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INTRODUCCION 
La investigadón con hongos 

entomopatógenos cada dia 

recibe más atención debido 

a los efectos permanentes 

que éstos causan en las 

poblaciones de insectos 

plagas de importancia 

económica y al uso poten-

cial como agentes de control 

biológico en programas de 

manejo iritegrado. Esto ha 

originado un gran interés en 

su producción masiva, 

formulación y 

comercialización como 

inecticidas biológicos. 

En Europa, Brash, Cuba y 

Venezuela se han desarro-

llado formulaciones de los 

hongos Beauveria bassiana y 

Metarhizium anisopliae 

(1,9,10,12,15). En Colombia 

el uso generalizado de los 

hongos entomopatógenos 

especialmente B. bassiana se 
hizo realidad con las investi-

gaciones realizadas por 

Cenicafé para el control de 

a broca del café, 

Hypothenemus ham pci, que 
han servido de modelo para 

su aplicación en otros 

cultivos como el arroz, 

algodon, flores, leguminosas, 

pastos y palma africana. 

La comercialización de 

insecticidas basados en 

hongos entomopatógenos 

requhere un control de las 

propiedades biológicas, 

fIsicas y quImicas, que 

asegure al usuario un 

producto con Ia maxima 

eficacia de control en el 

campo (14). En Ia literatura 

es escasa Ia información 

sobre procedimientos que 

permitan ejercer un control 

de calidad sobre los hongos 

entomopatógenos. Existe 

bastante información acerca 

de Bacillus thuringiensis 

(3,11) y algunas publicacio-

nes sobre pruebas de 

seguridad en el manejo de 

entomopatógenos (4). La 

información sobre hongos 

se limita a indicar cuales 

pruebas se deben realizar 

(6,13) y describe Ia legisla-

ción de hongos entomopa-

tógenos para su 

comercialización (7). 

Recientemente en Colombia 

se expidió una reglamenta-

don sobre Ia producción de 

entomopatógenos (8) y 

sobre los requisitos para 

obtener las licencias de 

producción y yenta; sin 

embargo, esta reglamenta-

ción adolece de una 

información detallada sobre 

el control de calidad de 

estos productos. El lnstituto 

Colombiano Agropecuario 

(ICA), coordina un grupo 

interinstitucional y de 

productores que busca 

Ilegar a un consenso sobre 

estas pruebas. El presente 

documento es un aporte a 

este objetivo, basado en las 

Técnicas para el control de calidad de 

formulaciones de hongos entornopatógenos 



investigaciones desarrolladas 
en Cenicafé, en el cual se 

propone una metodologIa 

apoyada en resultados 

experimentales con soporte 
estadistico, para realizar las 

pruebas de calidad de las 

formulaciones de B. bassiana 

y M. anisopliae que produ-

cen los caficultores en sus 

fincas y los laboratorios 

comerciales de hongos para 
el control de la broca del 

café. 

Las instrucciones consigna-

das permiten analizar los 
productos presentados en 

sustratos naturales o formu-
lados en seco con materiales 

inertes. Las pruebas de 

calidad de las diferentes 

formulaciones se realizan 

comparándolas con un 
patron seleccionado, del 

hongo producido con Ia 

tecnologIa artesanal (2). 

Las caracteristicas del 
patron son las siguientes 

Cultivo de primer pase 

en sustrato de arroz 

después de reactivado 

en broca. 

Medio de cultivo inocu-

lado con una suspension 
del hongo que asegure 

un crecimiento rápido y 

uniform e. 

Cultivo desarrollado en 

promedio de 

temperaturas de 25 ± 

2 °C, con un tiempo de 

incubación de 25 dIas, 

condiciones que 

permiten Ia maxima 

esporulación. 

Los datos de cada prueba 

son registrados en formatos 

individuales, los cuales se 

consolidan y analizan en 
conjunto, estableciendo 

Ia calidad de las 
formulaciones examinadas. 

PATRON DE 
COMPARACION 

Para el caso del hongo B. bassiana se utiliza el aislamiento 

Bb 9205, como patron de comparación y para 

M. anisopliae se usa el aislamiento Ma 9236 (Figura 1). 

Ambos deben ser reactivados en broca del café y 
cultivados en sustrato de arroz contenido en botellas de 

vidrio tran.sparente durante 25 dIas, a una temperatura de 

25 ± 2 °C. 

Figura 1. Patrones de: a) Beauveria bassiana- Bb9205 y b) Metarhi.iu,n anisopliae- Ma9236 
cultivados en arroz, a los 25 dIas de desarrollo. 
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investigaciones desarrolladas 
en Cenicafé, en el cual se 
propone una metodologIa 
apoyada en resultados 
experimentales con soporte 
estadIstico, para realizar las 
pruebas de calidad de las 
formulaciones de B. bassiana 
y M. anisopliae que produ-
cen los caficultores en sus 
fincas y los laboratorios 
comerciales de hongos para 
el control de Ia broca del 
café. 

Las instrucciones consigna-
das permiten analizar los 
productos presentados en 
sustratos naturales o formu-
lados en seco con materiales 
nertes. Las pruebas de 

calidad de las diferentes 
formulaciones se realizan 
comparándolas con un 
patron seleccionado, del 
hongo producido con Ia 
tecnologIa artesanal (2). 

Las caracterIsticas del 
patron son las siguientes 

Cultivo de primer pase 
en sustrato de arroz 
después de reactivado 
en broca. 

Medio de cultivo inocu-
lado con una suspension 
del hongo que asegure 
un crecimiento rápido y 
uniform e. 

Cultivo desarrollado en 
promedio de 
temperaturas de 25 ± 

2 °C, con un tiempo de 

incubación de 25 dIas, 

condiciones que 
permiten Ia maxima 
esporulación. 

Los datos de cada prueba 
son registrados en formatos 
individuales, los cuales se 
consolidan y analizan en 
conjunto, estableciendo 
Ia calidad de las 
formulaciones examinadas. 

PATRON DE 
COMPARACION 

Para el caso del hongo B. bassiana se utiliza el aislamiento 
Bb 9205, como patron de comparación y para 
M. anisopliae se usa el aislamiento Ma 9236 (Figura 1). 
Ambos deben ser reactivados en broca del café y 
cultivados en sustrato de arroz contenido en botellas de 
vidrio tran.sparente durante 25 dIas, a una temperatura de 
25 ± 2 °C. 

Figura 1. Patrones de: a) Beaut'eria bassiana- Bb9205 y b) Metarhiziurn anisopliae- Ma9236 
cultivados en arroz, a los 25 dIas de desarrollo. 
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Figura 2. Proceso de desinfestaciOn de brocas en la solución de hipoclorito de sodio al 0,5% (a) y lavado 
de las brocas en ADE (b). 

Figura 3. Secado de las brocas en toallas de papel Figura 4. Inmersión de las brocas en la suspension macIre del 
esterilizadas. 	 hongo B. hassiana (infecciOn). 

Figura 5. Brocas 
infectadas con el 
hongo 
entomopatOgeno 
colocadas en 
cámara hiimeda. 

REACTIVACION 
DEL HONGO 

Para la reactivación del 
hongo sobre adultos de la 
broca del café se procede 
como sigue: 

agua destilada estéril 
(ADE). Las brocas se 
sumergen durante 10 
minutos en esta 
soludón, luego se lavan 
tres veces con ADE 
sobre mallas de tul 
esterilizadas, que sirven 
de colador (Figura 2). 
Luego con la ayuda de 
un pincel se colocan 
sobre una toalla de papel 
esterilizada (Figura 3). 

h(imeda (Figura 5). El 
recipiente se debe 
mantener tapado. 

d. Después de 10 dIas, es 
decir, cuando el hongo 
se ha desarrollado 
completamente sobre el 
cuerpo de las brocas 
(Figura 6), se toman 
individualmente éstas 
con un pincel 
desinfestado, se someten 

a una nueva 
desinfestación con 
hipoclorito de sodio 
comercial al 5,25% por 
un minuto y sin lavar, se 
pasan inmediatamente 
sobre la toalla de papel 
esterilizada para retirar 
el exceso de hipoclorito. 

e. Finalmente las brocas 
infectadas con el hongo 
se colocan individual- 

mente en tubos de 
ensayo con 8 ml de 
medio de cultivo inclina-
do, Sabouraud Dextrosa 
Agar (SDA) (Figura 7) o 
tres brocas en una 
botella con arroz; 
cuando el hongo obten-
ga su máximo crecimien-
to y esporulaciOn en el 
medio (Figura 8) se inicia 
la producción masiva a 
partir de éste. 

a. Se seleccionan brocas 
activas de una colonia, 
especialmente aquellas 
que se observan volando 

h. Las brocas se desinfestan 
con hipoclorito de sodio 
al 0,5 % el cual se 
prepara tomando 9,52 
ml de cualquier producto 
comercial (5,25%), 
!levándolo a 100 ml con 

c. Posteriormente se realiza 
la infección de las brocas 
por inmersión durante 
dos minutos en 10 ml de 
a suspension madre del 
hongo (Figura 4) y se 
colocan en una caja 
galletera o en un frasco 
de boca ancha que 
contenga una toalla de 
papel esterilizada, la cual 
debe permanecer 
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Figura 2. Proceso de desinfestación de brocas en la solución de hipoclorito de sodio a! 0,5% (a) y lavado 
de las brocas en ADE (b). 

REACTIVACION 
DEL HONGO 

Para la reactivación del 
hongo sobre adultos de Ia 
broca del café se procede 
como sigue: 

agua destilada estéril 
(ADE). Las brocas se 
sumergen durante 10 
minutos en esta 
solución, luego se lavan 
tres veces con ADE 
sobre mallas de tul 
esterilizadas, que sirven 
de colador (Figura 2). 
Luego con Ia ayuda de 
tin pincel se colocan 
sobre una toalla de papel 
esterilizada (Figura 3). 

hCimeda (Figura 5). El 
recipiente se debe 
mantener tapado. 

d. Después de 10 dIas, es 
decir, cuando el hongo 
se ha desarrollado 
completamente sobre el 
cuerpo de las brocas 
(Figura 6), se toman 
individualmente éstas 
con tin pincel 
desinfestado, se someten 

a una nueva 
desinfestación con 
hipoclorito de sodio 
comercial al 5,25% por 
un minuto y sin lavar, se 
pasan inmediatamente 
sobre la toalla de papel 
esterilizada para retirar 
el exceso de hipoclorito. 

e. Finalmente las brocas 
infectadas con el hongo 
se colocan individual- 

mente en tubos de 
ensayo con 8 ml de 
medio de cultivo inclina-
do, Sabouraud Dextrosa 
Agar (SDA) (Figura 7) o 
tres brocas en una 
botella con arroz; 
cuando el hongo obten-
ga su máximo crecimien-
to y esporulación en el 
medio (Figura 8) se inicia 
Ia producción masiva a 
partir de éste. 

