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RESUMEN

Se disefiaron diversas matrices microencapsulantes a partir de compuestos naturales
totalmente biodegradables y se evalu6 su actividad fagoestimulante contra Argyrotaenia
sp.,un lepidoptero plaga del aguacate. Las matrices microencapsulantes se prepararon a
base de un agente encapsulante de almidon de maiz modificado (Capsul®), adherentes
como la goma guar, goma arabiga y gelatina y fagoestimulantes como hoja de aguacate
en polvo y cascara de aguacate en polvo. De la combinacion de estos ingredientes se
obtuvieron nueve mezclas en forma granular que fueron evaluadas mediante bioensayos
de preferencia alimenticia con larvas neonatas de Argyrotaenia sp. Estas mostraron
una mayor preferencia alimenticia hacia las matrices microencapsulantes que contie-
nen fagoestimulantes, siendo mas preferida la hoja en polvo que la céscara en polvo.
El adherente mas aceptado por las larvas fue la goma arabiga ya que no causé ningun
efecto negativo en la preferencia hacia la matriz. De acuerdo con el analisis estadisti-
co, las matrices microencapsulantes mas preferidas por las larvas son las siguientes:
Capsul®/goma arabiga/hoja de aguacate en polvo > Capsul®/goma arabiga/cascara
de aguacate en polvo > Capsul®/goma guar/hoja de aguacate en polvo. El disefio de
estas matrices microencapsulantes contribuye al desarrollo de insecticidas bioldgicos,
como una opcion amigable a la conservacion del ambiente.
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ABSTRACT

Several microencapsulating matrices were designed from completely biodegradable
natural compounds and their feeding stimulant effect was evaluated in Argyrotaenia
sp. which is an avocado lepidopteran pest. Microencapsulating matrices were prepared
based on a modified corn-starch encapsulating agent (Capsul ®) with adherents such
as gelatin, guar gum and Arabic gum, and powdered avocado leaves and powdered
avocado rind as feeding stimulants. From the combination of these ingredients, nine
types of granules were obtained and evaluated in feeding preference bioassays with
neonate larvae of Argyrotaenia sp. The larvae exhibited a high feeding preference to
microencapsulating matrices containing feeding stimulants, being more preferred the
powdered leaves than the powdered rind. The most accepted adherent was the Arabic
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gum, because no negative effect was observed in the preference to the matrix. According
to statistical analysis the most preferred microencapsulating matrices are as follows:
Capsul®/Arabic gum/powdered avocado leaves > Capsul®/Arabic gum/ powdered
avocado rind > Capsul®/guar gum/ powdered avocado leaves. The design of these
microencapsulating matrices contributes to bioinsecticide development and offers an

environmental-friendly option.

INTRODUCCION

El uso indiscriminado de insecticidas quimicos
ha provocado serias implicaciones en la salud del
hombre y problemas en el ambiente (ICMR 2001),
ya que para el control de plagas de insectos se aplican
anualmente 2.5 miles de millones de toneladas de
productos quimicos a nivel mundial (King 1996).

Los dafios causados a la salud en el hombre, el
desarrollo de la resistencia de las plagas, el surgi-
miento de plagas secundarias, asi como el ataque a
organismos no blanco, han llevado al desarrollo de
alternativas bioldgicas para el control de insectos
plaga (Potts 1999). Estas han permitido combatirlas
sin afectar el ambiente (Rausell ez al. 2001) a costos
menores que los generados por el empleo de pla-
guicidas quimicos (Trujillo 1998). De aqui surge el
desarrollo de bioinsecticidas y el uso agricola de estos
productos, cuya importancia radica principalmente
en la preservacion del ambiente.

