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Resumen

Metarhizium anisopliae es uno de los hongos entomopatdgenos mas utilizado en todo el mundo,
ademas es producido en masa para el control de insectos de diferentes érdenes, entre los que destaca
los lepidépteros, himendpteros, hemipteros, coledpteros, ortdpteros, entre otros. Uno de los
problemas mas grandes que han enfrentado los bioplaguicidas para su uso comercial en el control
biolégico de plagas, es la estabilidad de la vida util y la efectividad a nivel de campo. Debido a estos
factores se han desarrollado diferentes formulados que involucran técnicas de microencapsulacion
para hongos entomopatdgenos. Este proceso actia como una envoltura de una sustancia dentro de
otra, permitiendo asi el mantenimiento de la viabilidad y cada una de las propiedades. Una vez que se
identificd esta problematica se desarrolld esta revisién de literatura con el objetivo de evaluar el
proceso de microencapsulacién de conidios de Metarhizium anisopliae mediante dos técnicas de
encapsulado. Durante la revisién de literatura se realizd una breve descripcion del microorganismo,
en donde se exponen las generalidades de Metarhizium anisopliae. Se describieron los procesos de
formulacion y almacenamiento de hongos entomopatdgenos, enfatizando en el proceso de secado
por aspersion y gelificacion idnica. Se evalud el control de calidad tomando en cuenta la concentracidn
de conidios por gramo, el porcentaje de viabilidad antes y después del proceso de encapsulado y
finalmente pruebas de patogenicidad posterior al microencapsulado mediante las dos técnicas. Ambas
técnicas de encapsulado ofrecen resultados satisfactorios, cada una ofreciendo ventajas y desventajas
de acuerdo con el material a encapsular y el uso al que se destina.
Palabras clave: Esporas, gelificacion idnica, Metarhizium anisopliae, métodos de secado,

microencapsulacion, secado por aspersion.



Abstract

Metarhizium anisopliae is one of the most widely used entomopathogenic fungi in the world, it is also
mass produced for the control of insects of different orders, among which Lepidoptera, Hymenoptera,
Hemiptera, Coleoptera, Orthoptera. One of the biggest problems bio pesticides have faced for
commercial use in biological pest control is shelf-life stability and field effectiveness. Due to these
factors, different formulations have been developed that involve microencapsulation techniques for
entomopathogenic fungi. This process acts as an envelope of one substance within another, thus
allowing the maintenance of viability and each of the properties. Once this problem was identified,
this literature review was developed with the aim of evaluating the microencapsulation process of
Metarhizium anisopliae conidia by means of two encapsulation techniques such as spray drying and
ionic gelation. During the literature review, a brief description of the microorganism was made, where
the generalities of Metarhizium anisopliae are exposed. The formulation and storage processes of
entomopathogenic fungi were described. The quality control was evaluated considering the
concentration of conidia per gram, the percentage of viability before and after the encapsulation
process and finally pathogenicity tests after microencapsulation using spray drying and ionic gelation.
Both encapsulation techniques offer satisfactory results, each offering advantages and disadvantages
according to the material to be encapsulated and the use to which it is intended.

Keywords: drying methods, ionic gelation, Metarhizium anisopliae, microencapsulation,

spores, spray drying.
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Introduccion

Uno de los factores que limita la produccién de los cultivos agricolas son las plagas. El uso
indiscriminado de insecticidas orgdnicos sintéticos ha traido como consecuencia la seleccidon de
individuos resistentes, la resurgencia de nuevas plagas y la contaminaciéon ambiental y del hombre.
Estos factores han hecho posible el replanteamiento de las practicas de control de plagas (Cafiedo y
Ames 2004).

El control biolégico puede definirse como el uso de un organismo para suprimir las actividades
y poblaciones de otro organismo y se ha utilizado para manejar insectos plaga, patégenos y malas
hierbas y otros tipos de plantas no deseadas (Mejia 2015). Existen muchos desafios en el desarrollo,
formulaciéon y aplicacién de los productos de control bioldgico, que incluyen la estabilidad de la vida
atil, la inactividad en campo debido a la alta exposicion a rayos UV y la actividad residual después de
las aplicaciones. Estos pueden superarse formulando el producto de diversas formas y utilizando
aditivos o técnicas de produccion que sean adecuadas al medio de reproduccidn de estas. El desarrollo
de formulaciones adecuadas es un componente clave para transformar los agentes de control
biolégico en bioplaguicidas. El desafio es optimizar la formulacion para que sea practica y
econdémicamente viable (Jones y Burges 1998).

Los procesos de microencapsulacidn fueron desarrollados entre los afios 1930 y 1940 por la
National Cash Register para la aplicacion comercial de un tinte a partir de grenetina como agente
encapsulante (Gonzalez et al. 2015) La microencapsulacidén es un proceso mediante el cual ciertas
sustancias bioactivas son retenidas dentro de una matriz o sistema pared con el propdsito de
protegerlos frente a condiciones ambientales deletéreas (Shoji et al. 2013).

Los procesos de encapsulacidn se pueden dividir en tres: proceso fisico, quimico y fisico-
guimico. Dentro del proceso fisico encontramos el secado por aspersion o pulverizacion, en el proceso
guimico encontramos la polimerizacién interfacial y la incompatibilidad polimérica y finalmente en el

proceso fisico-quimico encontramos la coacervacién, liposomas y gelificacién idnica.
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El hongo Metarhizium anisopliae es considerado uno de los primeros microorganismos en ser
utilizado para el control biolégico de insectos. Fue aislado por Metschnikoff de Anisopliae Herbst
(1879) y fue descrito por Sorokin (1883) Metarhizium anisopliae se ha reportado presente, en distintos
lugares del mundo, debido a su alta capacidad de adaptacion a diferentes condiciones ambientales.
Ataca naturalmente mas de 300 especies de insectos de diferentes drdenes, entre los que se incluyen
plagas de lepiddpteros, himendpteros, hemipteros, coledpteros y ortdpteros de importancia agricola
(Faria y Wraight 2007).

