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Resumen

La agricultura sostenible busca satisfacer las demandas alimentarias actuales sin
comprometer los recursos naturales ni la capacidad productiva de las generaciones futuras.
En este contexto, los bioinsumos agricolas, basados en microorganismos benéficos
como Bacillus velezensis, emergen como alternativas viables para reducir la dependencia de
agroquimicos sintéticos. No obstante, uno de los principales desafios en la formulacion de
bioinsumos es garantizar la viabilidad y estabilidad de los microorganismos durante el
almacenamiento. La microencapsulacion con biopolimeros como el alginato de sodio y el
almidon se presenta como una estrategia eficaz para proteger las células bacterianas y
prolongar su vida util.

El objetivo de la presente investigacion fue optimizar la microencapsulacion de Bacillus
velezensis mediante la variacion de la concentracién de alginato de sodio (1% y 1.5%) en
combinacién con almidén al 0.5%, determinando la formulacidbn que garantice la mayor
viabilidad y estabilidad para su uso en bioinsumos agricolas. Se emple¢ la técnica de gelacion
iGnica con extrusion, utilizando lactato de calcio como agente gelificante. Se evalué la
eficiencia de encapsulacion a las 24 horas post-microencapsulacion, la viabilidad durante 30
dias de almacenamiento (7, 14, 21 y 30 dias), y la cinética de viabilidad mediante el modelo
de Weibull.

Ambas formulaciones presentaron eficiencias de encapsulacion superiores al 95%: T1
(alginato al 1%) alcanz6 96.49 + 6.01% y T2 (alginato al 1.5%) 101.70 + 5.43%. La viabilidad
se mantuvo en niveles elevados (>9.5 Log UFC/g) durante los 30 dias, sin diferencias
significativas entre tratamientos (ANOVA p > 0.05). La cinética de viabilidad, evaluada
mediante el modelo de Weibull, mostré parametros de forma 3 > 1 para ambos tratamientos
(3.016 para T1y 1.935 para T2), indicando una curva de supervivencia con concavidad hacia
abajo, y tiempos de escala (a) de 52.43 dias para T1 y 47.16 dias para T2. El analisis
estadistico (prueba t de Student y ANOVA bifactorial) no evidencié diferencias significativas

entre las formulaciones (p > 0.05) en ninguna de las variables evaluadas.
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Se concluye que ambas concentraciones de alginato de sodio son igualmente efectivas
para la microencapsulacion de Bacillus velezensis, manteniendo la viabilidad bacteriana
durante al menos 30 dias. La seleccion de la concentracién puede basarse en criterios

econdmicos sin comprometer la calidad del bioinsumo.

Palabras clave: Viabilidad bacteriana, cinética de supervivencia, gelacion idnica, matriz

polimérica, estabilidad durante el almacenamiento.
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Abstract

Sustainable agriculture seeks to meet current food demands without compromising
natural resources or the productive capacity of future generations. In this context, agricultural
bioinputs based on beneficial microorganisms such as Bacillus velezensis emerge as viable
alternatives to reduce dependence on synthetic agrochemicals. However, one of the main
challenges in bioinput formulation is ensuring the viability and stability of microorganisms
during storage. Microencapsulation with biopolymers such as sodium alginate and starch
presents an effective strategy to protect bacterial cells and extend their shelf life.

The aim of this research was to optimize the microencapsulation of Bacillus
velezensis by varying the concentration of sodium alginate (1% and 1.5%) in combination with
0.5% starch, determining the formulation that ensures the highest viability and stability for use
in agricultural bioinputs. The ionic gelation technique with extrusion was employed, using
calcium lactate as a gelling agent. Encapsulation efficiency was evaluated at 24 hours post-
microencapsulation, viability during 30 days of storage (7, 14, 21, and 30 days), and viability
kinetics using the Weibull model.

Both formulations presented encapsulation efficiencies above 95%: T1 (1% alginate)
reached 96.49 + 6.01%, and T2 (1.5% alginate) reached 101.70 + 5.43%. Viability remained
at high levels (>9.5 Log CFU/g) throughout the 30 days, with no significant differences between
treatments (ANOVA p > 0.05). Viability kinetics, evaluated using the Weibull model, showed
shape parameters > 1 for both treatments (3.016 for T1 and 1.935 for T2), indicating a
downward concavity survival curve, and scale parameters (a) of 52.43 days for T1 and 47.16
days for T2. Statistical analysis (Student's t-test and two-way ANOVA) did not show significant
differences between formulations (p > 0.05) in any of the evaluated variables.