Se seleccionan brocas 
activas de una colonia, 
espedalmente aquellas 
que se observan volando 

Las brocas se desinfestan 
con hipoclorito de sodio 
al 0,5 % el cual se 
prepara tomando 9,52 
ml de cualquier producto 
comercial (5,25%), 
llevándolo a 100 ml con 

c. Posteriormente se realiza 
Ia infección de las brocas 
por inmersión durante 
dos minutos en 10 ml de 
Ia suspension madre del 
hongo (Figura 4) y se 
colocan en una caja 
galletera o en tin frasco 
de boca ancha que 
contenga una toalla de 
papel esterilizada, Ia cual 
debe permanecer 

Figura 3. Secado de las brocas en toallas de papel Figura 4. Inmersión de las brocas en Ia suspension madre del 
esterilizadas. 	 hongo B. bassiana (infección). 

Figura 5. Brocas 
infectadas con el 
hongo 
entomopatógeno 
colocadas en 
cámara hdmeda. 
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Figura 6. EsporulaciOn de los hongos entomopatógenos B. bucciwiu (a) y M. LlIloup/iue (b) sabre brocas del café, al cabo 
de 10 dIas de inoculación. 

Para los patrones 
B. bassiana (Bb9205) y 

RUEBAS 
M. anisopliae (Ma 9236) se 
toma una botella al azar, de 

v1ICROBIOE..0GICAS 
un cultivo de 25 dias de 
ceSarrOflOy se 	remueven 

una espátula de madera, 
adicionando agua con 

OiCffaCori de fween 80 al 0,1% hasta un 

esporas volumen conocido (500 o 
1000 ml) (Figura 9). De esta 
forma queda preparada Ia 

La cuantificación de Ia 
suspension madre de la cual 

concentración de esporas 
se toman 4 submuestras de 

permite determinar el 
1 ml y se depositan en 

nOmero de unidades tubos con 9 ml de ADE, 
infectivas por unidad de 

quedando de esta manera 
peso o volumen existentes preparada Ia dilución 10 1; 

en una formulación y sirve 
se repite el procedimiento 

de base para establecer Ia llevando 1 ml de esta 
dosificaciOn de un producto. diluciOn 	(10 1)  a tubos con 
El siguiente es el procedi- 9 ml de ADE, es decir, 10 2  

Figura 9. Ohtención de esporas del hongo B. bassiana cultivado en arroz (a) para Ia preparación de Ia suspension 
madre (b). 

Figura 7. Siembra 
del hongo en medio 

SDA a partir de 
adultos de broca 

infectados con 
B. bassiana 

Figura 8. 
Crecimiento y 
esporulación 
del hongo 
B. bassiana-
Bb9205 en 
SDA. 
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Figura 6. Esporulación de los hongos entornopatógenos B. basviwia (a) y M. wiisojllue (h) sobie brocas del café, al cabo 
de 10 dIas de inoculación. 

Concentración de 
esporas 

La cuantificación de Ia 
concentradón de esporas 

permite determinar el 
n6mero de unidades 
infectivas por unidad de 
peso o volumen existentes 
eri una formulación y sirve 

de base para establecer Ia 
dosificación de un producto. 
El siguiente es el procedi-
mien to: 

Para los patrones 
B. bassiana (Bb9205) y 
M. an/sopliae (Ma 9236) se 
toma una botella al azar, de 
un cultivo de 25 dIas de 
desarrollo y se remueven 
as esporas con Ia ayuda de 
una espátula de madera, 
adicionando agua con 

Tween 80 at 0,1% hasta un 
volumen conocido (500 ó 
1000 ml) (Figura 9). De esta 
forma queda preparada Ia 
suspension madre de Ia cual 
se toman 4 submuestras de 
1 ml y se depositan en 
tubos con 9 ml de ADE, 
quedando de esta manera 
preparada Ia dilución 10 .1; 

se repite el procedimiento 
Ilevando 1 ml de esta 
dilución (10 ') a tubos con 
9 ml de ADE, es decir, 10 2  

y asI SLicesivamente hasta 

PRUEBAS 
MICROBIOLOGICAS 

Figura 7. Siembra 
del hongo en medio 

SDA a partir de 
adultos de broca 

infectados con 
B. bassiana 

Figura 8. 
Crecimiento y 
esporulación 
del hongo 
B. bassiana-
Bb9205 en 
SDA. 

Figura 9. Obtcncibn de esporas del hongo B. bassiana cultivado en arroz (a) para Ia preparación de Ia suspension 
madre (b). 
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Figura 12. Llenado de la cámara de Neubauer con una micropipeta 

0 

Figura 13. 
Aspecto 
microscópico 
(40X) de las 
conidias de los 
hongos B. 
basciana (a) y 
M. anisopliae 
(b) en uno de 
los 25 
cuadrantes de la 
parte central de 
la cámara de 
Neubauer. 

obtener una dilución 10 o 
la dilución apropiada que 
permite el conteo para 
estimar el n6mero de 
esporas por mililitro de la 
suspension (Figura 10). 

Figura 10. Torna de submuestras a 
partir de Ia suspension madre del hongo 
B. bassiana. 

Para el recuento de esporas 
se utiliza la cámara de 
Neubauer o hemocitó-
metro (Figura 11). La 
cámara esta dividida en 2 
retIculos y cada uno se 
subdivide en 9 cuadrados 
(Figura 11 a) de 1 mm2  cada 
uno, o sea que cada 
retIculo tiene una superfi- 

cie total de 9 mm2. El cuadra-
do central (Figura 11 b) 
aparece de nuevo subdividi-
do en 25 cuadrantes y éstos 
en 16 cuadrantes más 
pequeños. 

El volumen (V) en mm' de 
cada uno de los cuadrantes 
es el siguiente: 

El recuento se determina 
sumando el total de esporas 
presente en los 25 cuadran-
tes centrales de Ia cámara. A 
cada submuestra se le 
realiza tres veces este 
procedimiento para un total 
de seis lecturas. La concen-
tración de esporas se calcula 
multiplicando el promedio 
del ntmero de esporas 
obtenido por el inverso de 
a dilución empleada para el 
conteo (Si la dilución 
empleada fue 10 el inverso 
es 10') y por el inverso del 
factor de la cámara (10). 

Si N es el n(imero promedio 
de esporas por cuadrante, 
entonces la concentración 
que se desea conocer, 
denominada C, se estima 
de la siguiente manera: 

C = N x Dilución empleada 
x Factor de cámara. 

Antes de proceder al 
recuento de esporas el 
hemocitómetro debe ser 

lavado y secado. El tubo de 
la dilución de la muestra de 
la cual se va a hacer el 
conteo de esporas se agita 
en un vortex durante 30 
segundos e inmediatamente 
se toma la muestra de 10 Ii! 
(0,01 ml) con una 
micropipeta y se deposita 
con cuidado, de manera que 
el IIquido entre por capilari-
dad sin que se formen 
burbujas en la cámara 
(Figura 12). Si esto ocurre, 
se retira el cubreobjetos, se 
lava, se seca la cámara y se 
repite el proceso. 

En cada compartimiento de 
la cámara se depositan 10 pi 
de la dilución 10 0 de 
aquella que facilite un 
conteo de 10 a 50 esporas 
por cuadrante. Se deja 
reposar medio minuto antes 
de proceder al conteo. 
Luego se Ileva la cámara al 
microscopio y con el 
objetivo lox se localiza en 
el campo visual el cuadrante 
central, se enfoca en tal 
forma que se observen 
nItidamente los cuadrantes y 
luego se pasa al objetivo 
40x (Figura 13). 

Volumen = ancho x largo x profundidad. 
V =1 mm x 1 mm x 0,1mm = 0,1 mm' (Volumen del 
cuadrante en el cual se realiza el conteo de esporas). 

El n(imero de esporas se obtiene en ml, por tanto, se 
debe realizar la conversion de mm' a ml, entonces: 

1ml---10 3 mm 3 	lmlxO,lmm 3 	0,lmI 
X 	 = 	=0,1x103  

X - 0,1 mm 3 	10 3 mm 3 	10 

X = 10 I  x 10 	= 10 ml (Factor de la cámara) 

Figura 11. Reliculado 

E 
I 

de la .airnara de 

I 
Neubauer o 
lieniocitoinetro 

I oher ado al 
nhlcroscopio (I OX). 
Reticulo de uno de los 
lados. El cuadrante 

1mm 	1mm 	1mm central Cresaltadoj, esOl 
dcstinado  a! recuento  
ilc esporas de hongos. 
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Figura 12. Llenado de Ia cámara de Neubauer con una micropipeta 
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Figura 13. 
Aspecto 
microscopico 
(40X) de las 
conidias de los 
hongos B. 
bassiana (a) y 
M. afliSop/iae 
(b) en uno de 
los 25 
cuadrantes de la 
parte central de 
Ia cámara de 
Neubauer. 

0 

a 

obtener una dilución 10 o 
Ia dilución apropiada que 
permite el conteo para 
estimar el nimero de 
esporas por mili!itro de Ia 
suspension (Figura 10). 

Figura 10. Torna de submuestras a 
partir de Ia suspension madre del hongo 
B. /issiana. 

Para el recuento de esporas 
se utiliza la cámara de 
Neubauer o hemocitó-
metro (Figura 11). La 
cámara esta dividida en 2 
retIculos y cada uno se 
subdivide en 9 cuadrados 
(Figura 11 a) de 1 mm2  cada 
uno, o sea que cada 
retIculo tiene una superfi- 

cie total de 9 mm2. El cuadra-
do central (Figura 11 b) 
aparece de nuevo subdividi-
do en 25 cuadrantes y éstos 
en 16 cuadrantes más 
pequeños. 

El volumen (V) en mm3  de 
cada uno de los cuadrantes 
es el siguiente: 

Figura 11. Reticulado 
de Ia cámara de 
Neubauer o 
hernocitómetro 
observado a! 
rnicroscopio (lOX). 
Retfculo de uno de los 
lados. El cuadrante 
central (resaltado), está 
destinado al recuento 
de esporas de hongos. 