Uno de los programas mejor conocidos es el control de langostas en Africa y Australia en
donde se desarrollaron dos presentaciones comerciales: Green Muscle TM y Green Guard TM. Green
Muscle es un recomendado por la OMS, para el control de langostas (Lomer et al. 2001). El éxito de
este producto comercial se basa en la cepa de LUBILOSA la cual resulta virulenta en condiciones calidas
(30 °C), la produccion masiva bifasica que resulta de dos etapas; siendo la primera de cultivos
sumergidos y la segunda de fermentacidén sélida y por ultimo una larga vida anaquel como resultado
de adicionar aceites vegetales y gel de silice seco a la formulacidn. El principio activo son las esporas
del hongo natural Metarhizium anisopliae varacridum, posteriormente denominado Metarhizium
acridum ya que es especifico para langostas y saltamontes, este germina en la cuticula de las langostas
jévenes o adultas y perfora su dermatoesqueleto, destruyendo sus tejidos desde dentro (FAO 2006).

Finalmente, la revisidn de literatura pretende de Describir y comparar el proceso de
microencapsulacion del hongo entomopatdgeno Metarhizium anisopliae mediante dos técnicas
conocidas; secado por aspersion y gelificacidon idnica, dar a conocer las etapas del proceso de
formulacion usando la técnica de secado por aspersion y gelificacidn idnica, Identificar las ventajas y
desventajas de las técnicas de microencapsulacidén por secado por aspersion y gelificacién idnica y su
impacto en la produccidon de Metarhizium anisopliae y por ultimo describir la aplicacién en campo de

Metarhizium anisopliae mediante las técnicas de secado por aspersion y gelificacion idnica.
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Materiales y Métodos

La revisidon de literatura se realizd entre los meses de mayo a septiembre del afio 2021,
partiendo de una recopilacién de informacién que va desde ensayos, libros, articulos cientificos,
reportes cientificos y sitios web de alto prestigio. Para la recopilacidén de la informacién se utilizaron
algunas bases de datos como: Research Gate, Google Scholar, Biblioteca Wilson Popenoe, Agora, E-
libro, Scielo entre otras plataformas web de investigacidn. Para una mejor recopilacion de informacion
se utilizaron palabras claves como: Esporas, Metarhizium anisopliae, microencapsulacién, secado por
aspersion, gelificacién idnica, métodos de secado. Se utilizd la fecha de publicacién como filtro para la
busqueda dentro de los sitios web, esta informacidn tuvo que haber sido publicada después del afio
1990, ademas de utilizar informaciéon de autores con mas de tres citas, siendo asi informacion
contundente y gran importancia. Dentro de los sitios web que contengan investigaciones en inglés se
utilizaran palabras claves como: Spores, Metarhizium anisopliae, microencapsulated, ionic gelation,
spray dry, drying methods.

Una vez recopilada la informacidn, se procedioé a realizar un andlisis en donde se dio mayor
relevancia de acuerdo con la importancia e impacto de la informacién en el control bioldgico y la
elaboracion de bioplaguicidas para el uso en la agricultura. Para esta revision de literatura se tomaron
los siguientes criterios de inclusidn: la efectividad de los métodos de microencapsulacion, parametros
de secado por aspersion y gelificacion idnica, control de calidad, almacenamiento y efectividad de los

microencapsulados en campo.
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Resultados y Discusion

Descripcidon General de Metarhizium anisopliae

En el género Metarhizium (Hyphomycete), se han reportado siete especies: M. anisopliae
(Metschn) Sorokin; M. flavoviride Gams y Rozypal; M. album (Petch); M. pingshaeme Chem y Giro; M.
guizhousense Chem y Giro, y M. taii Liang y Liu (Rath et al. 1995). Fue descrito por Sorokin en 1883 y
con base en sus caracteristicas morfoldgicas se han descrito las variedades M. anisopliae var.
Anisopliae (conidios mas pequefios 3.5-9 mm de largo) y var. Majus (conidios mas largos, en un rango
de 9-18 mm) (Padilla Melo et al. 2000).

M. anisopliae es un patégeno que ataca naturalmente a mas de 300 especies de insectos de
diferentes familias, entre los cuales se encuentra el salta hojas, Perkinsiella saccharicida, coleépteros
como Phyllophaga spp, ortépteros como Schistocerca gregaria y diversas especies de salivazo que
afectan la cafa de azlcar (Mendoza Mora et al. 2004). Este hongo entomopatdgeno es mitospdrico
de reproduccidn asexual, el cual produce estructuras reproductivas como conidios, blastosporas y

microesclerocios en condiciones ambientales adversas.

Morfologia Colonial

Las colonias de M. anisopliae en PDA presentan un crecimiento de micelio con borde blanco
y con grupos de conididforos que se tornan coloreados al multiplicarse los conidios, con diferentes
variaciones de color como se muestra en la (Figura 1), estos colores van de olivo a amarillo verdoso,
de olivo a verde, decolorada en el envés, amarillo pdlido y pigmento amarillo que se difunde en el
medio (Padilla Melo et al. 2000). Varios autores registran que algunas caracteristicas morfoldgicas y

fisiolégicas pueden contribuir en la diferenciacién de aislamientos (Yip et al. 1992).
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Figura 1

Aspecto macroscopico de colonias del aislamiento de Metarhizium anisopliae, Ma 9235,

Nota. Tomado de Padilla Melo et al. (2000)

La colonia de forma circular presenta un crecimiento micelar de color blanco inicialmente,
exhibiendo variaciones de color cuando el hongo esporula. Los conidiéforos crecen a partir del micelio
de forma irregular con dos a tres ramificaciones en cada septo. Estos conidiéforos presentan una
longitud de 4 a 14 micras, y un diametro de 1.5 a 2.5 micras. Los conidios son estructuras unicelulares,
aceptados y de forma cilindrica y truncada que forman largas cadenas. Los conidios tienen una
longitud de 4 a 10 micras y un diametro que va de 2 a 4 micras. Estas estructuras se obtienen
principalmente de forma masiva a partir de la fermentacion sdlida, en donde se usan cereales como

sustrato.