It is concluded that both sodium alginate concentrations are equally effective for the
microencapsulation of Bacillus velezensis, maintaining bacterial viability for at least 30 days.
The concentration selection may be based on economic criteria without compromising the

guality of the bioinput.



Keywords: Bacillus velezensis, microencapsulation, sodium alginate, viability, viability

kinetics, agricultural bioinputs.
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Introduccion

Durante las ultimas décadas, el uso intensivo de fertilizantes y pesticidas quimicos ha
contribuido considerablemente al aumento del rendimiento agricola; sin embargo, también ha
provocado efectos negativos sobre los ecosistemas, incluyendo contaminacion de suelos y
fuentes hidricas, degradacion de la microbiota edafica y pérdida de biodiversidad microbiana.
Ademas de, afectar la fertilidad del suelo y, por ende, la sostenibilidad agricola (Cabrera-
Verdezoto et al., 2023). Por ello, frente a esta problematica, los bioinsumos agricolas se han
planteado como alternativas sostenibles orientadas a reducir la dependencia de agroquimicos
y promover una agricultura mas amigable con el ambiente.

Los bioinsumos agricolas son productos formulados a partir de una base bioldgica,
como microorganismos, extractos biolégicos o metabolitos capaces de favorecer el
crecimiento vegetal, mejorar la fertilidad del suelo y contribuir al control biol6gico de
enfermedades agricolas. Dentro de los microorganismos benéficos destacan las bacterias
promotoras del crecimiento vegetal (PGPR), las cuales participan en procesos de fijacion
biolégica de nitrégeno, solubilizacién de fosfatos, produccion de fitohormonas y antagonismo
frente a fitopatdgenos. Entre las especies de mayor interés biotecnolégico se encuentra
Bacillus velezensis, esta bacteria ha sido ampliamente estudiada debido a su capacidad para
producir compuestos antimicrobianos y promover el desarrollo vegetal mediante distintos
mecanismos fisiologicos y bioquimicos (Crespo-Avila, 2025).

Bacillus velezensis pertenece al complejo Bacillus subtilis y se caracteriza por su
capacidad de sintetizar metabolitos secundarios con actividad antifingica y antibacteriana,
como lipopéptidos ciclicos (bacilibactina, bacilomicina-D, fengicinas y surfactinas) y
policétidos (macrolactina, bacilaneo y difficidina). Asimismo, esta bacteria posee la capacidad
para inducir resistencia sistémica en las plantas y mejorar la absorcion de nutrientes,
convirtiéndose en un microorganismo con alto potencial para el desarrollo de biofertilizantes
y biopesticidas (Rabbee et al., 2019). Debido a estas caracteristicas, B. velezensis se ha
vuelto objeto de estudio en investigaciones orientadas a la formulacién de bioinsumos

agricolas mas eficientes y sostenibles.
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A pesar de las ventajas asociadas al uso de microorganismos benéficos en agricultura,
uno de los principales problemas en la elaboracién de bioinsumos microbianos es la pérdida
de viabilidad celular durante el almacenamiento y aplicacion en campo, ya que se expone a
factores ambientales que pueden afectar negativamente la supervivencia bacteriana,
reduciendo la eficacia biolégica del producto y limitando su estabilidad (Viera-Arroyo, 2020).
Esta situacion representa uno de los principales desafios para la produccién y aplicacién de
bioinsumos microbianos a escala agricola.

En respuesta a esta problematica, la microencapsulacion ha surgido como una
herramienta biotecnolégica prometedora para proteger microorganismos y mejorar la
estabilidad de formulaciones microbianas. La microencapsulacion es un procedimiento que
consiste en encapsular células bacterianas dentro de matrices poliméricas biodegradables
capaces de actuar como barreras fisicas frente a condiciones ambientales adversas,
permitiendo ademas una liberacién gradual y controlada de los microorganismos en el
ambiente. Esta técnica ha demostrado mejorar la viabilidad bacteriana, prolongar la vida util
de los bioinsumos y favorecer la persistencia de los microorganismos en el suelo (Szpicer et
al., 2025).

