos actue rapidamente en campo es del 85% (Marin y Bustillo
2002), estandar de calidad que solamente fue mantenido en
este estudio por el prototipo WP almacenado a 4 °C.

Todos los prototipos almacenados a temperatura de refrige-
raciéon mantuvieron la viabilidad por encima del limite de acep-
tacion (>1x108UFC/g o ml) después de seis meses de almace-
namiento. Por el contrario, la viabilidad se vio negativamente
afectada cuando se incremento la temperatura (30 °C), efecto
ampliamente descrito para diferentes microorganismos y for-
mulaciones (Melin et al., 2006; Zhang et al., 2006; Santos et
al., 2012). La estabilidad bajo condiciones de refrigeracion se
debe a que las bajas temperaturas reducen la actividad meta-
bélica, evitando la produccion de metabolitos toxicos y el ago-
tamiento de nutrientes, lo que reduce la tasa de mortalidad de
los propagulos (Santos et al. 2012).

Cabe destacar que para las formulaciones CG y EC alma-
cenadas 6 meses que no presentaron germinacién a las 24
horas de incubacion, se obtuvieron colonias en la prueba de
viabilidad, lo que sugiere que algunos conidios se encontra-
ban viables, pero posiblemente en estados de latencia que
retrasaron su germinacion.

La estabilidad del prototipo WP podria estar relacionada con
su menor contenido de humedad (<3%) ya que bajos niveles
han sido recomendados para reducir al minimo los procesos
metabdlicos e inducir estados de latencia que mantengan la
viabilidad durante el almacenamiento (Inmediato et al., 2017).
Dichos estados de latencia son también favorecidos por bajos
niveles de actividad de agua (Swaminathan et al, 2016), como
los presentados por los prototipos evaluados en el presente
estudio, estos que se mantuvieron estables durante el alma-
cenamiento a las dos temperaturas. Este efecto pudo haber
sido determinante para el prototipo WP que presenté la menor
actividad de agua (0,28) y la mayor estabilidad de la viabilidad.

Los cuatro prototipos mostraron una alta pureza cumpliendo
con el limite de aceptacion para esta caracteristica, el cual co-
rresponde al <0,1% de la concentracion del ingrediente activo
(Marin y Bustillo, 2002). Un bajo contenido de contaminantes
es deseable, ya que otros microorganismos en la formulacién
pueden influir negativamente en la vida util y eficacia del pro-
ducto. Ademas, los contaminantes microbianos pueden ser
patégenos y representar un riesgo para la salud de los agricul-
tores y los consumidores finales (Ravensberg, 2011). El bajo
contenido de contaminantes en los prototipos elaborados en
este estudio se podria deber a la pureza del ingrediente activo,
el uso de excipientes de calidad farmacéutica y alimenticia y
la manufactura bajo condiciones de asepsia.

Los tres sistemas de liberacién sélidos presentaron baja hu-
mectabilidad, que sugiere hidrofobicidad de los conidios y los
excipientes o una baja densidad de la formulacién que retarda
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su mojado (Helman, 1982). Otra factor pudo ser una alta poro-
sidad, ya que un volumen considerable de aire en los espacios
intraparticulares aumenta la flotabilidad de las particulas difi-
cultando su mojado (Villamizar y Cotes, 2003).

El pH determinado en los cuatro prototipos se encontré den-
tro de los estandares de aceptacion, con valores entre 5y 7 re-
comendados para no causar efectos negativos en la viabilidad
del hongo (Marin y Bustillo, 2002). Los prototipos WP y WG
presentaron una suspendibilidad del 90% que se considera
adecuada para formulaciones dispersables de aplicacion con
equipos de aspersion. Sin embargo, otros autores han esta-
blecido limites mas permisibles como Hidalgo (2014), quien
considera que formulaciones de tipo polvo mojable y granulo
dispersable deben presentar suspendibilidad minima del 60%
para asegurar homogeneidad en la aplicacién.

Los prototipos solidos también presentaron homogeneidad del
tamano de la particula, lo que evitara problemas de segregacion o
aglomeracion durante el empaque y almacenamiento del producto.

La emulsién formada con el producto EC se consideré inestable
debido a la alta formacion de crema durante el periodo de repo-
so. La crema es una emulsion rica en fase oleosa que migra ala
superficie debido a una menor densidad con respecto al agua y
se observa de color blanco lechoso (Masmoundi et al., 2005).
El cremado observado en el presente estudio sugiere una ina-
propiada relacion de fases al momento de reconstituir (baja con-
centracion de fase oleosa o EC), la utilizacion de un tensioactivo
inadecuado o una baja concentracién de tensioactivo.

El WP obtuvo el puntaje final mas alto en el andlisis combi-
nado de parametros de calidad por ser el prototipo que mostré
la mejor estabilidad de la germinacion, uno de los parametros
mas importantes para determinar la vida util del producto.

La temperatura de almacenamiento fue el factor determi-
nante de la estabilidad de los prototipos de formulacién, cuyas
propiedades fisicoquimicas se mantuvieron estables a las dos
temperaturas evaluadas, pero evidenciaron una drastica re-
duccidn de su viabilidad a 30 °C. El polvo mojable (WP) fue se-
leccionado como el sistema de liberacion con mayor potencial
para desarrollar un bioproducto a base T. asperellum Ta001, el
cual mantuvo estable todos los parametros fisicoquimicos y
la viabilidad del microorganismo durante seis meses de alma-
cenamiento bajo condiciones de refrigeracion.
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