Ciclo Biolégico y Patogénesis de Metarhizium anisopliae

Metarhizium anisopliae es un microorganismo aerdbico ya que requiere de oxigeno para
sobrevivir. Es considerado un hongo endéfito, debido a que la mayor parte de su ciclo biolégico
coloniza los tejidos internos de su huésped. Este hongo se caracteriza por ser meséfilo, con una
temperatura éptima para germinacion y crecimiento de 25 a 30°C, una temperatura mdaxima de 32 a

35 °Cy una temperatura minima de 10 a 12 °C (Padilla Melo et al. 2000). El ciclo biolégico comprende
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una fase infectiva celular en el interior del insecto y otra saprofita cuando el hongo completa su ciclo
al aprovechar los nutrientes del cadaver del insecto (Khachatourians y Qazi 2008). Los insectos
muertos por este hongo son inicialmente cubiertos de forma total por micelio de color blanco, el cual
se torna verde cuando el hongo esporula solo en el interior del insecto. Generalmente, condiciones
favorables, la germinacién ocurre a las 12 horas posteriores a la infeccién. El proceso infectivo se da
cuando las esporas son retenidas en la superficie del integumento, donde se inicia la formacidn del
tubo germinativo, comenzando el hongo a excretar enzimas como las proteasas, quitinasas,
quitobiasas, lipasas y lipooxigenasas. Estas enzimas degradan la cuticula del insecto y coadyuvan con
el proceso de penetracidén por presion mecanica iniciado por el apresorio, que es una estructura
especializada formada en el tubo germinativo. Una vez dentro del insecto, el hongo se desarrolla como
cuerpos hifales que se van diseminando a través de la hemolinfa e invaden diversos tejidos musculares
ocasionando la muerte del insecto (Dias Pucheta et al. 2006). Una vez penetrado el insecto, las hifas
se ramifican en su interior, invadiendo completamente la presa después de 3-4 dias y completando la
patogénesis del huésped a los 4-5 dias (Vazquez Chacon 2018).

Durante la patogénesis, M. anisopliae tiene la capacidad de sintetizar enzimas extracelulares
que pueden degradar polimeros de la cuticula (proteinas, lipidos y quitina), permitiendo el

aprovechamiento de nutrimentos para su crecimiento (Leger et al. 1988).

Produccion de Metarhizium anisopliae

Uno de los propagulos mas utilizados en la produccidon masiva de Metarhizium anisopliae son
los conidios, tal como se muestra en la (Figura 2). Los conidios son cuerpos especializados, los cuales
poseen una gruesa capa exterior, constituida por tres capas que protegen el interior de la espora
(Jaronski y Mascarin 2014). Esto provoca que la pared de la espora la aisle del ambiente y permita que
esta sobreviva a condiciones adversas al estar en latencia, hasta que se den las condiciones para su
germinacion.

La produccion masiva de Metarhizium anisopliae se realiza utilizando principalmente dos

metodologias como la produccién por fermentacidn sélida y por cultivos sumergidos o fermentacion
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liguida. En la fermentacidn liquida los nutrientes se encuentran suspendidos libremente en el volumen
de medio de cultivo. El proceso de fermentacién liquida se realiza mediante la utilizaciéon de un
biorreactor con condiciones controladas aptas para la produccién y supervivencia de propdgulos
infectivos sumergidos. En la fermentacidn sélida se producen principalmente conidios aéreos (Figura
2) en donde se necesita como sustrato un cereal, principalmente arroz, trigo, maiz, y soya; siendo el
arroz y el trigo los mas utilizados actualmente como se muestra. El objetivo de la produccion masiva
de Metarhizium anisopliae mediante la fermentacién solida o fermentacién liquida es producir
propagulos infectivos con un porcentaje de viabilidad superior al 95% (Avila de Moreno y Umafia

1988).

Figura 2

Propdgulos de ascomicetos de Metarhizium anisopliae: (a) fialoconidios aéreos; (b) conidios

Nota. Tomado de Jaronski y Mascarin (2014); Fargues et al. (2002)

Formulacidn

La formulacidon con hongos entomopatdgenos para el control de plagas se origina de un
proceso organico, el cual representa una alternativa viable. Es un proceso mediante el cual el
propagulo infectivo del hongo entomopatdgeno se mezcla con ciertos materiales inertes, tales como
vehiculos, solventes, emulsificantes o gelificantes, y otros aditivos que pueden ser nutrientes o
estimulantes. Estos materiales favorecen la longevidad del hongo, ya sea protegiéndolo del medio
ambiente, aumentando su vida Util o mejorando su viabilidad, ademas ayudan a su desarrollo una vez

aplicado en campo (Urtania H y France 2007).
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Entre las formulaciones mas utilizadas destaca la formulacion liquida, formulacién sélida y la
microencapsulacion. Cada una de estas formulaciones presenta ventajas y desventajas (Cuadro 1, 2y
3) las cuales seran de gran utilidad de acuerdo con el objetivo y tipo de aplicacion en campo. Las
formulaciones sélidas deben utilizar un vehiculo, el cual puede ser de origen mineral o vegetal, que
ademas de proporcionar una buena distribucién de los propagulos infectivos, ayude a absorber la
humedad de estas y que las mantenga viables por un tiempo considerable. En el caso de la formulacion
liquida se utiliza un liquido solvente y un emulsificante (o un aceite emulsificante). El liquido utilizado
tiene la funcion de mantener suspendidas los propagulos infectivos en el medio para lograr una mezcla
homogénea que garantice una buena aplicacidén en campo (Monzdén 2000).

La formulacién de microencapsulados es una técnica que protege a los materiales
encapsulados de factores como el calor o la humedad, permitiendo mantener su estabilidad y
propiedades. Ayuda a que los hongos microencapsulados sean liberados parcialmente por factores
como disolucion en agua, humedad del suelo en caso de aplicar capsulas de alginato, temperatura,
reacciones quimicas y enzimdticas o por cambios en la presién osmética (MJ Martin Villena et al.
2009). Una microcapsula consiste de una membrana fuerte, delgada, semipermeable y esférica que
rodea un nucleo sélido o liquido con un diametro que varia de unas micras a 1 mm como se muestra

en la (Figura 3).