El recuento se determina 
sumando el total de esporas 
presente en los 25 cuadran-
tes centrales de Ia cámara. A 
cada submuestra se le 
realiza tres veces este 
procedimiento para un total 
de seis lecturas. La concen-
tración de esporas se calcula 
multiplicando el promedio 
del n(imero de esporas 
obtenido por el inverso de 
Ia dilución empleada para el 
conteo (Si Ia dilución 
empleada fue 10 el inverso 
es 10) y por el inverso del 
factor de Ia cámara (10). 

Si N es el n6mero promedio 
de esporas por cuadrante, 
entonces Ia concentración 
que se desea conocer, 
denominada C, se estima 
de Ia siguiente manera: 

C = N x Dilución empleada 
x Factor de cámara. 

Antes de proceder al 
recuento de esporas el 
hemocitómetro debe ser 

lavado y secado. El tubo de 
Ia dilución de Ia muestra de 
Ia cual se va a hacer el 
conteo de esporas se agita 
en un vortex durante 30 
segundos e inmediatamente 
se toma Ia muestra de 10 j.il 
(0,01 ml) con una 
micropipeta y se deposita 
con cuidado, de manera que 
el lIquido entre por capilari-
dad sin que se formen 
burbujas en Ia cámara 
(Figura 12). Si esto ocurre, 
se retira el cubreobjetos, se 
lava, se seca Ia cámara y se 
repite el proceso. 

En cada compartimiento de 
Ia cámara se depositan 10 itl 
de la dilución 1 Q4  ó de 
aquella que facilite un 
conteo de 10 a 50 esporas 
por cuadrante. Se deja 
reposar medio minuto antes 
de proceder al conteo. 
Luego se Ileva Ia cámara al 
microscopio y con el 
objetivo lox se localiza en 
el campo visual el cuadrante 
central, se enfoca en tal 
forma que se observen 
nItidamente los cuadrantes y 
luego se pasa al objetivo 
40X (Figura 13). 

Volumen = ancho x largo x profundidad. 
V =1mm x 1mm x 0,1mm = 0,1 mm3  (Volumen del 
cuadrante en el cual se realiza el conteo de esporas). 

El ntmero de esporas se obtiene en ml, por tanto, se 
debe realizar la conversion de mm3  a ml, entonces: 

lml--10 3 mm 3 	lmIxO,lmm 3 	0,lml 
X - 	=0,1x103  

X - 0,1 mm 3 	10 3 mm 3 	10 

X = 10_i x 10 	= 10 ml (Factor de Ia cámara) 
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Cada submuestra es 
depositada en tubos de 
ensayo calibrados que 
contienen 10 ml de 
tween 80 al 0,1% en 
ADE ("suspension madre" 
= 10°), se agita en un 
vortex o manualmente 
durante un minuto. 

Se mezclan, un mililitro de 
Ia suspension madre con 
9m1 de ADE (dilución 10W1) 

y un mililitro de Ia dilución 
101  con9mldeADE 
hasta obtener Ia diluciOn 
1 Q2  Se continua de igual 
forma hasta obtener una 
dilución apropiada que 
permita fácilmente el 
recuento de esporas 
(Figura 14). 

El n(imero de esporas 
por gramo del producto, 
se obtiene multiplicando 
el promedio del n(imero 
de esporas por mililitro, 
obtenido en el recuento, 
por el volumen emplea- 

do en Ia preparación de 
Ia suspension madre 
(10 ml) y se divide por el 
peso de la muestra 
utilizada (ig). 

Normalmente las formula-
ciones en materiales inertes 
contienen muchos artefac-
tos que impiden hacer los 
recuentos en diluciones muy 
bajas. Por tanto, es necesa-
rio hacer los estimativos en 
diluciones mayores que 
permitan observar bien las 
esporas. 

Cuando se evalCian formula-
ciones lIquidas, se toman 10 
ml de cada recipiente y se 
realiza una mezcla (suspen-
sión madre, 100), de Ia que 
se toman cuatro 
submuestras de 1 ml. Con 
estas submuestras se 
preparan las diluciones de 
Ia forma antes descrita para 
estimar el n(imero de 
esporas por mililitro de 
formula ci on. 

F0RMULACION 
PULVO (la) U LIQUIDA (imi) 

\ 	imi 

- 
imi 	 imi 	imi 

- 	- 

51  

LLEVAR A 
10mICON 	9rnIADE 9mIADE 	9nIADE 	9mIADE 

ADE* 

SUSPENSION 	1:10 (101) 1:100(102) 	1:1000 (102) 	1:10000 (1(2) 

MADRE (100) 	1 xlO-' I xlO° 	1 xlO° 	1 xiS-' 

* AQUA DESTILADA ESTERIL 

Figura 14. Diagrania del procedimiento para preparar diluciones a partir de Ia 
suspension madre. 

Para el cálculo del n(imero 
de esporas por gramo se 
debe determinar previamen-
te el peso del sustrato arroz-
agua utilizado para el cultivo 
del hongo. 

Para obtener el n(imero de 
esporas por gramo del 
producto, se multiplica el 
promedio del ntmero de 
esporas por mililitro 
obtenido en el recuento, por 
el volumen empleado en Ia 
preparación de Ia suspension 
madre y se divide por el 
peso de Ia muestra utilizada 
(Formato 1). 

Con relación a las muestras 
producidas en sustrato arroz 
por los Comités Departa-
mentales de Cafeteros y 
entidades particulares, las 
cuatro submuestras se 
obtienen a partir de cuatro 
botellas seleccionadas por 
fecha o lote de producción y 
se prepara Ia suspension 
madre seg(in Ia metodologla 
citada para el patron de 
comparación. 

Cuando se trata de una 
formuladón en polvo se 
toma una muestra represen-
tativa del lote que se va a 
examinar, se procede de la 
siguiente manera: 

1) Se toman 10 gramos de 
cada recipiente (lote) y se 
prepara una mezcla de la 
cual se extraen cuatro 
submuestras de 1 gramo. 

FORMATO 1. Registro y determinación de Ia concentración de esporas de hongos entomopatOgenos 
usando Ia cámara de Neubauer. *oraii&af 

Fecha15-03 -95 	Objetivo: 	Vi!a.' 29( Evaluador:  

MUESTRA Submuestra 
Lote 

Lectura en Ia cámara - 
X D.E. 

1 2 3 4 5 6 

CodIgo: /2-s 1 /i Z3 24 Z 3! /73 W' 426 
DiIución: 

Volumen de agua: 590 id 
P=Peso muestra: /70 
Formulación: 	

tUeØ' 

2C 29 79 29 2 2' 1 27 3 

0jr 0.3 Z1 33 zq d ie 4"7, ,P 34 

4/ 
- - - - - 

Hongo-cepa: 	2O5 [)e/mI= 
X*D*fc  

Fecha: /5-03-95  

72 xi7x 1O 	Z2 x I 7 ±4.4s'x iotW 5'? 2'  

x10 7 	nL/ 1420 u t/ 	,?7*-V/P z5,2 007  500 m//OO.±44 	°"5 	,n 
1b 9  O,23x/OL!Sp ot.f/4cwU7o  

Codigo: 1 
2 DiluciOn: 

Volumen de agua: - - - - - 3 
Peso muestra: - - - - - - 
FormulactOn: 

[J e/mI= X*D*fc  Hongo-cepa: 

Fecha: 

[]e/g 	e/mI*V/P 

Código: 1 
2 DiIuciOn: 

Volumen de agua: 3 
Peso muestra: - 4 
FormulaciOn: - - - - 
Hongo-cepa: 

[]eImI= X*D*fc  
Fecha: 

[] e/g _e/mI*V/P_ 

X=promedlo del numero do esporas 
	tcl-actor para ia camara do Neuoauer = 1 U 

OBSERVACIONES: 

Técnicas para el control de calidad de 
	 Técnicas para el control de calidad de 

formulaciones de hongos entomopatógenos 
	

form ulaciones de hongos entomopatógenos 

10 	 11 



Cada submuestra es 
depositada en tubos de 
ensayo calibrados que 
contienen 10 ml de 
tween 80 al 0,1% en 
ADE ("suspension madre" 
= 100), se agita en un 
vortex o manualmente 
durante un minuto. 

Se mezclan, un mililitro de 
Ia suspension madre con 
9ml de ADE (dilución 101) 

y un mililitro de Ia dilución 
10' con9 ml de ADE 
hasta obtener la dilución 
1 Q2 Se continua de igual 
forma hasta obtener una 
dilución apropiada que 
permita fácilmente el 
recuento de esporas 
(Figura 14). 

El némero de esporas 
por gramo del producto, 
se obtiene multiplicando 
el promedio del n(imero 
de esporas por mililitro, 
obtenido en el recuento, 
por el volumen emplea- 

do en Ia preparaciOn de 
Ia suspension madre 
(10 ml) y se divide por el 
peso de Ia muestra 
utilizada (1 g). 

Normalmente las formula-
ciones en materiales inertes 
contienen muchos artefac-
tos que impiden hacer los 
recuentos en diluciones muy 
bajas. Por tanto, es necesa-
rio hacer los estimativos en 
diluciones mayores que 
permitan observar bien las 
esporas. 

Cuando se evakan formula-
ciones lIquidas, se toman 10 
ml de cada recipiente y se 
realiza una mezcla (suspen-
sión madre, 10°), de la que 
se toman cuatro 
submuestras de 1 ml. Con 
estas submuestras se 
preparan las diluciones de 
Ia forma antes descrita para 
estimar el nCimero de 
esporas por mililitro de 
form u I aci on. 

FORMULACION 
POLVO (ig) A LiQUIDA (imi) 

\ 	imi imi 	 lini 	lmI 

- 	- 

LLEVAR A 
10 ml CON 	9mIADE 9mIADE 	OmIADE 	9mIADE 

ADE' 

SUSPENSiON 	1:10 (101) 1:100 (102) 	1:1000 (101) 	1:10000 (101) 
MADRE (100) 	1 x 10' 1 210 2 	1 x 10-' 	1 210° 

* AGUA DESTILADA ESTERIL 

Figura 14. Diagrama del procedirniento para preparar diluciones a partir de la 
suspension madre. 

Para el cálculo del n(imero 
de esporas por gramo se 
debe determinar previamen-
te el peso del sustrato arroz-
agua utilizado para el cultivo 
del hongo. 

Para obtener el n(imero de 
esporas por gramo del 
producto, se multiplica el 
promedio del nCimero de 
esporas por mililitro 
obtenido en el recuento, por 
el volumen empleado en Ia 
preparación de Ia suspension 
madre y se divide por el 
peso de Ia muestra utilizada 
(Formato 1). 

