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RESUMEN: Se evaluaron 8 formulaciones elaboradas segiin combinacién de polvo puro del hongo nemat6fago
Pochonia chlamydosporia var. catenulata IMI SD 187, uso de zeolita como relleno (50%, 80%, 90%) y sellaje
(ausencia o presencia de aire atmosférico), y se modificaron las condiciones de almacenamiento (4°C ¢ 25°C),
para un total de 16 tratamientos. Para cada tratamiento, se midi6 el porcentaje de humedad y la concentracion
de hongo viable (UFC.g%). Para identificar estabilidad se emple6 la prueba no paramétrica de Friedman
comparando cuatro momentos de evaluacion (inicio, 15, 30 y 45 dias). Mediante un andlisis de componentes
principales se identificaron los factores de mayor incidencia en la germinacién de clamidosporas. Finalmente, por
medio de la metodologia de superficie respuesta se obtuvo la combinacion de porcentaje de relleno de zeolita y
temperatura de almacenamiento que favorecio la germinacion. En todos los tratamientos el porcentaje de humedad
permanecio por debajo del 10%, pero en solo 6 tratamientos la concentracion de hongo viable se mantuvo estable.
El oxigeno y nitrdgeno del aire no modificaron significativamente los resultados. Se localizé un punto de méaxima
germinacion de clamidosporas con el emple6 de 30 a 40% de zeolita como relleno, almacenando el producto a
15°C. Se propuso un disefio compuesto central 10+2x2+2 para validar el proceso.
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Response surface methodology to evaluate stability of a biological control agent
in storage conditions

ABSTRACT: Eight formulations elaborated according to combinations of the pure powder of the
nematophagous fungus Pochonia chlamydosporia var. catenulata IMI SD 187, zeolite as additive at 50%,
80% or 90%, sealing in absence or presence of atmospheric air, and storage at 4°C or 25°C, for 16 treatments
were evaluated. For each treatment, the percentage of humidity and the concentration of viable fungi (UFC.g-
1) were measured; for stability identification, Friedman’s non-parametric test was used comparing four
evaluation times (beginning, 15, 30 and 45 days). By means of the principal component analysis, the main
factors influencing chlamydospore germination were identified. Finally, using the response surface methodology;,
a maximum of germination percentage was identified. In all the treatments, the humidity percentage remained
below 10%, but the concentration of viable fungi was stable only in six treatments. Results were not significantly
modified by the presence of air in the packages. A point of maximum chlamydospore germination was reached
using 30 to 40% of zeolite and the storage at 15°C. A compound central design 10+2x2+2 was recommend to
validate the process.
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Una etapa importante para lograr la obtencion de las caracteristicas del principio activo y de los cam-
un bioplaguicida seguro, eficaz y confiable es el estu- bios quimicos, fisicos y microbioldgicos que pueda
dio de las preformulaciones, teniendo en cuenta que, sufrir el bioplaguicida solo o combinado con los auxi-
por preformulacion se define, al conjunto de activida- liares de la formulacion, necesarios para la elabora-

des organizadas conducentes a la determinacion de cion del producto final (1).



El Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria (CEN-
SA) cuenta con un producto bionematicida cuyo ingre-
diente activo son las clamidosporas producidas por el
hongo nematéfago Pochonia chlamydosporia (Goddard)
Zare y Gams (ex Verticillium chlamydosporium
Goddard) (2). El producto registrado bajo el nombre de
KlamiC® (3), es obtenido mediante unatecnologia de
fermentacion en estado sélido en bolsas, segun Siste-
ma de Gestion de la Calidad bajo la Norma Cubana NC
ISO 9001 (4).

Entre los factores que inciden en latemprana fecha
de caducidad del bioplaguicida se encuentran: el in-
grediente activo (5), el aditivo (6), el proceso de seca-
do (7), latemperatura de almacenamiento (8), la activi-
dad del aguay la atmésfera de empaquetamiento (9).
Ademas, se conoce que algunas formulaciones de
esporas que incluyen materiales inertes como la zeolita
lograron incrementar la estabilidad (10).

Por otra parte, una vez determinado los factores
gue se desean evaluar en el proceso de preformulacién,
se recomienda construir una superficie respuesta que
permita identificar el disefio para efectuar la formula-
cion del producto final (11).