Entre los agentes encapsulantes mas utilizados, el alginato de sodio constituye uno
de los biopolimeros mas empleados debido a su biodegradabilidad, biocompatibilidad y
capacidad de formar hidrogeles estables en presencia de calcio. Ademas, la combinacion del
alginato con otros biopolimeros, como el almidén, mejora las propiedades estructurales y
mecanicas de las microcapsulas, incrementando la eficiencia de encapsulacion y la proteccion
bacteriana (Frent et al., 2022). Convirtiendo a las matrices de alginato-almidén en sistemas
con potencial aplicacién en la formulacion de bioinsumos agricolas.

Diversos estudios recientes han evaluado la encapsulacion de Bacillus velezensis
utilizando matrices poliméricas basadas en alginato. Moradi Pour et al. (2022) demostraron
gue las formulaciones de nanocapsulas de alginato-gelatina favorecieron la supervivencia del
microorganismo y mejoraron su capacidad de biocontrol en aplicaciones agricolas. Sin

embargo, aunque existen investigaciones relacionadas con la encapsulacion de bacterias del
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género Bacillus, aun existe limitada informacion acerca de las concentraciones 6ptimas de
alginato de sodio para la encapsulacién de B. velezensis, especificamente en formulaciones
combinadas con almidon.

La problemética del estudio a continuacion, radica en optimizar formulaciones para la
microencapsulacion que permitan mantener la viabilidad y estabilidad de Bacillus velezensis
para su aplicacion en bioinsumos agricolas. La eficacia de la microencapsulacién depende
significativamente de factores como el tipo y concentracién del biopolimero utilizado como
matriz encapsulante, ya que estos parametros influyen de manera directa sobre la proteccion
bacteriana y estabilidad durante el almacenamiento.

Por ello, la presente investigacion tiene como finalidad optimizar la
microencapsulacién de Bacillus velezensis mediante la evaluacion de diferentes
concentraciones de alginato de sodio combinadas con almidén al 0,5 % (p/v), con el propoésito
de determinar la formulacion que garantice mejores condiciones de viabilidad y estabilidad
bacteriana para su uso en bioinsumos agricolas. Para ello, se formularan microcapsulas
mediante técnica de extrusién empleando alginato de sodio al 1 % y 1,5 % (p/v) en una
solucion de Lactato de calcio 0,1M, evaluando posteriormente parametros como eficiencia de
encapsulacion, viabilidad bacteriana, estabilidad temporal y cinética de viabilidad mediante
recuento en placa expresado en UFC/g.

En cuanto a la metodologia, la investigacion corresponde a un estudio experimental
de enfoque cuantitativo, en el cual se busca comparar el comportamiento de distintas
formulaciones encapsulantes bajo condiciones controladas de laboratorio. Los resultados
permitiran generar informacion cientifica acerca del efecto de la concentracion de alginato
sobre la estabilidad y funcionalidad de B. velezensis microencapsulado, contribuyendo al
desarrollo de formulaciones biotecnoldgicas con potencial aplicacion en la agricultura
sostenible.

La presente tesis se encuentra estructurada en varios capitulos. El primer capitulo
comprende el planteamiento del problema, delimitacién, formulacion del problema, preguntas

de investigacion, objetivos, hipotesis, justificacion y declaracion de las variables operacionales
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del estudio. El segundo capitulo desarrolla los antecedentes, marco conceptual y marco
tedrico relacionado con bioinsumos agricolas, microencapsulacion bacteriana, biopolimeros
encapsulantes y caracteristicas de Bacillus velezensis. El tercer capitulo corresponde a la
metodologia experimental empleada para la formulacion y evaluacion de las microcapsulas.
El cuarto capitulo presenta el analisis e interpretacion de los resultados obtenidos. Finalmente,
el quinto capitulo expone las discusiones, conclusiones y recomendaciones derivadas de la

investigacion.