Con relación a las muestras 
producidas en sustrato arroz 
por los Comités Departa-
mentales de Cafeteros y 
entidades particulares, las 
cuatro submuestras se 
obtienen a partir de cuatro 
botellas seleccionadas por 
fecha o lote de producciOn y 
se prepara Ia suspension 
madre segtn Ia metodologIa 
citada para el patron de 
comparación. 

Cuando se trata de una 
formulaciOn en polvo se 
toma una muestra represen-
tativa del lote que se va a 
examinar, se procede de Ia 
siguiente manera: 

1) Se toman 10 gramos de 
cada recipiente (lote) y se 
prepara una mezcla de Ia 
cual se extraen cuatro 
submuestras de 1 gramo. 

FORMATO 1. Registro y determinación de Ia concentración de esporas de hongos entomopatógenos 
usando Ia cámara de Neubauer. 	iiFé 

Fecha /503-95 	Objetivo: 	/,7V/d! 	 Evaluador:  

MUESTRA Submuestra 
Late 

Lectura an Ia cámara 
- 

X D.E. 
1 2 3 4 5 6 

COdigo: /2-s 1 /7 2'3 ~72 33 73 3/ /73 ZI' 4,7( 
DiIución: 2/ O 20 7S 29 U 27 155 ?SIY 3, 

Volumen de agua: 	Mz /i 05 3,4 
P=Peso muestra: /i2O ' 

FormulaciOn:  

- - - - - 

Hongo-cepa: 	11205 

Fecha: 

[1 e/ml 
X*D*fc 

72 x1 3x 10 = 2'AT2 X107±4,b x/07Ø/ 

 _________  

9V 

ti e/i. = ,7?/V/pZ5,2 i/O' *500 mt//00.±44xlO50OrPL/ 1170 
1, 2,; x f bO29 x i'O espwa 4V)90  

COdigo: 1 

2 
DiluciOn: 

Volumen de agua: - - - - - - - 

3 
Peso muestra: - - - - - - - 

FormulaciOn: 

[]e/ml= 
X2Dfc 

Hongo-cepa: 

Fecha: 

[]e/g =e/mI'V/P= 

Código: 1 

2 DiluciOn: 

Volumen de agua: 
3 

-- Peso muestra: 
4 

-- .---. 

FormulaciOn: - - - - - 

Hongo-cepa: 
E]e/ml= 
XD2fc 

Fecha: 
[]e/g 	e/ml*V/P_ 

'x=promeaio aei numero ae esporas 	tc=i-octor para ia camara ce Neubauer 	U 

OBSERVACIONES: 
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-- 	-. - 
Figura 16. Tinción de las 

alIcuotas. Adición del 
azul de lactofenol a las 24 

horas de incubación (a), 
remoción de la alIcuoia 

(b) y depósito en láminas 
de vidrio para 

observación al 
rnicroscopio (c). 

/ 	MARfN P. EvaluaciOn de diferentes medios de cultivo para determinar la gernlinacidn del hongo B. bassiana producido en 
formulaciones comerciales. Informe Anual de Labores. Entoniologla. CENIcAFE. 1994. 26p. 

F1l,Llra 17 AspeLto 
I11CiO5C()lD1CO 63X) 
de la germinacibn del 

I. 

.hongo B. bassiana a 
las 24 horas de  
incubación en agar-
auaal 1.5% 

1/.• 

Figura 18. Aspecto 
microscópico (40X) 
de la gerniinación del 
hongo M. anisopliae 
a las 24 horas de 
incubación en agar-
agua al 1,5%. 

Germinación de 
esporas 

Esta prueba establece la 
viabilidad del hongo y en  
comhinación con ci estima-
tivo del n(imero de esporas 
se puede caicular la cantidad 
de esporas viables de una 
formulación por unidad de 
peso o volumen. Este estima-
tivo se hace con cada una de 
las cuatro submuestras 
preparadas para determinar la 
concentración de esporas. Se 
procede entonces asi: 

1) Se preparan de 10 a 15 
ml de Agar-agua al 1,5 %

sin acidificar en cajas de 
petri'. Se maican 5 

puntos en la superficie 
externa inferior de la caja 
correspondientes a los 
puntos en los cuales se 
depositarán las alicuotas 

que contienen las 
esporas (Figura 15) 

2) Dc la dilución 10 de 
cada submuestra 
preparada en la prueba 
anterior y previamente 
agitada, se toman 5 ti 

para depositar en las 
cajas de petri, a razón 
de 5 ailcuotas por caja 
por submuestra. Las 
cajas de petri inoculadas 
se incuban a 25 ± 2 °C 

durante 24 horas. 

3) Transcurrido el tiempo 
de incubación se agrega 
una gota de azul de 
lactofenol a cada 
ailcuota con ci propósito 
de detener la germina-
ción y a la vez teñir las 
esporas del hongo; 
luego se cortan las 
alIcuotas depositándolas 
sobre una lámina 
portaobjetos (Figura 16), 
y se cubren con una 
laminilla. 

Figura 15. 
Depósito de 

- 	alIcuotas de 

suspension 

9 	de esporas 
en la 
superficie 
del rnedio 

A agar agua 
all % 

4) La observación se hace 
con ci objetivo 40X 

contando un mInimo de 
100 esporas (se registran 
germinadas y no germi-
nadas) por alIcuota (Fi-
guras 17 y 18). Con los 
datos obtenidos en las 
cuatro submuestras se 
calcula ci porcentaje de 
germinación (Formato 2) 

Una formulación comerciai 
debe tener una gcrminación 
superior al 85% en un 
tiempo de incubación de 24 

horas. Lo anterior, debido a 
que al asperjar ci hongo en 
ci campo debe tener un 
rápido efecto sobre la 
pobiación del insecto que 
está atacando y un corto 
perIodo de exposición a 
condiciones ambientales 
adversas. 

Prueba de pureza 

La prueba de pureza tiene 
como finalidad estabiecer la 
proporción del agente 
bioiógico en la formuiación 
e identificar los microorga-
nismos contaminadores, 
contribuyendo a mejorar ci 
proceso de producción y 
formulación de los entomo-
patógenos. Para realizar 
esta prueba se realiza ci 
siguiente procedimiento: 

1) Se prepara SDA más 
cloranfenicol (0,0 1 6%) 
de la siguiente manera: 
0,25 gramos de 
cloranfenicol en 100 ml 
de agua destilada estéril, 
de esta solución se toma 
1 ml que se agrega a 
150 ml de SDA previo al 
vaciado en las cajas de 

petri esterilizadas, es 
dccir, cuando alcance 
una temperatura de 
40 °C. El medio se vierte 
en cantidades de 10 a 15 

ml por caja. 

Luego se toman los 
tubos de la diiución 10 
de cada una de las 
submuestras del patron y 
se agitan en un vortex 
durante un minuto; se 
inocula 0,1 ml en Ia 
superficie de dos cajas 
por submuestra (Figura 
19), dispersando ci 
inócuIo con la ayuda de 
un rastrillo 0 pipeta 
estérilizada (Figura 20). 

En ci caso de los 
productos comerciales 
se toma de la dilución 
10, 0 10, dependiendo 
de la conccntraciOn del 
producto. 

Las cajas inoculadas se 
someten a incubación a 
una temperatura de 25 ± 

2 °C con elfin de 
promover ci desarroilo 
de unidades formadoras 
de colonia (UFC). 

Diariamente y durante 7 

dIas se contabiliza ci 
nümcro de UFC de cada 
microorganismo en cada 
una de las submuestras. 
Al final de las lecturas, se 
identifican los microorga-
nismos presentes 
(Figuras 21) Se anota ci 
nümero de UFC 
estimado, ci porcentaje 
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Figura 15. 
Depósito de 
ilIcuotas de 
Ia 

stispension  

J de esporas 
en la 
superficie 
del rnedio 
agar- agua 
al 1.5%. 

.5-- 

Germinación de 
esporas 

Esta prueba establece la 
viabilidad del hongo y en 
comhinación con el estima-
tivo del n(Imero de esporas 
se puede calcular la caritidad 
de esporas viables de una 
formulacion por unidad de 
peso o volumen. Este estima-
tivo se hace con cada una de 
las cuatro submuestras 
preparadas para determinar la 
concentración de esporas. Se 
procede entonces asi: 

1) Sepreparan delOal5 
ml de Agar-agua al 1,5 O/() 

sin acidificar en cajas de 
petri'. Se marcan 5 
puntos en Ia superficie 
externa inferior de la caja, 
correspondientes a los 
puntos en los cuales Se 

depositartn las ailcuotas 

Figura 16. Tinción de las 
alIcuotas. Adición del 

azul de lactofenol a las 24 
horas de incubación (a). 
remoción de la alIcuota 

(b) y depósito en láminas 
de vidrio para 

observación al 
microscopio (c). 

que contienen las 
esporas (Figura 15). 

2) Dc la dilución 10 de 
cada submuestra 
preparada en la prueba 
anterior y previamente 
agitada, se toman 5 .tl 

para depositar en las 
cajas de petri, a razón 
de 5 alIcuotas por caja 
por submuestra. Las 
cajas de petri inoculadas 
se incuban a 25 ± 2 °C 
durante 24 horas. 

3) Transcurrido el tiempo 
de incubación se agrega 
una gota de azul de 
lactofenol a cada 
alIcuota con el propósito 
de detener Ia germina-
ción y a la vez teñir las 
esporas del hongo; 
luego se cortan las 
alicuotas depositándolas 
sobre una lámina 
portaobjetos (Figura 16), 
y se cubren con una 
laminilla. 

4) La observación se hace 
con el objetivo 40X 
contando un mInimo de 
100 esporas (se registran 
germinadas y no germi-
nadas) por alicuota (Fi-
guras 17y18). Con los 
datos obtenidos en las 
cuatro submuestras se 
calcula el porcentaje de 
germinación (Formato 2) 

Una formulación comercial 
debe tener una germinación 
superior al 85% en un 
tiempo de incubación de 24 
horas. Lo anterior, debido a 
que al asperjar el hongo en 
el campo debe tener un 
rápido efecto sobre la 
población del insecto que 
está atacando y un corto 
perlodo de exposición a 
condiciones ambientales 
adversas. 