Figura 3

Estructura de una Microcdpsula.

Principio
activo

Material
de
pared

& ~

- 150 pm " 4

Estructura general de una microcapsula
esférica regular.

Nota. Tomado de Diaz Sandoval (2019)
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Existen técnicas que permiten llevar a cabo la microencapsulacién de diversos compuestos y
microorganismos y se ha sugerido que podrian identificarse mas de 200 métodos; en la literatura
(Figura 4); (Brazel C.S 1999). Las formulaciones obtenidas deben tener una viabilidad igual o superior

al 95% y una humedad de 4 a 6 %.

Cuadro 1

Ventajas y desventajas de formulados en liquido.

Ventajas Desventajas
Baja volatilidad. Baja cantidad de propagulos infectivos.
Menor degradacion de los propagulos Los propagulos infectivos deben ser totalmente soluble en el
infectivos. solvente en un intervalo de temperaturas.
Toxicidad reducida. Baja resistencia a la lluvia.

La mezcla de propagulos infectivos mas solventes y

Seguro para la manipulacién. . .
gurop P emulsificantes deben ser estables a cambios de temperatura.

Cuadro 2

Ventajas y desventajas de formulados en sdlido.

Ventajas Desventajas
Distribucién uniforme de los propdgulos Altos niveles de polvo pueden ser un motivo de malestar del
infecciosos. operador durante la fabricacion y aplicacidn del producto.
Alta carga de propagulos infecciosos Debe realizarse una mezcla previa con aceites para la aplicacion
posibles. en campo.

No necesita de solventes.

. Requieren constante agitacion.
Barato para producir y empacar.

Cuadro 3

Ventajas y desventajas de formulados microencapsulados.

Ventajas Desventajas

Altos niveles de polvo pueden ser un motivo de malestar del
operador durante la fabricacion y aplicacidn del producto.
Para formar de manera masiva puede necesitar de equipos

especializados.

Baja generacién de polvo.

Facil manejo y medicion.

Mayor proteccion al propagulo
infectivo. Resulta mas caro que formulaciones solidas o liquidas.
Tolera bajas temperaturas.
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Figura 4

llustracion esquemdtica de los diferentes procesos de microencapsulacion

Material de pared
(material encapsulante) Sustancia a encapsular

Emulsion
(Proporcion de la sustancia a
encapsular y material de pared)

Proceso fisico Proceso quimico Proceso fisico - quimico

Polimerizacién Coacervacion,
interfacial e Liposomas y
Incompatibilida Gelificacion

d Polimérica i6nica

Secado por
aspersion o
pulverizacion,
secado por
enfriamiento

Microencapsulado

Nota. Tomado de Parra Huertas (2010)

En este esquema se describen los procesos para microencapsulacion, asi como las diferentes
técnicas de microencapsulacion mas utilizadas. Primeramente, se debe de conocer el material
encapsulante o material de pared, el cual serd el responsable de cubrir el ingrediente activo del
microencapsulado. Posteriormente se hace la emulsidn, la cual consta de una proporcion del material
de pared y la sustancia a encapsular. Finalmente se utiliza una de las técnicas de microencapsulacion

de acuerdo al material que se planea encapsular.



19

Dentro del estudio se abordara el proceso de pulverizacion o secado por aspersion y el

proceso de gelificacién idnica.

Secado por Aspersion

Este método de secado aparecié en la década de 1870 hasta 1900, sin embargo, en la
actualidad esta recobrando importancia y esta teniendo un impacto significativo en diversas areas
tanto a nivel agroindustrial como a nivel agronémico.

Esta técnica de secado ha sido utilizada ampliamente para el secado de materiales altamente
sensibles al calor, entre ellos alimentos, fdrmacos, microorganismos, vitaminas, proteinas, entre otros,
debido a la rapida evaporacién del disolvente que generalmente es agua. En este caso, el contenido
de humedad del material es removido a través de aplicacion de calor bajo condiciones controladas,
disminuyendo asi reacciones enzimaticas y microbioldgicas, de tal manera que la alimentacién en
estado fluido (solucidn, dispersién o emulsién) a la cdmara de secado, es transformada al ponerse en
contacto con aire caliente, obteniéndose como producto seco en forma de polvo o de aglomerados

(Alamilla-Beltran et al. 2005).

Proceso de Secado por Aspersion de Propdgulos de M. anisopliae

Estos secadores pueden operar con un rango de temperaturas de ingreso de aire (150-300 °C)
y su eficiencia de operacidn es comparable o mejor que la de otros tipos de secadores. En la cdmara
de secado el material sometido al tratamiento no entra en contacto directo con una superficie sélida
hasta que ha llegado a ser secado evitandose asi problemas de contaminacion. La temperatura del
producto es baja aun cuando la temperatura del secador sea alta; la evaporacion tiene lugar en una
superficie grande, donde el tiempo del secado es bastante corto (1-10 segundos) y la temperatura de
las particulas secas no se aproximara a la del aire de salida hasta que la mayor parte de agua haya sido
evaporada, de esta manera se evita el sobrecalentamiento. El producto obtenido es un polvo con

caracteristicas de flujo libre y de granulacién uniforme (Siccha M y Lock de Ugaz 1995).
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La alimentacién puede ser una solucidn, suspension, dispersion o emulsion (Patel R et al.
2009). En este caso la alimentacidn es la solucién de conidiosporas o blastosporas de Metarhizium
anisopliae preparada en un medio liquido.

La solucidn liquida de los propagulos infectivos se dispersa en una solucién de polimero con
un disolvente adecuado, la mezcla se pulveriza en una camara en donde circula aire caliente. Esta
camara es capaz de suministrar la temperatura adecuada de vaporizacidén para eliminar el disolvente
del material de cubierta. Finalmente se obtiene un producto microencapsulado con una mayor vida

anaquel. El procedimiento esta representado y descrito (Figura 5) (Figura 6).