Los agentes de control bioldgico ofrecen segu-
ridad, selectividad, biodegradabilidad y capacidad
infectora hacia un rango estrecho de insectos plaga
(Joung y Coté 2000). Deben ser desarrollados de
acuerdo con una formulacion cuyo objetivo primor-
dial es el de proporcionar estabilidad a los agentes
microbianos durante la distribucion y el almacena-
miento. Asi mismo, deben facilitar el manejo y la
aplicacion del producto y proteger a los agentes de
los factores ambientales adversos. Su composicion
debe ser amigable al ambiente (Rhodes 1993). Estas
formulaciones han tenido que ser ampliamente mejo-
radas debido a que el comportamiento de los insectos
es un fendomeno complejo. Se han hecho muchos
esfuerzos para aumentar la efectividad en campo de
los insecticidas microbianos y estos avances tienden
a enfatizar el uso de materiales o métodos especifi-
cos para alcanzar un efecto particular deseado. Los
adyuvantes son el tipo de sustancias empleadas y
sus funciones de atrapamiento, estimulacion, atrac-
cion, repelencia e inhibicion permiten alcanzar en el
producto un efecto particular deseado (Dethier et al.
1960, Ignoffo et al. 1976).

Estos componentes pueden obtenerse facilmente

a partir de estudios conductuales en la mayoria de
los insectos. También de acuerdo al tipo del habitat
en el que se vayan a aplicar (follaje, suelo, agua) y
del patogeno a utilizar (tipo, caracteristicas, meca-
nismos de reproduccién). Asi como de la reologia
de los materiales técnicos (viscosidad, tamafno de
particula, densidad), de las especies de insectos (ha-
bitos alimenticios, nicho de alimentacion, ciclo de
vida), del modo de accion (oral o por contacto), del
modo de aplicacion (aéreo o terrestre) y de la tasa de
aplicacion (I/ha, kg/ha) (Brar et al. 2006).

Uno de los agentes adyuvantes mas exitosos
para la encapsulacion de Bacillus thuringiensis es
el almidén de maiz (Dunkle y Shasha 1988, Bartlet
et al. 1990, McGuire et al. 1990, 1996, McGuire y
Shasha 1990, 1992, Guillespie et al. 1994, Tamez-
Guerra et al. 1996), que también se ha utilizado en
Beauveria bassiana (Rosas-Garcia et al. 2001). Se
utiliza principalmente como soporte, debido a las
ventajas de proteccion que proporciona al principio
activo y de adherencia que presenta sobre otros
soportes como las particulas de maiz quebrado, de
arcilla o de salvado de trigo (Guillespie et al. 1994).
Sin embargo, la arcilla ha resultado de gran utilidad
en las formulaciones de B. bassiana (Studdert y Kaya
1990), al igual que la parafina en este mismo agente
(Feng et al. 2004). Otros soportes que han demostrado
ser efectivos son la harina de maiz (McGuire et al
1996, Tamez-Guerra et al. 1996, Ridgway et al. 1996),
la gelatina y la pectina (Morales-Ramos et al. 2000),
la quitina y el alginato (Morales-Ramos et al. 1998),
y la harina de maiz nixtamalizada (Tamez-Guerra et
al. 1998).

Los estimulantes de la alimentacion o fagoestimu-
lantes, permiten el uso de concentraciones reducidas
del ingrediente activo en los insecticidas. Estos son
factores muy importantes cuando el entomopatogeno
tiene que ser ingerido para ser efectivo (Guillespie
et al. 1994).

Algunos compuestos de origen biologico han sido
evaluados para determinar su efecto fagoestimulante
en insectos, entre ellos, los aminoacidos, el acido
ascorbico y los glucosinolatos (Allsopp 1992, Bartlet
et al. 1994, Lopez et al. 1994, 1996) han mostrado
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efectos positivos. Especificamente, la tirosina, la
cisteina, el acido glutdmico y la histidina provocaron
un efecto fagoestimulante sobre insectos plaga de la
cafa de azucar (Allsopp 1992). Algunos glucosino-
latos incrementaron la alimentacidon de un escarabajo
plaga de la col (Bartlet et al. 1994). Las cucurbita-
cinas contenidas en las raices secas y molidas de la
calabaza, indujeron en varios escarabajos del maiz
la alimentacion sobre cebos envenenados (Metcalf et
al. 1987). Los extractos frescos y secos provenientes
del garbanzo produjeron un efecto fagoestimulante
fuerte en la plaga del maiz Heliothis virescens (Potter
y Watson 1983), al igual que el aceite de maiz en
el barrenador europeo del maiz Ostrinia nubilalis
(Dunkle y Shasha 1988). Este ultimo es utilizado
en el desarrollo comercial de un producto natural a
base de aceite de algodén registrado como Coax®.
Este producto al combinarse con bioinsecticidas
incrementa la mortalidad, disminuyendo en 75 %
la cantidad de ingrediente activo para controlar una
plaga (Bartlet et al. 1990).