Prueba de pureza 

La prueba de pureza tiene 
como finalidad establecer Ia 
proporción del agente 
biológico en la formulación 
e identificar los microorga-
nismos contaminadores, 
contribuyendo a mejorar el 
proceso de producción y 
formulación de los entomo-
patógenos. Para realizar 
esta prueba se realiza el 
siguiente procedimiento: 

1) Se prepara SDA más 
cloranfenicol (0,0 1 6%) 
de la siguiente manera: 
0,25 gramos de 
cloranfenicol en 100 ml 
de agua destilada estéril, 
de esta solución se toma 
1 ml que se agrega a 
150 ml de SDA previo al 
vaciado en las cajas de 

Figura 18. Aspecto 
microscópico (40X) 
de la germinación del 
hongo M. anisopliae 
a las 24 horas de 
incubación en agar-
agua al 1,5%. 

petri esterilizadas, es 
decir, cuando alcance 
una temperatura de 
40 °C. El medio se vierte 
en cantidades de 10 a 15 
ml por caja. 

Luego se toman los 
tubos de la dilución 10 
de cada una de las 
submuestras del patron y 
se agitan en un vortex 
durante un minuto; se 
inocula 0,1 ml en la 
superficie de dos cajas 
por submuestra (Figura 
19), dispersando el 
inóculo con la ayuda de 
un rastrillo o pipeta 
estérilizada (Figura 20). 
En el caso de los 
productos comerciales 
se toma de la dilución 
10, ó 10, dependiendo 
de la concentración del 
producto. 

Las cajas inoculadas se 
someten a incubación a 
una temperatura de 25 ± 
2 °C con elfin de 
promover el desarrollo 
de unidades formadoras 
de colonia (UFC). 

Diariamente y durante 7 
dIas se contabiliza el 
nCimero de UFC de cada 
microorganismo en cada 
una de las submuestras. 
Al final de las lecturas, se 
identifican los microorga-
nismos presentes 
(Figuras 21) Se anota el 
ntimero de UFC 
estimado, el porcentaje 

I  / 	MARfN P. Evaluación de diferentes medios de cultivo para deteniiinar Ia gerrninacián del hongo B. bassianaproducido en 
formulaciones comerciales. Informe Anual de Labores. EntornologIa. cENIcAFE. 1994. 26p. 

\ 
Figura 17. Aspecto 
microscópico (63X) 
de la germinación del 

-. . 	hongo B. bassiana a lit  

las 24 horas de 
. 	' 	:'. 	 incubación en agar- 

S 	 aguaal 1,5% 
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del entomopatógeno en 
estudio, otros hongos, 
hacterias y levaduras 
encontrados 
(Formato 3). 

El porcentaje de pureza (P) 
se calcula de Ia siguiente 
mane ra: 

UFC del hongo 
eval u ado 

%P= 	 xlOO 

UFC totales 

Se considera que las formu-
laciones comerciales deben 
tener un porcentaje de 
pureza superior al 900/,,* 

Figura 19. Adicióndelasuspensiónde Figura 20. Dispersion del inóculo 
esporas del hongo sobre Ia superficie del depositado en ci medio con una pipeta 
medio SDA+cioranfenicol al 0,016%. 	estdril. 
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Figura 21. HongosB. hassicinci (a); y M. wiivopliae (b), producidos en arroz, libres de contaminantes. B. bassiana en el cual 
se observa crecimiento del hongo contaminante Penicilliu,n sp. (c). 

* 	Los microorganismos contaminantes permisibles, no cleben causar daño a lasalud humana, 

animal, vegetal ni al medio ambiente. 
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A 

Figura 21. Hongos B. bassianci (a); y M. anisopliae (b) producidos en arroz. libres de contaminantes. B. bassiana en ci cual 

se observa crecimiento del hongo contaminante Penicillium sp. (c). 

* 	
Los microorganismos contaminantes permisihies, no deben causar daño ala salud humana, 

animal, vegetal ni al medlo ambiente. 

Li 

del entomopatógeno en 

estudlo, otros hongos, 

bacterias y levaduras 

encontrados 

(Formato 3). 

El porcentaje de pureza (P) 

se calcula de la siguiente 

manera: 

UFC del hongo 
evaluado 

% P=----------------- x 100 

UFC totales 

Se considera que las formu-

laciones comerciales deben 

tener un porcentaje de 

pureza superior al 90%*. 

Figura 19. Adicióndelasuspensiónde Figura 20. Dispersion del inóculo 
esporas del hongo sobre Ia superficie del depositado en el rnedio con una pipeta 
medio SDA+cloranfenicoi a! 0.016%. 	estéril. 
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E1 

Figura 22. Etapas 
del proceso infectivo 
(inicio, cubrimiento y 
esporulaciOn) de los 
hongos 
B. bassiana (a) y 
M. anisopliae (b) 
sobre la broca del 
café H. harnpei. 
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1UL3A D E 
PATOG,LFN1C1nAn 

Esta es la prueba más 
importante en el análisis de 
calidad de una formulación, 
ya que determina si el 
patógeno realmente ataca Ia 
plaga para la cual está 
recomendado. Sin embargo, 
no asegura que bajo condi-
ciones de campo SU eficacia 
va a ser igual a la registrada 
en laboratorio. Requiere el 

desarrollo de una metodolo-
gla para criar y manipular los 
insectos en el laboratorio y 
asegurar que permanezcan 
vivos en el tratamiento 
teStigo durante la prueba. Las 
pruebas se diseñan para 
proporcionar condiciones 
ideales en el momento de Ia 
exposición at patógeno, para 
que ocurra Ia germinación e 
invasion del hospedante, y en 
Ia conidiogenesis, para 
favorecer Ia esporulación del 
bongo sobre el insecto 
muerto y poder confirmar 
que Ia mortalidad se debió al 
tratamiento con el hongo 
(Figura 22). 
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Figura 22. Etapas 
del proceso infectivo 
(inicio, cubrimiento y 
esporulación) de los 
hongos 
B. bassiana (a) y 

M. anisopliae (b) 
sobre Ia broca del 
café H. hampei. 

Técnicas para el control de calidad de 
formulaciones de hongos entomopatógenos 
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PRUEBA DE 
PATOGENICIDAD 

Esta es Ia prueba más 
importante en el análisis de 
calidad de una formulación, 
ya que determina si el 
patógeno realmente ataca Ia 
plaga para Ia cual está 
recomendado. Sin embargo, 
no asegura que bajo condi-
clones de campo su eficacia 
va a ser igual a Ia registrada 
en Iaboratorio. Requiere el 

desarrollo de una metodolo-
gIa para criar y manipular los 
insectos en el laboratorio y 
asegurar que permanezcan 
vivos en el tratamiento 
testigo durante Ia prueba. Las 
pruebas se diseñan para 
proporcionar condiciones 
ideales en el momento de Ia 
exposición al patógeno, para 
que ocurra la germinación e 
invasion del hospedante, y en 
Ia conidiogenesis, para 
favorecer Ia esporulación del 
hongo sobre el insecto 
muerto y poder confirmar 
que Ia mortalidad se debió al 
tratamiento con el hongo 
(Figura 22). 
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Figura 23. Inmersidn de las brocas en una 
	

Figura 24. Procedimiento del bioensayo de patogenicidad. Adición 
suspension de esporas de concentración conocida 

	
del sustrato (a) y adición de ADE (b). 

del hongo B. bassiana. 

Procedimiento 

Se seleccionan adultos de 
broca del café de menos de 
8 dIas de edad, provenientes 
de una cria libre de 
patógenos. Se desinfestan 
previmente con una 
solución de hipoclorito de 
sodio al 0,5%  durante 10 
minutos y se lavan en ADE 
usando mallas de tul esterili-
zadas que sirven de colador 
(Figura 2). De estas brocas 
Se seleccionan las que 
presentan mayor actividad. 

Las formulaciones que se 
deben evaluar se comparan 
con el patron (Bb 9205). La 
concentración de inóculo 
empleado debe ser de lxi 0 
e/ml suspendidas en ADE, 
tanto para el patron como 
para cada uno de los 
productos comerciales 

formulados y no formula-
dos. Para la evaluación de 
cada producto se toman 40 
brocas al azar, distribuidas 
en 4 repeticiones, cada una 
con 10 individuos. Para 
cada evaluación se utiliza 
un testigo compuesto de 
adultos de broca que no 
entran en contacto con el 
hongo. 

Las brocas se sumergen en 
una suspension de esporas 
del hongo (1 x 10 c/mi), 
durante 2 minutos (Figura 
23), Ia cual se mantiene en 
agitación manual. Luego, se 
coloca una broca por vial 
de vidrio (frasco de antibiO-
tico), con un disco de toalla 
de papel previamente 
humedecido con ADE y se 
tapa con una mota de 
algodón esterilizada bien 
ajustada a Ia boca del vial. 

Al cabo de 24 horas se 
adiciona, como sustrato a 
cada vial, un grano de café 
pergamino seco de agua 
(45% de humedad), es decir, 
sin ningtn proceso de seca-
do mecánico (Figura 24a). 

Diariamente y durante 10 
dIas se evalUa la mortalidad 
causada por el hongo en 
estudio, observando al 
estereoscopio los sIntomas y 
signos de enfermedad en las 
brocas. Las brocas vivas o 
muertas deben permanecer 
en los viales para que no se 
interrumpa el desarrollo 
normal del hongo en el 
insecto (5). Con una jeringa 
desechable diariamente se 
adiciona ADE (Figura 24b), 
hasta humedecer el disco de 
papel evitando Ia presencia 
de agua libre. La humedad 
puede ser considerada 

como el factor más 
importante en ci desarrollo 
de una micosis en las 
etapas de germinación 
de las esporas y 
conidiogénesis. 

Con el registro diario de 
patogenicidad (Formato 4) 
se establece el ciclo de 
desarrollo del hongo sobre 
Ia broca (Figura 25), el 
porcentaje de mortaiidad 
(Formato 5) y el promedio 
del tiempo de mortalidad 
(Formato 6), que constitu- 

Figura 25. 
Irnagen al 

estereoscopio de 
las etapas de Ia 

enfermedad 
causada por los 

hongos B. 
hassiana (a) y M. 
anisopliae (b) en 
la broca del café. 

Muerte del 
insecto, inicio del 

miceli 0. 

cubrimiento de 
rnicelio. 

formación de 
esporas y 

esporulaciOn. 

yen otros criterios importan-
tes en Ia calidad biológica 
del hongo en estudio. 

El tiempo de evaluación 
varIa para cada hongo 
entomopatógeno estudiado, 
dependiendo del ciclo 
biologico del hongo en ci 
insecto y de la superviven-
cia del insecto no tratado 
bajo las condiciones del 
ensayo. Los productos 
comerciales deben causar 
mortalidades superiores al 
80% en esta prueba. 
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Procedimiento 
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8 dIas de edad, provenientes 
de una crIa libre de 
patógenos. Se desinfestan 
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solución de hipoclorito de 
sodio al 0,5% durante 10 
minutos y se lavan en ADE 
usando mallas de tul esterili-
zadas que sirven de colador 
(Figura 2). De estas brocas 
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brocas al azar, distribuidas 
en 4 repeticiones, cada una 
con 10 individuos. Para 
cada evaluación se utiliza 
un testigo compuesto de 
adultos de broca que no 
entran en contacto con el 
hongo. 