Figura 5

Proceso de secado por aspersion.

Gas atomizador l l Alimentacion

[—m Aspirador
"] I ’ : Tobera PR —7(
'Calentador.' [ \ 4 |
1
|

Gas de secado ;
™ Camara

L\ & de secado

T
;

—
Recipientes

\/ del producto

Nota. Modificado de (Gdmes Aguilera)
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Parametros de Secado

Los principales factores que deben ser optimizados en secado por aspersion son la

temperatura de alimentacion, temperatura de entrada y salida (Cuadro 4).

Cuadro 4

Parametros de secado.

Parametros de secado Caracteristicas afectadas

La temperatura de alimentacién modifica la viscosidad de la
emulsién. Cuando la temperatura de alimentacion se

incrementa, la viscosidad y tamafio de gota puede disminuir,
pero a altas temperaturas puede ocurrir una volatilizacién o

Temperatura de alimentacion degradacion de algunos ingredientes sensibles al calor. La

velocidad de alimentacién suministrada al atomizador se ajusta
para asegurar que cada gota asperjada alcance los niveles de
secado deseados antes de que se ponga en contacto con la
superficie de la cdmara de secado.

La temperatura del aire de entrada se determina por la
temperatura que puede ser usada sin producir un dafio al
producto. Esta temperatura es directamente proporcional a la
velocidad de secado de las microcapsulas y al contenido de
agua final. Una temperatura baja de aire de entrada provoca
una baja velocidad de evaporacion, una deformacion de las
microcapsulas con alta densidad, alto contenido de agua, poca
fluidez y seran susceptibles a aglomerarse. Sin embargo, una
temperatura alta de aire de entrada provoca una evaporacion
excesiva y resulta en el rompimiento de la membrana,
induciendo una subsecuente liberacién prematura, asi como
una degradacion del ingrediente encapsulado y una pérdida de
volatiles. Se han reportado mayores tasas de supervivencia a
una temperatura de entrada de 50 a 60 °C.

Temperatura de aire de entrada

La temperatura en la zona final de secado o temperatura de
salida de aire se considera como un parametro de control del
secador, la cual depende de la temperatura de entrada y se ha

reportado que varia de 50 a 80°C para microencapsulacion.
Para una mayor sobrevivencia de propagulos de Metarhizium

anisopliae la temperatura de salida oscila entre 30 y 40 °C.

Temperatura de aire de salida

Nota. Tomado de Medina-Torres et al. (2013)
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Figura 6
Flujograma para microencapsulacion de Metarhizium anisopliae utilizando secado por

aspersion.

Microencapsulacion de
conidios de Metarhizium
anisopliae por el método de
secado por aspersion

Introducir por medio de una bomba el liquido el cual
contiene los conidios de Metarhizium anisopliae, estas
pasaran por el atomizador para reducir el tamafio de
las gotas.

Paso #1

Paso #2 Posteriormente, el liquido pasa a la cAmara
de secado la cual contiene un fluido de aire
caliente, ocasionando que las particulas
atomizadas se sequen rapidamente.

Esa misma
porcién es
llevada por la
tuberia de
interconexiéon
hasta el ciclon.

Una porcién de
la parte sélida
cae en forma de
polvo a un tubo
recolector.

El polvo que se encuentra en el ciclén es
separado del polvo de aire y extraido hacia
el recipiente de recoleccion final.
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Gelificacion Ionica

Este método utiliza biopolimeros aniénicos como material pared, que en combinacién con
iones divalentes como el calcio inducen la formacién del gel, que finalmente origina la microcapsula
(Gonzalez Cuello et al. 2014).

La formacién de microcépsulas por el método de gelacion idnica consiste en la formacién de
una emulsién de dos fases, una hidrofdbica y otra hidrdfila, esta ultima fase estda compuesta por el
biopolimero anidnico; en donde por agitacién, se origina una gran cantidad de gotas, que son
gelificadas por acidificacién con & gluconolactona; liberando gradualmente el calcio contenido en la
sal utilizada (CaCO3) por reaccidn de sustitucion (Gonzalez et al. 2015).

En cuanto al material de pared de esta técnica, alginato de sodio es una alternativa para las
formulaciones de bioplaguicidas, debido a su compatibilidad con microorganismos. Ademas, la adicion
de carbohidratos a la formulacién en el caso de maltodextrina como se observa en la (Figura 7) mejora

la viabilidad de los propdgulos de infeccidon en este caso de conidios de M. anisopliae, lo cual fue

reportado por (Gonzales Cadena 2019).
Figura 7
Apariencia de las capsulas de alginato de sodio, maltodextrina y conidios de Metarhizium anisopliae.

ALG 1% testizo

ALG/M 0.5 %

ALG/M 1.25 %

Nota. Tomado de Gonzales Cadena (2019)
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Proceso de Gelificacion Ionica con Alginatos en M. anisopliae.

El proceso de formacién del gel se inicia a partir de una solucién de sal de Alginato y una fuente
de calcio externa o interna desde donde el ion calcio se difunde hasta alcanzar la cadena polimérica,
como consecuencia de esta unidn se produce un reordenamiento estructural en el espacio resultando
en un material sélido con las caracteristicas de un gel como se muestra en la (Figura 8) (Fuentes y
Lépez de Ramos 2001).

El metodo consiste en suspender los propagulos infectivos, en este caso conidios de M.
anispliae en una solucién acuosa de alginato de sédio al 2%. Posteriormente, la mezcla es adicionada
mediante goteo sobre una solucién acuosa de CaCl, al 5%, la cual se encuentra sometida a una
velocidad de agitacidn de (750 rpm). Al entrar en contacto la gota de alginato de sodio con el Ca® se
produce la gelificacion instantanea dando como resultado una membrana o cubierta de alginato
calcico que es insoluble en agua pero permeable. El procedimiento de esta técnica esta descrito

(Figura 9).