La persistencia de una formulacion, ante la lluvia
o laradiacion solar es favorecida por el uso de adhe-
rentes. La caseina utilizada como adherente brinda
resistencia al lavado por la lluvia y proporciona cierta
proteccidn contra la degradacion inducida por la luz
(Behle et al. 1996). De la misma manera, las formu-
laciones a base de B. thuringiensis encapsuladas en
almidén, tienen una actividad residual mayor, atin en
temporada de lluvias. Este hecho es especialmente
importante cuando se trata de cultivos de campo
(McGuire et al. 1994). La harina de maiz pregela-
tinizada con lignina mejora la actividad residual en
estas mismas formulaciones evitando el lavado por
la lluvia (Tamez-Guerra et al. 2000a, b).

Existen muchos otros aditivos que se han utilizado
en las formulaciones con diferentes finalidades. El
4cido tanico ha sido aplicado como un aditivo barato
que incrementa la eficacia de las concentraciones
subletales de B. thuringiensis var. kurstaki (Gibson
et al. 1995). Los abrillantadores 6pticos, el carbon, el
polvo de aluminio, la celulosa y algunos colorantes
se han utilizado como protectores contra la radiacion
ultravioleta, en virus (Ignoffo y Batzer 1971) y en
bacterias entomopatégenas (Shapiro y Robertson
1992). La cafeina al 0.1 % incrementa la toxicidad del
agente y reduce la actividad alimenticia en las larvas
de Mamestra configurata (Morris et al. 1994). Los
acidos fenolicos, como el 4cido p-cumarico o cinamico
incrementan la efectividad de B. thuringiensis contra
Homoeosoma electellum (Brewer y Anderson 1990).

La amplia variedad de sustancias disponibles
permite elaborar formulaciones especificamente

dirigidas contra insectos. Asi mismo, existe un gran
numero de especies de insectos susceptibles de ser
controladas mediante formulaciones a base de agen-
tes bioldgicos. Considerando estos hechos, es posible
proponer estrategias de control contra diversas plagas
agricolas de importancia econdémica, como en el
caso de Argyrotaenia sp. que es un lepiddptero que
ataca al cultivo del aguacate. Debido a las ventajas
que presentan los bioinsecticidas, por su modo de
accion, por su incapacidad para ocasionar dafios al
ambiente, al humano o a otros organismos vivos y
por su alta especificidad, el objetivo del presente
estudio fue desarrollar una matriz microencapsulante
a base de productos naturales completamente biode-
gradables, factible de utilizarse en el desarrollo de un
insecticida biologico que sea inocuo al ambiente y
que proporcione una alternativa eficaz al uso de los
plaguicidas quimicos.

MATERIALES Y METODOS

Materiales

El almidén de maiz modificado fue proporciona-
do por Aranal, S.A. en Monterrey, N.L., México, la
goma guar, goma arabiga y la gelatina bovina fueron
adquiridas en Materias Primas Arreola en Monterrey,
N.L. México. Las hojas y las cascaras de aguacate
se obtuvieron de arboles de la variedad criollo en
Reynosa, Tamaulipas, México.

Preparacion de las matrices microencapsulantes

Los matrices microencapsulantes se prepararon
con una base de almidon de maiz modificado (Cap-
sul®), 30 % de adherente (goma guar, goma arabiga
y gelatina bovina) y 4 % de fagoestimulante (hoja de
aguacate en polvo y cascara de aguacate en polvo). La
preparacion de los aditivos se realizé de la siguiente
manera: las hojas de aguacate se lavaron previamente
con agua corriente, se secaron y se colocaron en un
horno de tiro forzado a temperatura de 40 °C por 7
dias, una vez deshidratadas se pulverizaron en un
molino de perlas durante 5 h. El polvo obtenido se
guardd en un contenedor hermético hasta su uso. Las
cascaras de aguacate, previa eliminacion de la pulpa,
se lavaron con agua corriente y se dejaron secar du-
rante 10 dias a temperatura ambiente, posteriormente
se colocaron en un horno de tiro forzado a 40 °C por
3 dias. Después del proceso de deshidratacion, las
cascaras se molieron en un molino eléctrico (marca
Proctor-Silex Mod. E160B) y el polvo obtenido se
guardd en un contenedor hermético.