Las brocas se sumergen en 
una suspension de esporas 
del hongo (1 x 10 e/ml), 
durante 2 minutos (Figura 
23), Ia cual se mantiene en 
agitación manual. Luego, se 
coloca una broca por vial 
de vidrio (frasco de antiblO-
tico), con un disco de toalla 
de papel previamente 
humedecido con ADE y se 
tapa con una mota de 
algodón esterilizada bien 
ajustada a Ia boca del vial. 

Al cabo de 24 horas se 
adiciona, como sustrato a 
cada vial, un grano de café 
pergamino seco de agua 
(45% de humedad), es decir, 
sin ning(in proceso de seca-
do mecánico (Figura 24a). 

Diariamente y durante 10 
dias se eval(ia la mortalidad 
causada por el hongo en 
estudio, observando al 
estereoscopio los sIntomas y 
signos de enfermedad en las 
brocas. Las brocas vivas o 
muertas deben permanecer 
en los viales para que no se 
interrumpa el desarrollo 
normal del hongo en el 
insecto (5). Con una jeringa 
desechable diariamente se 
adiciona ADE (Figura 24b), 
hasta humedecer el disco de 
papel evitando Ia presencia 
de agua libre. La humedad 
puede ser considerada 

como el factor más 
importante en el desarrollo 
de una micosis en las 
etapas de germinaciOn 
de las esporas y 
conidiogénesis. 

Con el registro diario de 
patogenicidad (Formato 4) 
se establece el ciclo de 
desarrollo del hongo sobre 
Ia broca (Figura 25), el 
porcentaje de mortalidad 
(Formato 5) y el promedio 
del tiempo de mortalidad 
(Formato 6), que constitu- 
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Muerte del 
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cubrimiento de 
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formación de 

esporas y 
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yen otros criterios importan-
tes en Ia calidad biológica 
del hongo en estudio. 

El tiempo de evaluación 
varIa para cada hongo 
entomopatOgeno estudiado, 
dependiendo del ciclo 
biolOgico del hongo en el 
insecto y de Ia superviven-
cia del insecto no tratado 
bajo las condiciones del 
ensayo. Los productos 
comerciales deben causar 
mortalidades superiores al 
80% en esta prueba. 
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Mediante éste, se determina 
Ia acidez o la alcalinidad de 
una formuladón. Se prepara 
una mezcla en proporción 
1:10 (muestra: agua 
destilada), se homogeneiza 
y se deja reposar durante 
una hora. Con un 
potenciómetro (Figura 26), 
previamente calibrado con 
soluciones Buffer, se 
determina el pH (Formato 
7). El valor del pH influye en 
Ia germinación del hongo, 
retardándola en valores 
extremos. Se consideran 
intervalos óptimos de pH los 
valores entre 5,5 y 7,0. 

Porcentaje de 
humedad 

Los valores de humedad 
encontrados en las produc-
ciones artesanales que 
utilizan como sustrato arroz, 
tanto del hongo B. bassiana 
como M. anisopliae son 
muy variables y oscilan 
entre el 30 y el 80%, y en 
general no afectan Ia 
germinación y patogenici-
dad de los hongos. 
Humedades mayores del 
80% proporcionan condicio-
nes favorables para el 
desarrollo de microorganis-
mos tales como bacterias y 
levaduras que entran a corn-
petir con el agente biológico 
y reducen su viabilidad. 

En el caso de productos 
liofilizados o formulados en 
inertes como talco, 
bentonita, leche y tierra de 
diatómaceas, se presentan 
porcentajes de humedad 
entre 3,0 y 1 5%, que 
retardan ligeramente el 
proceso de germinación. 

La determinación de 
humedad se puede realizar 
mediante Ia utilización de 
un desecador infrarrojo 
LJ-16, al cual se le adapta un 
sensor que registra la 
pérdida de humedad del 
producto cada 5 minutos y 
compara Ia lectura actual 
con Ia anterior hasta el 
momento en que se 
estabiliza Ia humedad, 

PRUEBAS 1* 
FISICOQUIMICAS 

Figura 26. 
Medida del 

pH de Ia 
formulaciOn. 

Técnicas para el control de calidad de 
form ulaciones de hongos entomopatógenos 

wj v.c 
a 

>< 

Q 

0 
0 

C) 

> 
a) 
C,, 
(C, 
5 CO 
a) 

0 
() 
E r-. 
z - 

(0 

,, tr) 

CO NIO- 

C') 

~_7 

.0 -i 0 
'0 	c 	0) 

A— 

T&nicas para el control de calidad de 
formulaciones de hongos entomopatógenos 

 

U) 
0 
C a) 
D) 
'0 
Cu a. 
0 
E 
0 

CD 

U) 
0 
0) 
C 
0 
.0 
G) 
10 

10 

Cu 

0 
E 
a) 
10 

0 
4) 
E 
0 
a. 
0 a. 
E a) 

a) 
0 
0 
a.- 

U) 
0) a) 

0 
I- 

0 
U- 

0 
> 

.cl) 

.0 
0 

23 

22 



Cl) 
0 

10 

 

D) 

Co 
0. 
0 
E 
0 
C 
0) 
Cl) 
0 
0) 
C 
0 

0) 
0 
0 
Co 
0 

Co 
I- 
0 
E 
0) 
10 

0) 
E 
0 
0. 
0 
0. 
E 
0) 

0) 
0 
0 

Cl) 
0) 
0) 

C 

0 

Cr 

- 

0 
LL 

MIN 

0 > 

-Q 
0 

pH 

Mediante éste, se determina 
Ia acidez o Ia alcalinidad de 
una formulación. Se prepara 
una mezcla en proporción 
1:10 (muestra: agua 
destilada), se homogeneiza 
y se deja reposar durante 
una hora. Con un 
otenciómetro (Figura 26), 

previamente calibrado con 
soluciones Buffer, se 
determina el pH (Formato 
7). El valor del pH influye en 
Ia germinación del hongo, 
retardándola en valores 
extremos. Se consideran 
intervalos óptimos de pH los 
valores entre 5,5 y 7,0. 

Porcentaje de 

humedad 

Los valores de humedad 
encontrados en las produc-
ciones artesanales que 
utilizan como sustrato arroz, 
tanto del hongo B. bassiana 
como M. anisopliae son 
muy variables y oscilan 
entre el 30 y el 80%, y en 
general no afectan la 
germinación y patogenici-
dad de los hongos. 
Humedades mayores del 
80% proporcionan condicio-
nes favorables para el 
desarrollo de microorganis-
mos tales como hacterias y 
levaduras que entran a corn-
petir con el agente biologico 
y reducen su viabilidad. 

En el caso de productos 
liofilizados o formulados en 
inertes como talco, 
bentonita, leche y tierra de 
diatómaceas, se presentan 
porcentajes de humedad 
entre 3,0 y 1 5%, que 
retardan ligeramente el 
proceso de germinación. 

La determinación de 
humedad se puede realizar 
mediante la utilización de 
un desecador infrarrojo 
LJ-16, al cual se le adapta un 
sensor que registra Ia 
pérdida de humedad del 
producto cada 5 minutos y 
compara Ia lectura actual 
con Ia anterior hasta el 
momento en que se 
estabiliza Ia humedad, 

PRUEBAS 
FISICOQUIMICAS 

Figura 26. 
Medida del 

pH de Ia 
formulación. 
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El porcentaje de humedad se determina como en el 
siguiente ejemplo: 

PC = 10,8919 g 

PCMH = 20,7688 g 

PCMS 20,7220 g 

Peso hCimedo (PH) = (PCMH)-(PCMS) = 0,0468 g 

Peso muestra (PM)= (PCMH)-(PC) = 9,8769 

Porcentaje de humedad = % H = PH x 100/PM 

% H = 0,0468 x 100 / 9,8769 = 0,47% 

Humectabilidad 

Determina el tiempo que 

trda un polvo mojable en 

humedecerse completamen-

te. Para esto, se pesan 5 g 
de Ia formulación que se va 

a evaluar y se depositan en 
un punto fijo en la superfi-

cie de un vaso de precipita-

do de 250 ml y 7 cm de 

diámetro interno, que 
contiene 200 ml de agua 

destilada (Figura 27). Con 

un cronómetro se mide el 
tiempo transcurrido entre el 

momento de agregar Ia 

muestra y el instante en que 

ésta desaparece de la 
superficie (Formato 7). Esta 

prueba se realiza solo a 

productos industriales 
formulados en polvos 

(Figura 28), talcos, bento-
nitas, tierra de diatomáceas y 

leche, entre otros. 

Figura 28. Muestra de un bioinsecticida 
en polvo sometida a determinación de 
humectabilidad en el laboratorio. 
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registrando el porcentaje de 

pérdida o estableciendo 
previamente los tiempos de 

secado de acuerdo at 

producto inerte, ej: sustrato 

arroz 70 minutos, y talcos o 
bentonitas 40 minutos 

(Formato 7). 

Otra forma de determinar Ia 
humedad se consigue 

secando una cápsula de 

porcelana a 150 °C durante 

dos horas. Se toma luego 

con una pinza metálica y se 
coloca a enfriar durante 30 

minutos en un desecador de 

vidrio con cloruro de calcio, 

el cual favorece Ia presencia 

de humedad constante. 
Transcurrido este tiempo, se 

pesa Ia cápsula vacla (PC) en 

una balanza analItica y se 

toma una muestra de ig de 

formulación que se deposita 
en Ia cápsula. Luego se 

registra su peso (Peso 

Cápsula + Muestra Hime-

da= PCMH). Posteriormente, 

Ia cápsula más Ia muestra 

h(imeda se Ileva a Ia estufa a 
105 °C, durante 24 horas. Al 

finalizar el secado, se saca 

de Ia estufa y se traslada a 
un desecador durante 30 

minutos. Por ültimo, se pesa 

Ia cápsula más Ia muestra 

seca (Peso Cápsula + 

Muestra Seca, PCMS) 
(Formato 8). 