CAPITULO I: El Problema de la Investigacion
1.1. Planteamiento del problema

Hoy en dia, la agricultura enfrenta grandes desafios relacionados con la degradacion
ambiental y con la sostenibilidad de los sistemas productivos, debido al uso intensivo de
fertilizantes y pesticidas quimicos. Dentro de la produccién agricola, se hace uso de productos
guimicos que son la principal fuente de contaminacion del agua y afectar la fertilidad edafica,
debido a la acumulacion de nitratos, fosfatos y plaguicidas (Harrison, 2002). En base a esta
problemética, la necesidad del desarrollo de alternativas biotecnologicas sostenibles se ha
incremento con el paso de los afos, ya que se busca aprovechar los beneficios de los
microorganismos que son capaces de contribuir al crecimiento vegetal y control biolégico de
enfermedades.

Entre los microorganismos de interés agricola destaca Bacillus velezensis, una
bacteria reconocida por su capacidad para producir metabolitos antimicrobianos, que
participan e influyen en el crecimiento vegetal y actian como un agente de biocontrol frente a
diversos fitopatdgenos influyendo positivamente en el crecimiento vegetal (Rabbee et al.,
2019). Por ello, esta especie de Bacillus se presenta como una potencial alternativa para su
aplicacion en la formulaciéon de bioinsumos agricolas, permitiendo proporcionar alternativas
frente a los agroquimicos sintéticos.

Sin embargo, uno de los principales problemas que enfrenta el desarrollo de
bioinsumos agricolas, son la disminucidn de la viabilidad y estabilidad de los microorganismos
durante su almacenamiento, asi como factores ambientales que afectan su respuesta
biolégica como el pH, textura del suelo, humedad y microbiota nativa, al igual que las practicas
agrondémicas que influyen en la eficacia bioldgica de los productos (Soria, 2026).

Bajo este contexto, diferentes investigaciones han reportado el uso de biopolimeros
como el alginato de sodio para encapsular microorganismos agricolas debido a su capacidad
para formar matrices biodegradables y compatibles con sistemas biolégicos. Sim embargo, la
eficacia de la encapsulacion bacteriana depende de la composicion y concentracion de los

polimeros utilizados, los cuales influyen sobre la estabilidad estructural de las microcipsulas,
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la viabilidad celular y la liberacion del microorganismo (Bashan et al., 2014).

A pesar de los avances existente en tecnologias de encapsulacién microbianay de los
estudios realizados utilizando alginato de sodio como matriz encapsulante, aun persisten
vacios de informacion relacionadas con el comportamiento de formulaciones especificas en
combinaciones de alginato-almidén para la microencapsulacion de Bacillus velezensis. Por lo
cual se requiere la evaluacion de dicha combinacibn en aspectos como la viabilidad
bacteriana, estabilidad durante su almacenamiento y la cinética de liberacién en condiciones

controladas.

1.2. Delimitacion del problema

La investigacibn se centra en la microencapsulacién de Bacillus velezensis,
microorganismos empleados para formulaciones y aplicaciones agricolas, mediante la
combinacion de biopolimeros alginato-almidén, con lo cual se busca obtener proteccion y

asegurar la estabilidad B. velezensis durante su almacenamiento en el producto.

1.3. Formulacién del problema

La microencapsulacion de microorganismos benéficos representa una alternativa
favorable para mejorar la estabilidad y viabilidad y liberacion controlada de bacterias utilizadas
en bioinsumos agricolas. La eficacia de la microencapsulacién de bacterias depende
fundamentalmente de las caracteristicas y concentracion del biopolimero empleado como
matriz encapsulante. Estudios han demostrado la eficacia de la microencapsulacion
empleando alginato de sodio como matriz polimérica, sin embargo, no se ha evidenciado con
precisiéon datos acerca de la concentracion de alginato de sodio para Bacillus velezensis que
permita mejorar la viabilidad bacteriana y mantener la estabilidad de la misma durante el
almacenamiento.