Las mezclas granulares fueron preparadas de
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acuerdo al método reportado por Rosas-Garcia et al.
(2004). Se homogenizaron en seco 50g de Capsul®,
15 g de adherente y 2 g de fagoestimulante, posterior-
mente se agregaron 25 ml de agua destilada y la mez-
cla se integré con una espatula para formar so6lidos
con apariencia de miga. Estos sélidos se colocaron
sobre un papel encerado en charolas de aluminio y
se deshidrataron en un horno de tiro forzado a una
temperatura entre 40 y 45 °C por 24 h. Los s6lidos
obtenidos se desmoronaron manualmente utilizando
guantes de latex y se pasaron a través de un tamiz
con malla nimero 6 para obtener granulos de tamafo
homogéneo. Los granulos secos se almacenaron en
contenedores de plastico herméticos a temperatura
ambiente hasta su utilizacion. La composicion de
las matrices microencapsulantes se esquematiza en
el cuadro 1.

Insectos

Los ejemplares de estudio fueron proporcionados
por el Area de Cria de Insectos del Laboratorio de
Biotecnologia Ambiental del CBG-IPN. Para todos
los bioensayos se utilizaron larvas neonatas de Ar-
gyrotaenia sp.

Bioensayo de preferencia alimenticia

Para determinar la preferencia alimenticia de las
larvas de Argyrotaenia sp. se realizaron bioensayos
a las matrices microencapsulantes de acuerdo con
el método de dos alternativas descrito por Bartlet
et al. 1990. El fondo de cajas de Petri de 5 cm de
diametro se cubri6 con una capa de mezcla de pasta
de Paris y carbon activado en proporcion 15:1, la que
se dejo secar por 6 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente la mezcla fue humedecida con agua
corriente y se colocaron en ella 0.2 g de cada matriz

microencapsulante formando una pila de granulos en
los polos opuestos de la caja de Petri para su confron-
tacion. Como testigo se utilizaron trozos de 25 mm?
de hoja fresca de aguacate. Diez larvas neonatas de
Argyrotaenia sp. se colocaron en el centro de cada
caja de Petri. Las cajas se taparon y sellaron con Pa-
rafilm® en los bordes para evitar la pérdida de larvas.
Para cada tratamiento se hicieron 5 repeticiones. Los
tratamientos fueron incubados a 28 °C por 24 h en
oscuridad y finalizado este proceso se sometieron a
congelacion rapida a —30 °C por 8 h.

Analisis estadistico

El nimero de larvas sobre cada pila de granulos
fue registrado y los resultados fueron sometidos a
un analisis de varianza (ANOVA) (F calculada) y
la prueba de comparacion de medias de Tukey con
una p < 0.05, en donde se compar6 la media del nti-
mero de larvas sobre cada pila con su error estandar
utilizando el programa SPSS version 10.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se evaluaron un total de 45 combinaciones de
pares de matrices microencapsulantes. Todas las
matrices se elaboraron a base de almidon de maiz
cuya funcion fue la de servir como soporte y agente
encapsulante (McGuire et al. 1990, 1996, McGuire
y Shasha 1990, 1992, Gillespie et al. 1994, Tamez-
Guerra et al. 1996). Las pruebas de preferencia
alimenticia no se realizaron sobre este polimero
debido a que el olor o el sabor que presenta son en-
mascarados por los fagoestimulantes principalmente
y por los adherentes. Ademas se ha documentado
que el almidén de maiz como unico ingrediente de

CUADRO L. COMPOSICION DE LAS MATRICES MICROENCAPSULANTES

Soporte Adherentes Fagoestimulantes
Matriz Capsul® Gelatina bovina Goma guar Goma ardbiga Hoja de aguacate Cascara de
encapsulante en polvo aguacate en polvo
Ml X X
M2 X X X
M3 X X X
M4 X X
M5 X X X
M6 X X X X
M7 X X
M8 X X X
M9 X X
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las formulaciones no favorece la alimentacion del
insecto (Rosas-Garcia et al. 2004).