Figura 27. Adición de Ia 
formulación del hongo 

entomopatógeno a un volumen 
determinado de agua destilada 

para la prueba de 
humectabilidad. 
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Humectabilidad 

Determina el tiempo que 

tarda un polvo mojable en 
humedecerse completamen-

te. Para esto, se pesan 5 g 
de la formulación que se va 

a evaluar y se depositan en 

un punto fijo en la superfi-

cie de un vaso de precipita-

do de 250 ml y 7 cm de 
diámetro interno, que 

contiene 200 ml de agua 

destilada (Figura 27). Con 

un cronómetro se mide el 

tiempo transcurrido entre el 

momento de agregar la 
muestra y el instante en que 

ésta desaparece de la 
superficie (Formato 7). Esta 

prueba se realiza solo a 

productos industriales 

formulados en polvos 
(Figura 28), talcos, bento-

nitas, tierra de diatomáceas y 

leche, entre otros. 

Figura 28. Muestra de un bioinsecticida 
en polvo sometida a determinación de 
humectabilidad en el laboratorio. 
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registrando el porcentaje de 

pérdida o estableciendo 
previamente los tiempos de 

secado de acuerdo al 
producto inerte, ej: sustrato 

arroz 70 minutos, y talcos o 

bentonitas 40 minutos 

(Formato 7). 

Otra lorma de determinar la 

humedad se consigue 
secando una cápsula de 

porcelana a 150 °C durante 

dos horas. Se toma luego 

con una pinza metálica y se 
coloca a enfriar durante 30 

minutos en un desecador de 

vidrio con cloruro de calcio, 

el cual favorece la presencia 

de humedad constante. 
Transcurrido este tiempo, se 

pesa la cápsula vacIa (PC) en 
una balanza analItica y se 

toma una muestra de ig de 

formulación que se deposita 

en la cápsula. Luego se 
registra su peso (Peso 

Cápsula + Muestra H(ime-

da= PCMH). Posteriormente, 

a cápsula más la muestra 
h(imeda se Ileva a la estufa a 

105 °C, durante 24 horas. Al 

finalizar el secado, se saca 

de la estufa y se traslada a 
un desecador durante 30 

minutos. Por Ultimo, se pesa 

la cápsula más la muestra 

seca (Peso Cápsula + 

Muestra Seca, PCMS) 
(Formato 8). 

Figura 27. Adición de la 
formulación del hongo 

entomopatógeno a un volumen 
determinado de agua destilada 

para la prueba de 
humectabilidad. 

El porcentaje de humedad se determina como en el 

siguiente ejemplo: 

PC = 10,8919 g 

PCMH = 20,7688 g 

PCMS = 20,7220 g 

Peso hCimedo (PH) = (PCMH)-(PCMS) = 0,0468 g 

Peso muestra (PM)= (PCMH)-(PC) = 9,8769 

Porcentaje de humedad = % H = PH x 100/PM 

% H = 0,0468 x 100 / 9,8769 = 0,47% 
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Suspensibilidad 

Determina Ia concentración 
de esporas del producto en 
suspension después de un 
tiempo de preparada la 
mezcla, con elfin de 
asegurar Ia homogeneidad 
de la concentración del 
producto durante Ia asper-
sión. Se procede como 
sigue: 

Para el patron de 
referencia (Bb 9205) se 
utiliza el hongo produci-
do en arroz con 25 dIas 
de desarrollo (aislamien-
to reactivado en broca e 
incubado a 25 ± 2 °C). 
Con este hongo se 
prepara una suspension 
adicionando a una 
botella (100 g de arroz 
con hongo) 10 ml de 
aceite de uso agricola y 
un poco de agua 
destilada estéril, remo-
viendo las esporas con 
Ia ayuda de una espátula. 

Se vierte Ia suspension 
en un erlenmeyer y se 
completa hasta un litro, 
adicionado agua destila-
da. AsI se obtiene Ia 
suspension madre (SM). 

De Ia suspension madre 
se toman 50 ml y se 
llevan a un volumen 
total de un litro (suspen-
sion de esporas (SE)), 
conservando la relación 
gramo de producto 

formulado por volumen 
de agua recomendado 
(100 g de arroz con 
hongo/20 L de agua), 
en aspersiones en el 
campo (Figura 29). 

Se agita el volumen 
total de Ia suspension 
de esporas, se filtra a 
través de una malla 60 
mesh o colador de red 
pequeña que permita 
solamente el paso de 
las esporas del hongo y 
elimine los residuos de 
arroz. Se agita la 
muestra, se toma 1 ml y 
se lleva a un tubo con 9 
ml de ADE (10 .1),  

realizando las diluciones 
respectivas. Se cuentan 
las esporas en el 
hemocitómetro y se 
calcula Ia concentración 
inicial (Cl) de esporas 
por mililitro en el 
volumen total de Ia 
suspension. 

El volumen restante de 
Ia suspension se 
distribuye en cuatro 
probetas de 250 ml, 
agitando previamente. 
Se dejan en reposo en 
un sitio que no esté 
sometido a vibraciones 
0 movimientos que 
alteren el proceso de 
sedimentación normal 
de las esporas. 

Al cabo de 50 minutos 
se introduce lentamente 

a cada una de las 
probetas, una pipeta de 
10 ml, cuya punta 
penetre 15 cm desde Ia 
graduación superior de 
Ia probeta. De este sitio 
se toman 10 ml de la 
suspension de esporas y 
se depositan en tubos 
de vidrio (Figura 30). 

7) A partir de estas suspen-
siones se preparan 
diluciones (101,102  ó Ia 
dilución que permita el 
conteo de esporas), 
preferiblemente la 
dilución en la cual se 
efectuó el conteo para 
determinar Ia concentra-
ción inicial. Se hace el 
recuento de esporas en 
el hemocitOmetro tres 
veces consecutivas, para 
un total de seis lecturas, 
estableciendo Ia concen-
tración final (CF). Con 
esta información 
proveniente de las 
cuatro probetas, se 
calcula el promedio de 
esporas presentes en 
cada una de las suspen-
siones del patron 
(Formato 9). 

La suspensibilidad de 
formulaciones en otros 
portadores se determina en 
forma similar, teniendo en 
cuenta la dosis y el volumen 
por area, recomendado por 
el fabricante, para estable-
cer la concentración del 
producto. 
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Suspensibilidad 

Determina Ia concentración 
de esporas del producto en 
suspensiOn después de un 
tiempo de preparada Ia 
mezcla, con elfin de 
asegurar la homogeneidad 
de Ia concentración del 
producto durante la asper-
sión. Se procede como 
sigue: 

Para el patrOn de 
referencia (Bb 9205) se 
utiliza el hongo produci-
do en arroz con 25 dIas 
de desarrollo (aislamien-
to reactivado en broca e 
incubado a 25 ± 2 °C). 
Con este hongo se 
prepara una suspension 
adicionando a una 
botella (100 g de arroz 
con hongo) 10 ml de 
aceite de uso agricola y 
un poco de agua 
destilada estéril, remo-
viendo las esporas con 
Ia ayuda de una espátula. 

Se vierte Ia suspension 
en un erlenmeyer y se 
completa hasta un litro, 
adicionado agua destila-
da. AsI se obtiene Ia 
suspension madre (SM). 

De Ia suspension madre 
se toman 50 ml y se 
llevan a un volumen 
total de un litro (suspen-
sión de esporas (SE)), 
conservando Ia relación 
gramo de producto 

formulado por volumen 
de agua recomendado 
(100 g de arroz con 
hongo/20 L de agua), 
en aspersiones en el 
campo (Figura 29). 

Se agita el volumen 
total de Ia suspension 
de esporas, se filtra a 
través de una malla 60 
mesh o colador de red 
pequeña que permita 
solamente el paso de 
las esporas del hongo y 
elimine los residuos de 
arroz. Se agita Ia 
muestra, se toma 1 ml y 
se Ileva a un tubo con 9 
mldeADE(10 1 ), 
realizando las diluciones 
respectivas. Se cuentan 
las esporas en el 
hemocitómetro y se 
calcula Ia concentración 
inicial (Cl) de esporas 
por mililitro en el 
volumen total de Ia 
suspension. 

El volumen restante de 
Ia suspension se 
distribuye en cuatro 
probetas de 250 ml, 
agitando previamente. 
Se dejan en reposo en 
un sitlo que no esté 
sometido a vibraciones 
0 movimientos que 
alteren el proceso de 
sedimentación normal 
de las esporas. 

Al cabo de 50 minutos 
se introduce lentamente 

a cada una de las 
probetas, una pipeta de 
10 ml, cuya punta 
penetre 15 cm desde Ia 
graduación superior de 
Ia probeta. De este sitio 
se toman 10 ml de Ia 
suspension de esporas y 
se depositan en tubos 
de vidrio (Figura 30). 

A partir de estas suspen-
siones se preparan 
diluciones (101,102  ó Ia 
dilución que permita el 
conteo de esporas), 
preferiblemente la 
dilución en Ia cual se 
efectuó el conteo para 
determinar Ia concentra-
ción inicial. Se hace el 
recuento de esporas en 
el hemocitómetro tres 
veces consecutivas, para 
un total de seis lecturas, 
estableciendo Ia concen-
tración final (CF). Con 
esta información 
proveniente de las 
cuatro probetas, se 
calcula el promedio de 
esporas presentes en 
cada una de las suspen-
siones del patron 
(Formato 9). 

La suspensibilidad de 
formulaciones en otros 
portadores se determina en 
forma similar, teniendo en 
cuenta Ia dosis y el volumen 
por area, recomendado por 
el fabricante, para estable-
cer Ia concentración del 
producto. 
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El volumen final de la 
suspension que se va a 
evaluar debe mantener la 
misma reladón gramo de 
producto formulado por vo-
lumen de agua recomendado. 

La suspensibilidad de las 
preparaciones y formulacio-
nes de B. bassiana y 
M. anisopliae se calcula 
considerando el n(imero de 
esporas por mililitro presen-
tes al cabo de 50 minutos, 
teniendo como base la 
concentración de esporas de 
la suspension inicial. De esta 
forma, se obtiene el porcen-
taje de esporas suspendidas 
en cada una de las prepara-
clones y formulaciones del 
hongo. 

Figura 30. Toma de 10 
ml de la suspension de 

esporas de cada 
submuestra para la 

determinación de la 
concentración final en la 

prueba de 
suspensibilidad. 

La formula que se debe aplicar para el o,/  de suspensibilidad es: 

Ejemplo: 
6,5x107  e/mI (concentración inicial (Cl)) - 100% 
4,4x107  e/ml (concentración final (CF)) - X 

X = 67,7 

En donde: X= 67,7%, es el porcentaje de esporas suspendidas al cabo 
de 50 mm, lo que corresponde al tiempo que se demora una aspersora 
de 10 litros de presión previa retenida, para evacuar su contenido con 
una boquilla de 190 cc/min de descarga. 