Por ello, en el presente trabajo de investigacion se busca evaluar las diferentes
concentraciones de alginato de sodio en combinacion con un porcentaje estandar de almidon,
para la microencapsulacion de B. velezensis, con la finalidad de identificar la formulacién que
garantice mejores condiciones de estabilidad y viabilidad en aplicaciones desde un bioinsumo

agricola.
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1.4. Preguntas de investigacion
¢ Diferentes variantes de concentraciones de biopolimeros (alginato de sodio,
combinada con un porcentaje estandar de almidon), influyen en la viabilidad y estabilidad de

Bacillus velezensis microencapsulado en aplicaciones desde un bioinsumo agricola?

1.5. Objetivos
15.1. Objetivo general

Optimizar la microencapsulacion de Bacillus velezensis mediante la variacion del
porcentaje de alginato de sodio, determinando la concentracidbn que garantice la mayor

viabilidad y estabilidad para su uso en bioinsumos agricolas.

1.5.2. Objetivos especificos
1. Formular microcapsulas de B. velezensis variando las concentraciones de alginato de
sodio en combinaciébn con un porcentaje estandar de almidén como matriz
biopolimérica.
2. Determinar la viabilidad y estabilidad temporal de B. velezensis microencapsulado
mediante la técnica de recuento en placa (UFC/Q).
3. Evaluar la cinética de viabilidad de B. velezensis microencapsulado durante su

almacenamiento, mediante el recuento en placa (Log UFC/g).

1.6. Hipoétesis
Hipotesis nula (HO):

La formulacion compuesta por alginato de sodio al 1.5% y almidon al 0.5% presenta
mayor eficiencia de microencapsulacion, viabilidad y estabilidad de Bacillus velezensis
microencapsulado en comparacion con la formulacion elaborada con alginato de sodio al 1%.
Hipotesis alternativa (H1):

La formulacion compuesta por alginato de sodio al 1.5% y almidén al 0.5% no presenta
mayor eficiencia de microencapsulacion, viabilidad y estabilidad de Bacillus velezensis

microencapsulado en comparacion con la formulacion elaborada con alginato de sodio al 1%.

1.7. Justificaciéon

La creciente preocupacion por los impactos ambientales derivados del uso excesivo
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de agroquimicos ha impulsado la busqueda de alternativas sostenibles orientadas a mejorar
la productividad agricola sin comprometer la calidad ambiental. Por ello, los bioinsumos
agricolas elaborados a partir de microorganismos benéficos representan una estrategia
biotecnoldgica con gran potencial para favorecer el desarrollo de sistemas agricolas
sostenibles y reducir la dependencia de fertilizantes y pesticidas sintéticos (Aramendis et al.,
2023).

Entre los microorganismos de interés agricola, Bacillus velezensis destaca su
capacidad para promover el crecimiento vegetal mediante compuestos bioactivos y actuar
como un agente de biocontrol para inhibir la actividad de microorganismos patdgenos (Zhong
et al., 2024). Ademas de, ser capaz de crecer en condiciones ambientales que incluye
temperaturas de 30-35 °C, un pH que varia de entre 5 a 10 y con una salinidad éptima de 0O-
0.5 M NaCl (Wekesa et al., 2022).

Sin embargo, la eficacia de los bioinsumos microbianos depende en gran medida de
la capacidad de los microorganismos para mantenerse viables durante el almacenamiento y
después de su aplicacion en campo. La exposicién a factores ambientales adversos puede
reducir significativamente la supervivencia bacteriana, limitando la estabilidad y funcionalidad
del producto biolégico. Debido a ello, surge la necesidad del desarrollo de estrategias que
permitan proteger las células microbianas y mejorar su persistencia en condiciones agricolas
(Bashan et al., 2014).

La microencapsulacién constituye una herramienta biotecnoldgica innovadora que
permite proteger microorganismos mediante el uso de matrices poliméricas biodegradables
capaces de conservar la viabilidad celular y favorecer la liberacibn gradual del
microorganismo. El alginato de sodio es uno de los biopolimeros més utilizados en procesos
de encapsulacién gracias a sus caracteristicas de biocompatibilidad. Asimismo, la
combinaciéon con polisacaridos naturales como el almidén, contribuye con la mejora de las
propiedades mecénicas y estructurales de las microcipsulas, favoreciendo la estabilidad
bacteriana y aumentando la eficiencia de encapsulacion (Wang et al., 2022).