Las matrices microencapsulantes preferidas por
las larvas fueron M5, M8 y M9. Este resultado se
obtuvo del analisis de varianza que mostrd una dife-
rencia muy significativa (F=5.72,gl=9, p<0.001)
de estas tres matrices contra el resto. Las matrices
MS5 y M8 contienen hoja de aguacate en polvo como
fagoestimulantes, aunque el adherente es diferente,
mientras que la M8 y M9 tienen en comun la goma
arabiga, pero su fagoestimulante es diferente. Esto
indica que la combinacion dptima es la que contie-
ne hoja de aguacate como fagoestimulante y goma
arabiga como adherente (Cuadro II).

CUADRO II. PREFERENCIA ALIMENTICIA DE LAS
LARVAS DE Argyrotaenia sp. HACIA LAS
MATRICES MICROENCAPSULANTES

Matriz microencapsulante Media del nimero de larvas + EE®

M1 1.89 £0.218*

M2 2.93 + 0.245%¢
M3 2.89 + 0.240%°
M4 1.89 £ 0.351*

M5 3.78 +£0.439%
M6 2.69 +£0.393%®
M7 3.20 £ 0.472:¢
M8 4.09 + 0.464>
M9 3.98 +0.484%

Hoja fresca 4.44 +0.280¢

n =450 (namero total de larvas utilizado en el experimento). Las
letras a, b, ¢, en la columna indican diferencia estadistica entre
tratamientos. Los tratamientos que comparten letras no tienen di-
ferencia estadistica significativa. Prueba de Tukey, p < 0.05. La
hoja fresca de aguacate se utiliz como testigo

Los adherentes empleados en este estudio mos-
traron diferencias en cuanto a la preferencia por
parte de las larvas (Cuadro I1I), de acuerdo con el
analisis estadistico se observo una diferencia muy
significativa (F = 12.73, gl = 3, p < 0.001) de la
goma arabiga con respecto a la gelatina y a la goma
guar, siendo la primera la mas aceptada y quedando
las dos ultimas con la misma preferencia. Si bien
los adherentes no son agregados para incrementar
la palatabilidad, sino para mejorar la residualidad
del producto, su influencia en la preferencia ali-
menticia es evaluada debido a que proporcionan
olor y sabor.

En términos generales, las matrices microencap-
sulantes que contienen fagoestimulantes fueron pre-
feridas por las larvas que las matrices que carecen de

CUADRO I1I. EFECTO CAUSADO POR LOS ADHEREN-
TES EN LA PREFERENCIA ALIMENTICIA
DE Argyrotaenia sp.

Adherente Media del nimero de larvas + EE"
Gelatina 1.89£0.212
Goma guar 1.89 +0.35°
Goma arabiga 3.20+0.47°
Hoja fresca 444 +1.88

n =45 (namero total de larvas utilizado en el experimento). Las
letras a, b, ¢, en la columna indican diferencia estadistica entre
tratamientos. Los tratamientos que comparten letras no tienen
diferencia estadistica significativa. Prueba de Tukey, p < 0.05.
La hoja fresca de aguacate se utiliz6 como testigo

ellos de acuerdo con el analisis de varianza que indico
una diferencia muy significativa entre ambos tipos de
matrices (F = 14.15, gl =2, p <0.001) (Cuadro IV).

Esta observacion indica que tanto la hoja de
aguacate en polvo como la cascara de aguacate en
polvo, funcionan eficazmente como estimulantes de
la alimentacion. Sin embargo, no todos los fagoes-
timulantes actiian de la misma manera, ya que esto
depende de los habitos alimenticios de los insectos.
Por este motivo el analisis de la comparacion entre
los fagoestimulantes utilizados mostr6 una alta di-
ferencia significativa (p = 4.15, gl =2, p = 0.017),
en donde la hoja de aguacate en polvo presentd una
media mas alta en el numero de larvas que la cascara
de aguacate en polvo y una media menor que la hoja
fresca que es el sustrato natural del insecto, por lo
que la hoja en polvo fue seleccionada como el mejor
fagoestimulante (Cuadro V).