Figura 8

Perlas de alginato de sodio.




Figura 9

Flujograma para microencapsulacion de Metarhizium anisopliae utilizando gelificacion idnica.

Microencapsulacion de conidios de
Metarhizium anisopliae por el
método de gelificacion idnica

Preparar 100 ml de una solucién
acuosa de alginato sédico 2% p/v

Agregar en la solucién anterior la suspensién de
conidios de Metarhizium anisopliae y mantenerla
en agitacién magnética (750 rpm) hasta completar
la dispersién

Paso #3
Preparar 150 ml de una solucién de cloruro célcico

al 5% p/vy mantenerla en agitaci6n magnética (750
rpm) hasta disolucién completa

Con jeringa y aguja de 27Gx 13mm, gotear la solucién
de alginato sédico con la suspensién de conidios
sobre la solucién del cloruro de calcio, siempre bajo
agitacién magnética (750 rpm)

Finalizado el goteo seguir la agitacién del sistema
durante 2 h.

Las capsulas son colectadas por
filtracion y secadas a una temperatura media de
28-30 °C durante 24 horas. Finalmente, las
capsulas son envasadas en recipientes sellados.
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Almacenamiento

Secado por Aspersion

En lo que refiere al secado por aspersion la temperatura y humedad son factores criticos
durante el almacenamiento y la comercializacidn, pues determina la vida uatil del formulado.
Claramente se observa que la vida util disminuye a medida que aumenta la temperatura de
almacenamiento, lo que ha sido demostrado para diferentes especies fungicas (Alves et al. 2002). Por
otro lado, la humedad residual es otro factor que determinara la capacidad de germinacion del
formulado durante diferentes periodos de tiempo.

Una vez que se tienen las microcapsulas de Metarhizium anisopliae por el método de secado
por aspersién es importante obtener un porcentaje de humedad residual igual o menor al 5%. Un
porcentaje de humedad residual superior al 5% podria afectar el tiempo de almacenamiento, asi como
reducir el porcentaje de germinacion. La humedad es controlada por las temperaturas de entrada y
salida del secado por aspersion, estas temperaturas varias desde 30 °C a 300 °C. Varios estudios
recomiendan una temperatura de entrada de 60 °C y 40 °C de temperatura de salida. Cabe destacar
gue para obtener los mejores resultados durante el almacenamiento se puede adicionar capsulas de
silice al formulado para obtener tazas de supervivencia maxima del 90% a temperaturas de 10 °C
durante 3 meses en bolsas de polipropileno. Luego de este tiempo, el porcentaje de germinacién va

disminuyendo paulatinamente.
Gelificacion lénica

Como referente al almacenamiento mediante la microencapsulacién usando la técnica de
gelificacion idnica, las microcapsulas deben ser almacenado a una temperatura de 4 °C para ser
utilizadas en un periodo de tiempo de 6 a 12 meses y a temperatura ambiente para un periodo corto

de tiempo de 30 — 60 dias (Liu y Da Liu 2009). Las microcapsulas se almacenan en frascos o recipientes

oscuros que no permitan la entrada de luz, ya que la radiacidn ultravioleta podria afectar la actividad
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biolégica del material formulado. Estos recipientes deben estar cerrados herméticamente para evitar

la absorcidn o penetracion de agua.
Control de Calidad del Microencapsulado Mediante Secado por Aspersion

El control de calidad de producto debe respaldarse con pruebas especificas como la
concentracion de esporas, viabilidad de las esporas y las prueba de patogenicidad resultantes en la
infeccidn sobre el insecto de interés (Albuquerque Maranhdo AElizabeth y Albuquerque Maranhdo
HEduardo 2008) ademas, esta debe de seguir hasta su aplicacion en campo para evaluar su

efectividad bioldgica.
Concentracién de Conidios/gr

Un método muy utilizado para determinar las concentraciones es hacer una serie de
diluciones del microencapsulado en 10 mL de una solucién con Tween 80 al 0.1 % con él objetivo de
evitar aglomeracion de conidios y de esta manera facilitar el conteo. Luego de esto para realizar el
conteo se utiliza una cdmara Neubauer, en la cual se tomara una alicuota de la dilucion seleccionada
para el conteo la cual puede ser desde (10)~! hasta (10)~° para ser contadas haciendo uso de un
microscopio hasta obtener un promedio. Para finalmente calcular la concentracién de conidios/gr se
hace mediante la ecuacion 1, se debe de multiplicar el nimero de conidios observadas en el cuadro,
por el factor de la cdmara (puede ser de 10,000 para los cuadros principales y 250,000 para los

cuadrados secundarios) y luego multiplicarlo por el factor de dilucién seleccionado.

Ecuacion 1

Concentracion de conidios/gr.

No.conidios/mL = No.conidios en el cuadro X factor de la cAmara X factor de dilucion

Nota. Tomado de Monzén (2000)
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De acuerdo con Acuia Jiménez et al. (2015) Utilizando la técnica de secado por aspersién se

estima que las concentraciones dptimas para un excelente control deben ser de 2.5x10”9 conidios/gr.

Evaluacion de Viabilidad

La evaluacién del porcentaje de viabilidad consiste en obtener la concentracién efectiva del
hongo, por lo tanto, se prepararan las dosis a utilizar en campo y se determinara el porcentaje de
germinacién el cual nos indicard cual sera el porcentaje de viabilidad efectiva en campo.

La evaluacion estara dada en este caso por el nimero de conidios germinados, el nimero de
conidios no germinados y el total de conidios evaluados (Figura 10). El porcentaje de viabilidad debera
ser del 100% o lo mds cercano a este valor para que este pueda causar infeccién, y pueda ser de gran
efectividad en campo. El porcentaje de viabilidad obtenido es utilizado para calcular la cantidad de

producto que se debe de producir, y a su vez la dosis requerida por el area a tratar (Monzdn 2000).



Figura 10

Flujograma para la evaluacién de viabilidad del producto terminado de Metarhizium anisopliae.