En consecuencia, en el presente trabajo se em-
pled la metodologia de superficie de respuesta para
evaluar la estabilidad del polvo de clamidosporas de P.
chlamydosporia var. catenulata cepa IMI SD187 mez-
clado con zeolita, en condiciones de almacenamiento.

El trabajo se realiz6 en la Unidad de Investigacion-
Desarrollo de Hongos Agentes de Control Biol6gico del
CENSA. Se utilizaron 6 Kg de KlamiC y se separaron
en el Micoharvester para la obtencion del polvo de
clamidosporas concentrado. El polvo obtenido se mez-
clé con tres proporciones diferentes de zeolita estéril
(50 %, 80 % y 90 %) en 50 g de producto final y se
utilizé un tratamiento control de clamidosporas puras
sin zeolita. Los productos obtenidos se empaquetaron
en bolsas de polipropileno de baja densidad, herméti-
cas y cubiertas con nylon para protegerlos de la luz.
Se evaluaron diferentes condiciones, segin combina-
ciones de sellaje al vacio o en presencia de oxigeno,
almacenando el producto a temperatura controlada
(25°C) o enrefrigeracion (4°C) (Tabla 1).

En este disefio factorial completo, se realizaron dos
réplicas por tratamiento. Las evaluaciones se efectua-
ron cada 15 dias hasta los 45 dias. Se midio: el porcen-
taje de humedad, con el uso de balanza infrarroja, la
concentracion de hongo viable (UFC.g*) mediante el
conteo del nimero de colonias a partir de la dilucion de
1g de producto y siembra en placas de Agar Papa y
Dextrosa (PDA) (PDA, BioCen: 39 g.L?), las cuales se
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TABLA 1. Tratamientos utilizados en el experimento./
Experimental treatments.

Tratamientos Zeolita Presencia de Temp.
(%) Oxigeno (°C)
1 0 Si 4
2 0 No 4
3 0 Si 25
4 0 No 25
5 50 Si 4
6 50 No 4
7 50 Si 25
8 50 No 25
9 80 Si 4
10 80 No 4
11 80 Si 25
12 80 No 25
13 90 Si 4
14 90 No 4
15 90 Si 25
16 90 no 25

incubaron a 25°C durante 5 dias. El porcentaje de
germinacién de clamidosporas se evalué a las 48 horas
en Agar Agua con Antibiético (AAA) (agar bacteriolégi-
co, BioCen: 15 g.L%; cloranfenicol, clortetraciclina y
sulfato de estreptomicina: 50 mg.L* de cada uno) (4).

El tratamiento que logré6 mayor estabilidad en la
concentracion de hongo viable (UFC.g?) se selecciono
mediante la comparacién de los momentos de evalua-
cion, seguin la prueba no paramétrica de Friedman. Se
empled un andlisis de componentes principales para
determinar cuales de los factores (proporcién de zeolita,
temperatura o presencia de aire atmosférico en el se-
llado) ejercié mayor influencia sobre la germinacion.
Finalmente, se construyo la superficie respuesta me-
diante regresion cuadratica, lo que permitié calcular el
punto de maxima germinacion de P. chlamydosporia,
a partir del cual se podra construir un disefio para la
validacion de los resultados.

La concentracion de hongo viable (UFC.g?) se man-
tuvo estable en los tratamientos con polvo de
clamidosporas puras a 4°C sellando las bolsas en pre-
sencia o no de oxigeno (Tratamientos 1y 2). Al intro-
ducir la zeolita como relleno a diferentes proporciones,
la estabilidad fue variable; sin embargo, tratamientos
con un relleno del 80% a 4°C resultaron estables (Tra-
tamientos 9 y 10). Con otras combinaciones como:
relleno de zeolita al 80 % a 25°C; relleno de zeolita al
90 % a 4°C sellando las bolsas con aire atmosférico
(Tratamientos 12 y 14) también se obtuvieron buenos
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resultados. Los restantes tratamientos no mantuvie-
ron la estabilidad (Tabla 2).