El uso de estos ingredientes asegura que las
formulaciones insecticidas sean efectivamente in-
geridas por el insecto y debido a que provienen de
fuentes naturales, los peligros de contaminacion por
su liberacion al ambiente son minimos o nulos. De

CUADRO 1IV. EFECTO CAUSADO POR LOS FAGOES-
TIMULANTES EN LA PREFERENCIA ALI-
MENTICIA DE Argyrotaenia sp.

Matriz n  Media del nimero de larvas + EE
microencapsulante

Sin fagoestimulante 270 233+021°

Con fagoestimulante 135 3.39+0.16°

Hoja fresca 45 4.44 +0.28¢

n = numero de larvas utilizadas en el experimento. Las letras
a, b, ¢, en la columna indican diferencia estadistica entre trata-
mientos. Los tratamientos que comparten letras no tienen dife-
rencia estadistica significativa. Prueba de Tukey, p < 0.05. La
hoja fresca de aguacate se utilizéo como testigo
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CUADRO V. EFECTO DE CADA FAGOESTIMULANTE
SOBRE LA PREFERENCIA ALIMENTICIA
DE LARVAS DE Argyrotaenia sp.

Tipo de n Media del numero
fagoestimulante de larvas + EE
Céscara de aguacate en polvo 135 3.19+0.23*
Hoja de aguacate en polvo 135 3.60 + 0.23®
Hoja fresca 45 3.60 £0.23%

n = numero de larvas utilizadas en el experimento. Las letras a,
b, en la columna indican diferencia estadistica entre tratamien-
tos. Los tratamientos que comparten letras no tienen diferencia
estadistica significativa. Prueba de Tukey, p < 0.05. La hoja
fresca de aguacate se utiliz6 como testigo

hecho, las hojas o cascaras o algunos otros residuos
derivados de la industria alimenticia, pueden ser
ampliamente utilizados en el desarrollo de estos
productos, evitando de esta manera la acumulacion
de residuos en el ambiente.

CONCLUSIONES

El proceso de encapsular las formulaciones bio-
insecticidas es un avance reciente de la biotecnolo-
gia que proporciona proteccion de las condiciones
ambientales extremas (radiacion UV, lluvia, viento,
etc.) al ingrediente activo y aumentan su estabilidad
residual. Las encapsulaciones fueron parte de los
insecticidas quimicos e involucraron la adicién de
matrices como polivinil propileno, alcohol polivi-
nilico, arcilla, etc., lo que finalmente condujo a la
explotacion de biopolimeros para hacer productos
mas amigables al ambiente (Brar et al. 2006). El
uso actual de biopolimeros y de materiales de origen
vegetal, permite disefiar matrices microencapsulantes
mas especificas para la plaga que desea combatirse,
éstas reducen las posibilidades de que un insecto no
blanco la ingiera y se vuelven muy efectivas para el
control de insectos en presencia de un ingrediente
activo, ademas al ser completamente biodegradables
se reduce en gran medida el impacto ambiental adver-
so (Morales-Ramos et al. 2000, De Luna-Santillana,
2002, Rosas-Garcia et al. 2004).

La matriz microencapsulante disefiada en este
estudio para el futuro desarrollo de insecticidas bio-
légicos contra Argyrotaenia sp. es Capsul®/goma
arabiga/hoja de aguacate en polvo, mezcla que de-
mostro ser similarmente apetecible al sustrato natural
del insecto, que es la hoja fresca.

Las matrices microencapsulantes desarrolladas a
base de productos 100 % biodegradables confieren

propiedades ecoldégicamente benéficas, como la
especificidad hacia un insecto plaga, la nula o baja
residualidad y la inocuidad para el hombre y los
animales. La produccion de matrices microencapsu-
lantes especificamente disefiadas para una plaga de
insectos resulta atractiva como alternativa al uso de
los plaguicidas quimicos, que en muchas ocasiones
pueden considerarse como una amenaza contra el
ambiente y la salud humana (Harris y Dent 2000).

Una seleccion adecuada de ingredientes marcara
la pauta para la produccion exitosa de insecticidas
bioldgicos que controlen a los individuos de una
poblacion de insectos plaga y a la vez sean amigables
con el ambiente y el ecosistema.
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