% Suspensibilidad (% S) = CF x 1 00/Cl 

.0 

n 
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La formula que se debe aplicar para el % de suspensibilidad es: 

% Suspensibilidad (% S) = CF x 100/Cl 
Ejemplo: 

6,5x107  e/ml (concentración inicial (Cl)) - 100% 
4,4x1 07  e/ml (concentración final (CF)) - X 

X = 67,7 

En donde: X= 67,7%, es el porcentaje de esporas suspendidas al cabo 
de 50 mm, lo que corresponde al tiempo que se demora una aspersora 
de 10 litros de presión previa retenida, para evacuar su contenido con 
una boquilla de 190 cc/min de descarga. 
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Figura 33. DepOsito de La mezcla del bongo en ci tanque de La aspersora, para Ia prueba detaponamiento 
de boquillas. 

Figura 34. Volumen recuperado 
en los tiempos de descarga 0, 25 y 

50 minutos de operación del 
equipo (Prueba taponamiento de 

boquilla). 
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Taponamiento de 
boquillas 

El objetivo de esta prueba es 

evaluar Si las formulaciones 

comerciales originan 

taponamiento de las boqul-

has en los equipos de 
aspersion. Los equipos de 

aspersion más utilizados en 

Ia zona cafetera son los de 
presión previa retenida y de 

palanca, utilizados con 

boquillas de baja descarga 
(TX-3, HC-3), con un flujo de 

190 cc/minuto y a 

40 lb/pulg2  de presión. Las 

formulaciones utilizadas no 
deben causar taponamiento 

de estas boquillas (Figuras 
31 y 32), por tanto, debe 

reahizarse Ia siguiente 

prueba: 

Suspender Ia muestra en 

agua de acuerdo con las 

recomendaciones de Ia 

etiqueta del producto. 

Homogeneizar ha mezcla 

y verter a Ia aspersora 

completando el volumen 
con agua (Figura 33). 

Asperjar Ia mezcla, 
Ilevando un registro 

acerca de Ia cantidad de 
producto descargado 

por minuto, 

inmediatamente 

después de cargada Ia 
aspersora (tiempo 0), a 

los 25 y 50 minutos de 
operación del equipo 

(Figura 34). 

Una vez finalizado el 

proceso se observa si 

ocurre taponamiento de 

Ia boquilla y si se 
encuentran restos de Ia 

mezcla en los filtros de 

Ia bomba (Formato 10). 

Las variaciones en Ia 
descarga (cantidad/minuto), 

en los diferentes tiempos de 
evaluación, son consecuen-
cia del taponamiento 

originado por Ia mezcla 

cuando obstruye Ia boquilla 

y los filtros del equipo. 

Figura 31. Aspersion de on bioinsecticida con un 
equipo de aspersion de presión previa retenida (40-
100-10) muy utilizado en la zona cafetera. El 
producto es dirigido a las ramas productivas del 
drbol de café. 

Figura 32. Flujo normal de un producto 
hioinsecticida a través de una boquilla. 

17 
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Figura 31. Aspersiän dc Liii bioinsecticida con un 
equipo de aspersion de presión previa retenida (40-
100-10) muy utilizado en Ia zona cafetera. El 
producto es dirigido a las ramas productivas del 
Orbol de café. 

Figura 32. Flujo normal de un producto 
bioinsecticida a través de una boquilla. 

Taponamiento de 
boquillas 

El objetivo de esta prueba es 
evaluar si las formulaciones 
comerciales originan 
taponamiento de las boqui-
has en los equipos de 
aspersion. Los equipos de 
aspersion más utilizados en 
Ia zona cafetera son los de 
presión previa retenida y de 
palanca, utilizados con 
boquillas de baja descarga 
(TX-3, HC-3), con un flujo de 
190 cc/minuto y a 
40 lb/pulg2  de presión. Las 

formulaciones utilizadas no 
deben causar taponamiento 
de estas boquillas (Figuras 
31 y 32), por tanto, debe 
reahizarse Ia siguiente 
prueba: 

Suspender ha muestra en 
agua de acuerdo con las 
recomendaciones de Ia 
etiqueta del producto. 

Homogeneizar Ia mezcla 
y verter a la aspersora 
completando el volumen 
con agua (Figura 33). 

Asperjar Ia mezcla, 
hievando un registro 
acerca de Ia cantidad de 
producto descargado 

por minuto, 
i nmediatamente 
después de cargada la 
aspersora (tiempo 0), a 
los 25 y 50 minutos de 
operación del equipo 
(Figura 34). 

Una vez finalizado el 
proceso se observa si 

ocurre taponamiento de 

Ia boquilla y si se 
encuentran restos de Ia 
mezcla en los filtros de 
Ia bomba (Formato 10). 

Las variaciones en la 
descarga (cantidad/minuto), 
en los diferentes tiempos de 
evaluación, son consecuen-
cia del taponamiento 
originado por la mezcla 
cuando obstruye Ia boquilla 
y los filtros del equipo. 

1 	 r 

Figura i a 33. Dcp6 Ui de I a mezcla del h ing u en ci tanLjuc de Ia dpCF5Ora, para I a PrUeba Lidtdjt 11)0111 C nto 
de boquillas. 

Figura 34. Volumen recuperado 
en los tiempos de descarga 0, 25 

50 minutos de operación del 
equipo (Prueba taponamiento de 

boquilla). 
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ción pertinente que contri-
buya a tener un mejor 
conocimiento del 
entomopatógeno objeto de 
Ia investigación y produc-
ción. 

Las pruebas de calidad se 
deben realizar en todas las 
etapas, tanto de producción 
como de distribución y 
almacenamiento de las 
formulaciones de los 
hongos, para contar con 
información que permita 
corregir los factores que 
deterioran Ia calidad. De 
esta forma, las pruebas 
ayudan a mantener los 
estándares de calidad de los 
productos. 

PRESENTACION 
DE RESULTADOS 

Los datos de cada prueba se 
consolidan en el Formato 11, 
para presentar Ia informa-
ción al usuario y mantener 
un archivo de las evaluacio-
nes realizadas en el labora-
torio. En este registro se 
dëbe anotar, en Ia sección 
de observaciones, informa- 
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Los datos de cada prueba se 
consolidan en el Formato 11, 
para presentar Ia informa-
ción al usuario y mantener 
un archivo de las evaluacio-
nes realizadas en el labora-
torio. En este registro se 
dëbe anotar, en Ia sección 
de observaciones, informa- 

ción pertinente que contri-
buya a tener un mejor 
conocimiento del 
entomopatógeno objeto de 
Ia investigación y produc-
don. 

Las pruebas de calidad se 
deben realizar en todas las 
etapas, tanto de producciOn 
como de distribuciOn y 
almacenamiento de las 
formulaciones de los 
hongos, para contar con 
información que permita 
corregir los factores que 
deterioran Ia calidad. De 
esta forma, las pruebas 
ayudan a mantener los 
estándares de calidad de los 
productos. 

PRESENTACION 
DE RESULTADOS 
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FORMATO 11. Control de calidad para formulaciones de bioinsecticidas 	i-iIcUé 

Muestra c6digo:_12'B Entomopatógeno: 	 Cepa CENICAFE: 	' 

Nombre formulación: Z 	 Cantidad recibida: 400 

Procedencia: /i9ô'aO' 	 d 

Fecha recibo: 12 -03 b 	Fecha inoculación: /t -025 	Fecha análisis:  

1. PRUEBAS MICROBIOLÔGICAS. 

1.1 Conôentración(X): 2bxf05tO,2. K /O 	esporas/gramo 

1.2 Germinación (i): 4.2t3,b7%5 las_.2/ horas. 	Esporas contadas :_______ 

AGMDECIMIENTOS 

Los autores expresan su agradecimiento a los 
Microbiológos Armando Rivera M., Juan Carlos Lopez N. y 
a la Bacterióloga Martha Gladys Bernal U. por su colabora-
ción en la revision del docurnento y al personal de apoyo 
del centro por su colaboración en Ia ilustración del texto. 

1.3 Pureza  Dilución UFC % 

Entomopatógeno 'ea 	5t91"? 10-4  411.5 

Contaminantes  

PATOGENICIDAD. 

Especie: 0 0O7%h'U)fL1 'Zt 	Estado : 	 Concentración: IY1010  esporas/mi 

Mortalidad (X):_95 tb;? 	% 	Tiempo promedio de mortaildad: 3tDdIas 

PRUEBAS FISICOQUIMICAS. 

pH:i 	Humectabilidad 	minutos 	Suspensibilidad:_89 % a los 50 minutos. 

Humedad 52, 	Taponamiento de boquilla: Si_ No_ minutos_____ 

Equlpo 
	

Boquilla 

OBSERVACIONES: 

FECHA 25-03-95 	 FIRMA 



FORMATO 11. Control de calidad para formulaciones de bioinsecticidas €t-ikIë 

Muestra código: /Z3  Entomopatógeno: 	 Cepa CENICAFE: 4b 9205 

Nombre formulación: 	Cantidad recibida: 40 €môr 

Procedencia:  

Fecha recibo: 12-03 95 	Fecha inoculación: f -02-9.5 	Fecha análisis:  

1. PRUEBAS MICROBIOLOGICAS. 

1.1 Concentración(X): t.2bx/09tO,23 K /99 esporas/gramo 

1.2 Germinación (i): 	23t3,b7%a las_4 horas. 	Esporas contadas : 2'.900 

1.3 Pureza  DiluciOn UFC % 

EntomopatOgeno 5ea/€rn? L725e-.1rn? 
j-zI IW5 

i/4tmi  

Contaminantes  

PATOGENICIDAD. 

Especie: $IpOH'mUI %cw Estado : 	Concentración: ii' esporas/mi 

Mortalidad (X):_95 ,? 	% 	Tiempo promedio de mortalidad: 3t8 dies 

PRUEBAS FISICOQUIMICAS. 

pH:i 	Humectabilidad 	minutos 	Suspensibilidad:_9 % a los 50 minutos. 

Humedad 52, 	Taponamiento de boquilla: SL_ No 	minutos_____ 

ACj7VDECIMIENTOS 

Los autores expresan su agradecirniento a los 

Microbiológos Armando Rivera M., Juan Carlos Lopez N. y 

a Ia Bacterióloga Martha Gladys Bernal U. por su colabora-

ción en Ia revision del documento y al personal de apoyo 

del centro por su colaboración en Ia ilustración del texto. 

Equlpo 
	

Boquilla 

OBSERVACIONES: 

FECHA 25o3-95 
	

FIRMA 
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