La presente investigacion posee relevancia cientifica debido a que permitira generar



informacion acerca del efecto de diferentes concentraciones de alginato de sodio sobre la
viabilidad, estabilidad y cinética de liberacion de Bacillus velezensis microencapsulado. Los
resultados contribuiran al desarrollo de formulaciones microbianas encapsuladas aplicables
en bioinsumos agricolas.
Desde el punto de vista ambiental, el uso de bioinsumos contribuye a disminuir el uso

de agroquimicos sintéticos y reducir los efectos negativos asociados a la contaminacion y
degradacién del suelo. Ademas, la aplicacion de tecnologias como la microencapsulacion
favorece el desarrollo de tecnologias biotecnolégicas sostenibles compatibles con la
conservacion de los recursos naturales y proteccion contra la degradacion del compuesto
activo (Alonso Alonso, 2011).
1.8. Declaracion de las variables (Operacionalizacién)
Variable independiente:

e Concentracién de alginato de sodio (% p/v).
Variables dependientes:

e Eficiencia de encapsulacion de Bacillus velezensis

¢ Viabilidad de Bacillus velezensis microencapsulado.

e Estabilidad temporal del microorganismo microencapsulado.

¢ Cinética de viabilidad de B. velezensis microencapsulado.
Tabla 1

Declaracion de variables y operacionalizacién.

_ _ _ _ _ Escala de
Variable Tipo Dimension Indicador L
medicion
] Concentracion del
Concentracion de _ Razoén
_ _ Independiente polimero % plv _
alginato de sodio continua
encapsulante
_ (Log N° de
o Capacidad de j
Eficiencia de _ células
y _ retencion celular Razon
encapsulacion de Dependiente encapsuladas/ _
) ) durante la continua
Bacillus velezensis Log N° células

encapsulacion o
iniciales)x100%

24



_ _ _ » _ Escala de
Variable Tipo Dimension Indicador L
medicion
Viabilidad de B. o )
_ _ Viabilidad post- Razén
velezensis Dependiente _ . UFC/g _
_ microencapsulacion continua
microencapsulado
Estabilidad
temporal del _ Estabilidad en el Dias 7,14, 21y Razon
_ _ Dependiente _ _
microorganismo tiempo 30 continua
microencapsulado
Pardmetro de
Cinética de _ forma (B)
o Velocidad de )
viabilidad de B. e o Pardmetro de )
_ _ pérdida de viabilidad Razoén
velezensis Dependiente escala (a) _
durante el continua

microencapsulado. _ Coeficiente de
almacenamiento

determinacion
(R?)




CAPITULO II: Marco Teoérico Referencial

2.1. Antecedentes Referenciales

A nivel global, el proteger microorganismos mediante la microencapsulacién ha sido
ampliamente estudiada como estrategia para mejorar la estabilidad y funcionalidad de
bioinsumos agricolas. Diversas investigaciones han demostrado que la encapsulacion
mediante polimeros biodegradables protege a los microorganismos frente a condiciones
ambientales adversas y favorece su liberacion gradual, incrementando su supervivencia y
eficacia biolégica en aplicaciones agricolas (Bashan et al., 2014). Asimismo, Hernandez-
Martinez et al. (2022) sefialaron que el alginato de sodio constituye uno de los materiales mas
utilizados en encapsulacién debido a su biocompatibilidad, capacidad gelificante y facilidad de
aplicacion, destacando ademas que su combinacion con otros polisacaridos mejora las
propiedades fisicas de las microcapsulas y contribuye con la estabilidad microbiana.

En el Ecuador se han desarrollado investigaciones relacionadas con el uso de
microorganismos benéficos en agricultura. Lucas & Llerena (2024), evaluaron biofertilizantes
elaborados a partir de microorganismos promotores del crecimiento vegetal en cultivos de
arroz, reportando mejoras en parametros agronémicos y productividad, lo que evidencio el
potencial de estos microorganismos como alternativas sostenibles frente al uso de fertilizantes
guimicos.