Paso #1

Paso #2

Nota. Adaptado de Vélez et al. (1997)

Evaluacion de viabilidad
del producto terminado
de Metarhizium anisopliae

Sembrar de 1 a 5 alicuotas de 5yl
de una suspension de conidios del microencapsulado
de Metarhizium anisopliae con una concentracién
estimada de (2.5x1019) conidios/gr, en un medio PDA.

Incubar a 20 °C durante 24 horas.

Agregar azul de lactofenol para
detener la germinacién y distribuirlo
uniformemente.

Cortar la porcion de agar que contiene la
alicuota de la suspension de conidios y
colocarla sobre una lamina portaobjetos,
posteriormente se cubre con un cubre
objetos.

Registrar los resultados obtenidos
(conidios germinados, conidios no
germinados y total de conidios
evaluados).

29
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Pruebas de Patogenicidad

Las pruebas de patogenicidad son realizadas para evaluar la eficiencia del material que se
utilizara para controlar insectos plagas o enfermedades.

Estas pruebas generalmente estan disefiadas en un ambiente donde se proporcionen las
condiciones ideales para que ocurra la exposicion del hongo formulado al patégeno, para que ocurra
la germinacién e invasion del hospedante y favorezca la esporulacién del hongo sobre el insecto
huésped (Figura 11) para finalmente determinar si la mortalidad se debid a la exposicion del hongo.
El procedimiento para evaluar la patogenicidad se describe (Figura 12).

Sin embargo, ya que estas pruebas generalmente se realizan en ambientes controlados, la
eficiencia de infeccion y control del hongo sobre el insecto no siempre serd igual a los resultados
obtenidos en condiciones de campo, por lo tanto, es debidamente necesario la realizacion de un

ensayo en campo posteriormente a la evaluacion de la patogenicidad en laboratorio.

Figura 11

Metarhizium anisopliae infectando adultos de Metamasius hemipterus plaga del pldtano.

Nota. Tomado de Géngora Botero (2008)



Figura 12

Flujograma para la evaluacion de patogenicidad de Metarhizium anisopliae.

Evaluacion de patogenicidad
de Metarhizium anisopliae

Paso#1 Seleccionar y desinfectar con hipoclorito
de sodio al 0.5% de 1 a5 min, los

insectos o material a infectar, los cuales
provengan libres de patégenos.

Paso#2
Colocar de 5 a 10 insectos o material a infectar

por tratamientos, con 4 repeticiones, ya sea en
plato petri o frascos de vidrio segun el insecto o
material a infectar.

Preparar una solucién del microencapsulado de Metarhizium
anisopliae segun convenga. Utilizando una técnica de secado
por aspersion la concentracion estimada es de (2.5x10/9)
conidios/ml y para gelificacion idnica debera ser de (2x10/9)
conidios/ml

Sumergir o aplicar con un asperjador el microencapsulado
de Metarhizium anisopliae a los insectos, o el material a
infectar.

Paso #5

Evaluar diariamente el proceso de infeccion de los
tratamientos por un tiempo estimado, de acuerdo al
organismo que se este infectando y al tiempo que se le
quiera dar al ensayo.

Nota. Adaptado de Vélez et al. (1997)
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Control de Calidad del Microencapsulado Mediante Gelificacion Idnica

Tamaiio de las Microesferas

Para determinar el tamano y la distribucién de frecuencia de las particulas se dispone a utilizar
el método de retencidn por tamices, el cual es uno de los métodos mas sencillos para medir el tamafio
y distribucién de particulas.

Consiste en hacer pasar 100 g del material encapsulado de conidios de M. anisopliae a través
de una serie de tamices circulares cercano a los 20 cm de didmetro y 7 cm de altura respectivamente.
Estos tamices son organizados del mas grande al mas pequeiio, de manera que encajen
herméticamente. Posteriormente, los tamices son sometidos a una vibracidon constante durante 10
minutos hasta que el material quede distribuido entre los tamices. Finalmente, la prueba se da por

concluida cuando el residuo no varia en mas de 0.1 %/minutos (Lépez Hernandez y Gomez Carril 2008).

Morfologia

Para determinar la morfologia de las microcdpsulas de alginato se utiliza el método
microscépico, el cual se basa en la medicién de las particulas contra un patrén de referencia para el
tamano. Para realizar el procedimiento se debe de tomar una muestra del microencapsulado de 0.2 g
y observar las particulas desde 0.5 — 1000 um en un microscopio con objetivos de 40 a 100x. La
exactitud del método dependera de tomar una muestra representativa y de la experiencia del analista

en la preparacion y conteo de las particulas (Lépez Herndndez y Gémez Carril 2008).
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Rendimiento de Produccion

El rendimiento de produccién refleja el porcentaje de microesferas que se obtienen con
respecto a la cantidad total del material empleado de microcapsulas con conidios de M. anisopliae.

Este rendimiento es determinado con la ecuacién 2.

Ecuacion 2

Rendimiento de produccion.

. ” M
Rendimiento de produccion = ASA T A TCacL, X 100

Nota. Tomado de Lépez Herndndez y Gomez Carril (2008)

Donde:

ASA: Cantidad en gramos de la suspension a encapsular
A: Cantidad en gramos de alginato de sodio utilizado
CaCly: Cantidad en gramos de cloruro de calcio utilizado

M: Cantidad en gramos de microesferas obtenidas al final del proceso

Contenido de Principio Activo

El contenido en principio activo o capacidad de encapsulacion hace referencia en este caso a
la cantidad suspendida de conidios de Metarhizium anisopliae encapsuladas en las microesferas. El

porcentaje del principio activo de determina con la ecuacion 3.

Ecuacion 3

Contenido de principio activo (%).

cantidad de principio activo encapsulado

X 100

Contenido de principio activo (%) =
p p ( /O) peso final de microcapsulas

Nota. Tomado de Lépez Hernandez y Gémez Carril (2008)
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Eficiencia de Encapsulacion

La eficiencia de encapsulacién se calcula a partir de la relacién entre el principio activo
encapsulado y la cantidad tedrica de principio activo. El porcentaje de eficacia de encapsulacién se

determina con la ecuacién 4.