Para todos los tratamientos los porcentajes de hu-
medad se mantuvieron en un nivel adecuado (por de-
bajo del 10%) (10), lo que indicé que la zeolita contri-
buyé al secado de las esporas, manteniendo el conte-
nido de humedad en un intervalo que se considera apro-
piado para la conservacion del producto (4).

A través del andlisis de componentes principales
se pudo determinar que los tres factores son importan-
tes para explicar las variaciones en la germinacién del
hongo (correlacién cofenética 0,98); pero, latempera-
turay la proporcién de zeolita estan correlacionadas
de forma negativa con la germinacion y la concentra-

cion de P. chlamydosporia explicando el 48% de las
variaciones que se producen en cuanto a la viabilidad
del producto final (Tabla 3).

La funcién matematica que relaciond la germinacion
de las clamidosporas con la proporcién de zeolitay la
temperatura, resulté ser una ecuacion cuadratica con
un maximo (Figura), lo que sugiere que los mejores
resultados se obtendran utilizando entre 30y 40% de
zeolita para el relleno y almacenando el producto a
15°C. Se estimo que la viabilidad de P. chlamydosporia
declinara rapidamente a temperaturas superiores a los
25°C, lo cual coincide con otros estudios del efecto de
las condiciones de anaquel sobre la viabilidad de P.
chlamydosporia (8).

TABLA 2. Estabilidad de la Concentracién de hongo viable (UFC g™)./ Stability of Colony Forming Unit (CFU g™)

Concentracion de hongo viable (x10’ UFC.g%)

Tratamiento Significacion (p)

Inicial 15 dias 30 dias 45 dias

Valores de p>0,05 indican estabilidad

TABLA 3. Relacion de las condiciones de almacenamiento con viabilidad del hongo a los 45 dias./ Relationship of the

storage conditions with fungal viabiility at 45 days.

1 19,9 15,3 13,3 17,1 0,747 estable

2 19,9 10,3 19,3 11,7 0,252 estable

3 19,9 21,5 14,0 2,20 0,050 inestable
4 19,9 71,0 8,20 4,00 0,001 inestable
5 9,10 9,70 11,5 3,20 0,050 inestable
6 9,10 5,70 8,00 6,70 0,001 inestable
7 9,10 5,20 5,70 0,70 0,007 inestable
8 9,10 56,3 2,70 1,20 0,001 inestable
9 1,90 2,60 2,30 2,10 0,500 estable
10 1,90 2,40 2,80 1,10 0,500 estable
11 1,90 1,50 0,60 0,40 0,001 inestable
12 1,90 2,10 2,00 0,40 0,126 estable
13 1,40 1,20 0,90 0,30 0,052 inestable
14 1,40 1,10 1,00 0,20 0,292 estable
15 1,40 0,40 0,10 0,02 0,001 inestable
16 1,40 1,40 0,10 0,30 0,006 inestable
ESx 1,35 3,63 1,09 0,91
CV 0,94 1,58 1,06 1,58

Factores CP1 CP2 CP3
Proporcion de Zeolita (%) -0,74 0,3 0,51
Temperatura (°C) -0,51 -0,17 -0,81
Ausencia de aire atmoférico -0,11 -0,93 0,31
Concentracion (UFC.g™") 0,94 -0,14 0

Germinacion (%) 0,83 0,20 0

Varianza explicada 0,48 0,21 0,20
Varianza acumulada 0,48 0,69 0,89

Correlacion cofenética: 0,980

Rev. Proteccion Veg. Vol. 28 No. 3 (2013)




227

Germinacion(%)=2,69+0,21Relleno+18,46 Temp-0,01(Relleno)*+0,03Relleno*Temp-0,72(Temp)?

(06) UQIDEUILIED

FIGURA. Superficie respuesta de la relacion proporcion de zeolita (%) - temperatura con el porcentaje de germinacion de
clamidosporas./ Response surface of the relationship between zeolita proportion - temperature and chlamydospore

germination percentage.

Para el estudio de validacién, se recomienda pro-
bar valores de proporcion de relleno de zeolita y tem-
peratura de almacenamiento cercanos a 30% Yy 15°C,
respectivamente; siguiendo para la seleccion de los
puntos un disefio compuesto central 10+2x2+2; el cual
es recomendado para optimizar procesos (12).
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