En relacién con bacterias de interés agricola, Rabbee et al. (2019) reportaron que
Bacillus velezensis presenta actividad antagonista frente a diversos fitopatégenos gracias a la
produccién de lipopéptidos y metabolitos bioactivos, favoreciendo su uso en formulaciones
biolégicas para el control de enfermedades y promocién del crecimiento vegetal. De igual
manera, Fira et al. (2018) indicaron que especies del género Bacillus poseen elevada
resistencia ambiental y potencial biotecnolégico para el desarrollo de biofertilizantes y
biopesticidas sostenibles. En conjunto, estos antecedentes evidencian la importancia de
desarrollar formulaciones microbianas estables que permitan mejorar la viabilidad y

persistencia bacteriana en condiciones agricolas.
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Por los antecedentes expuestos se evidencia el interés cientifico y aplicativo del
desarrollo de bioinsumos agricolas basados en microencapsulacion de bacterias benéficas.
Por lo cual, es necesario poder contribuir con informacién relacionada con formulaciones
especificas para la microencapsulacion de bacterias como Bacillus velezensis utilizando
matrices combinadas de alginato y almidon, especialmente en aspectos asociados a la
estabilidad bacteriana, viabilidad celular y su cinética durante el almacenamiento.

2.2. Marco Conceptual

2.2.1. Bioinsumos agricolas

Los bioinsumos agricolas se definen como aquellos productos que tienen una base
bioldgica, ya que son elaborados a partir de organismos vivos y sus derivados. Estos se
clasifican segun su funcién y por su naturaleza. Dependiendo de la funcion que cumplen, se
distinguen los siguientes: biofertilizantes o biocontroladores; mientras que, segun la naturaleza
del bioinsumo se distinguen segun el organismo ya que puede ser de macroorganismos o
microorganismos, como bacterias, hongos, protozoos, entre otros (Aramendis et al., 2023).
2.2.2. Microencapsulacion

La microencapsulacion se define como la tecnologia que permite encapsular en
particulas, cuyo tamafio varian de 1um a 100 um, donde el compuesto activo se encuentra
envuelto por una matriz polimérica. Las microcapsulas tienen la capacidad de liberar el
compuesto activo de forma prolongada, al liberarse de manera gradual permite prolongar el
efecto del compuesto de interés (Nifio-Vasquez et al., 2022).
2.2.3. Eficiencia de encapsulacion

La eficiencia de encapsulacion (EE) permite medir la cantidad del principio activo que
fue cargado en la matriz polimérica con relacién a la concentracion inicial utilizada durante el
proceso de formulacion. Ademas, permite determinar si la concentracién del polimero
empleado y la técnica de formacion de la microcapsula protegen al principio activo (Suarez &
Brito, 2020).

%Eficiencia d tacién =29 1100 (1
oEficiencia de encapsu aaon—Log No X (D
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Donde, Log N indica el logaritmo del nimero de células bacterianas atrapadas en las
microesferas después de la microencapsulacién y Log NO representa el logaritmo del nimero
de células B. velezensis libres agregadas previo a la microencapsulacién (Cérdova-Pogo,
2025).

2.2.4. Viabilidad microbiana

La viabilidad, en microbiologia se define como la capacidad de las células microbianas

poseen para mantenerse funcionales en condiciones especificas (Cérdova-Pogo, 2025).

Log Nt
Log NO

% Viabilidad = x100 (2)

Donde, Log Nt indica el logaritmo del nimero de células bacterianas atrapadas en las
microesferas en los tiempos de analisis establecidos y Log NO representa el logaritmo del
namero de células B. velezensis en el dia 0, post-microencapsulacion (Cérdova-Pogo, 2025).
2.2.5. Agentes encapsulantes

Los agentes encapsulantes son materiales poliméricos de origen natural o sintético,
estos tienen la capacidad de formar una pelicula o matriz que protege al principio activo de
factores ambientales, ademas, permiten la liberacién controlada de la sustancia encapsulada.
Los agentes encapsulantes se clasifican en cuatro categorias como: ceras, lipidos, proteinas,
carbohidratos como el almidén y el alginato de sodio, y polimeros de grado alimenticio
(Guevara-Bretén & Jiménez-Munguia, 2008).