Ecuacion 4

Eficiencia de encapsulacion (%).

cantidad de principio activo encapsulado X 100

Eficiencia de encapsulacién (%) =
f p ( /0) cantidad tedrica de principio activo

Nota. Tomado de Lopez Hernandez y Gomez Carril (2008)

Aplicacién en Campo del Microencapsulado
Dispersién Mecdnica (secado por aspersion)

La mezcla del microencapsulado de Metarhizium anisopliae debe de realizarse de manera
separada. Se disuelve en agua la suspensidon en polvo de conidios de Metarhizium anisopliae,
posteriormente a la mezcla se agrega como aditivo aceite de maiz a una relacién 4:1, el cual de
acuerdo con Rodriguez Colorado et al. (2002) es un excelente aditivo para la mezcla en campo de
Metarhizium anisopliae. Cabe mencionar, que los formulados a base de organismos entomopatdgenos
no deben mezclarse con fungicidas de origen quimico, ya que estos podrian afectar la viabilidad y
germinacioén del organismo entomopatégeno. Si se puede utilizar como adicidn el hidréxido de cobre,
ya que se ha demostrado que este, genera una accion sinérgica con varias plagas.

Las aplicaciones mediante una dispersion mecanica deben de realizarse por la tarde para
aprovechar la baja radiacién solar y las bajas temperaturas durante la noche. El efecto de los hongos
entomopatégenos no es inmediato, por lo que se recomienda hacer aplicaciones de manera

preventiva, o cuando la incidencia de la plaga no ha alcanzado el nivel critico de infeccidn.
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Dispersion Manual de Liberacion Lenta (gelificacion ionica)

La dispersién manual de liberacion lenta consiste en la aplicacion directa al suelo de las
capsulas para el control de insectos como Phyllophaga spp. del orden Coleoptera descrita (Cuadro 5).
Este método de aplicacién ofrece la liberacidn controlada de los conidios de Metarhizium anisopliae
durante un periodo de tiempo, el cual es determinado por la dureza de las capsulas. Cunado las
capsulas entran en contacto con la humedad del suelo, los conidios se van dispersando
controladamente por el suelo. Al ser una dispersion de liberacidén lenta se hace una sola aplicacidn,
sin embargo, si la plaga persiste se recomienda hacer una segunda aplicacién a los 30 dias después de
la primera aplicacion. Las aplicaciones pueden realizarse durante la mafana o por la tarde, ya que las
capsulas ofrecen mayor proteccion a los conidios ante factores abidticos como la radiacién solar y la
temperatura.

Cabe mencionar que este método de aplicacién utilizando capsulas de alginato de sodio, es
recomendable por la facilidad y eficiencia controlando plagas del suelo. Existe una forma de aplicacion
con pulverizadores, el cual consiste en la ruptura de las capsulas de alginato, posteriormente estas
son pasadas por filtros para obtener los conidios de Metarhizium anisopliae. Estos conidios son
mezclados con agua y preparados en bombas pulverizadoras de alta presién o bombas de mochila de
baja presién. Sin embargo, esta técnica es menos recomendable ya que incluye un costo adicional para
realizar la preparacion de la mezcla. Es por eso que, para realizar aplicaciones con pulverizadores se

recomienda utilizar otro método de encapsulacion.



Cuadro 5

Principales plagas controladas por Metarhizium anisopliae.
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Hongo Plaga

Cultivo

Referencia

Gusano barrenador: D.
magnifactella Dyar, 1911

Chapulines: Sphenarium
purpurascens (Charpentier) y
Melanoplus differentialis
(Thomas) (Orthoptera:
Acrididae)

M. anisopliae

(Metschnikoff) Sorokin
Langosta

Centroamericana: Schistocerc
a piceifrons Walker

Mosca blanca: B.
tabaco Gennadius

Larvas de gallina ciega:
Phyllophaga vetula Horn

Cafia de azlcar y maiz

Maiz y Frijol

Maiz, sorgo, frijol, cafia
de azucar, soya,
algoddn, ajonjoli,

platano y cacahuate

Mas de 500
ornamentales

Maiz

(Alvares Buenosaires
et al. 2013)

(Tamayo Mejia 2009)

(Barrientos-Lozano et
al. 2005)

(Garcia Ramirez et al.
2013)

(Ruiz Vega et al. 2012)

Nota. Tomado de Pacheco Hernandez et al. (2019)
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Conclusiones

La microencapsulacidon es una técnica util en la formulacién de hongos entomopatdgenos
como Metarhizium anisopliae, ya que provee al organismo biolégico una capsula protectora que le
permitira mantener o aumentar las caracteristicas como agente controlador de insectos.

Las técnicas de secado por aspersidn y gelificacion idnica son utilizadas para la formulacion de
Metarhizium anisopliae, ya que esta primera resulta de un proceso corto y la segunda no requiere del
uso de equipo de alta tecnologia, sino que integra polimeros no tdxicos y biodegradable.

La aplicacion en campo de conidios de Metarhizium anisoplioge mediante Ila
microencapsulacion por gelificacidn idnica y secado por aspersidn, representa una alternativa viable
para reducir el uso de plaguicidas en la agricultura.

Las dos técnicas de microencapsulacion, presentan ventajas durante la aplicacién en campo.
El producto en forma de polvo mojable resultante del secado por aspersion ofrece un facil manejo y
aplicacion tanto a nivel foliar como al suelo. Por otro lado, los granulos encapsulados resultantes de
la gelificacion idnica ofrecen una aplicacién eficiente de liberacién lenta cuando son aplicadas

directamente sobre el suelo.
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Recomendaciones

Se recomienda evaluar la eficiencia de las diferentes formulaciones descritas en el presente
documento a nivel de campo. También se recomienda determinar los pardmetros del proceso de
secado por aspersion para diferentes hongos entomopatdgenos y adicionalmente comparar los costos

de ambos formulados descritos en este documento.
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