2.2.6. Liberacion controlada

La liberacién controlada permite definir la disponibilidad del principio activo y el tiempo
en el que dicho compuesto sera liberado a una velocidad determinada. Esto puede ocurrir
mediante varios métodos como: difusion, en la cual los compuestos encapsulados se
desplazan desde el interior de la matriz hacia la superficie; disolucion, proceso en el cal la
pared del material se disuelve gracias a factores externos; hinchazén, el material absorbe el
liquido circundante; erosion, disminuye el grosor del material encapsulante de manera que se
degrada gradualmente, y, fractura, proceso mediante el cual el encapsulante se rompe debido

a la aplicacién de fuerzas externas (Cardona-Tangarife et al., 2021).
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2.2.7. Bacillus velezensis como agente biocontrolador

Bacillus velezensis es una bacteria grampositiva (GRAM +), aerobia y tiene la
capacidad de formar endosporas que promueven el crecimiento vegetal. El andlisis gendémico
de esta especie revela que posee grupos de genes determinados, los cuales estan
relacionados con la biosintesis de metabolitos secundarios, estos cumplen un papel
importante en la supresion de patégenos y en la promocién del crecimiento vegetal, esto
gracias a la capacidad de B. velezensis para sintetizar lipopéptidos ciclicos y policétidos.
Ademas, los metabolitos secundarios que produce desencadenan resistencia sistémica en las
plantas permitiendo que las plantas puedan defenderse ante microorganismos virulentos
(Rabbee et al., 2019).

2.3. Marco Teorico
2.3.1. Bioinsumos agricolas
2.3.1.1. Evolucién histérica de los bioinsumos agricolas.

Los bioinsumos agricolas surgen como alternativa ante el uso de agroquimicos a los
cuales se les atribuye grandes desventajas para el medio ambiente y la fertilidad del suelo.
Histéricamente, dentro de las actividades agricolas se realizan practicas como el uso de
estiércol y compost, progresivamente estas actividades incluyeron los microorganismos
beneficiosos en el suelo. La evaluacion de las propiedades y beneficios de la implementacion
de bioinsumos, inicia con el descubrimiento de bacterias fijadoras de nitrdgeno,
descubrimiento que dio lugar al desarrollo del primer biofertilizante, Nitragin, comercializado
en 1895 por Nobbe y Hilther. Innovacion seguida con la introduccion de Azotogen (producto a
base de Azotobacter chroococcum) y Phosphobactin  (Bacillus megaterium  var.
phosphaticum), productos comercializados en Rusia en el afio de 1900. Para el afio de 1934
inicié el desarrollo de biofertilizantes de Rhizobium, ademéas de la evaluacion de cultivos
de Azotobacter y fosfobacterias (Singh et al., 2025).

Un hito importante en la historia de los bioinsumos fue el descubrimiento y
comercializacién de Bacillus velezensis cepa GB03, aislada en campos de trigo australianos

en 1971. Esta cepa fue posteriormente aprobada por la Agencia de Proteccion Ambiental de



los Estados Unidos (EPA) en 1998 para su uso comercial como Kodiak, y mas tarde como
BioYield, consolidandose como un modelo de bacteria promotora del crecimiento vegetal
(PGPR) (Jang et al., 2023).

2.3.1.2. Impacto ambiental de los agroquimicos sintéticos.

Dentro de los productos agroquimicos se distinguen diez grupos, como insecticidas,
fungicidas, herbicidas, fitorreguladores, entre otros. El uso intensivo y prolongado de
fertilizantes y pesticidas quimicos en la agricultura ha desencadenado una serie de
consecuencias ambientales negativas de gran relevancia. Por un lado, el exceso de estos
productos genera contaminacion tanto en los suelos agricolas como en los cuerpos de agua
cercanos, lo que puede provocar alteraciones en el equilibrio ecolégico de los ecosistemas
afectados. Ademas, la introduccién continua de agroquimicos altera la estructura y funcién de
los ecosistemas agricolas, generando impactos a distintos niveles (Cid, 2014).

Estudios han evidenciado que los residuos de fertilizantes y pesticidas no solo
permanecen en el ambiente durante largos periodos, sino que también pueden acumularse,
afectando la salud y abundancia de organismos benéficos como insectos, lombrices y
microorganismos. Esta acumulacién reduce la biodiversidad microbiana del suelo, poniendo
en riesgo los procesos naturales de fertilidad y resiliencia ecol6gica (del Puerto Rodriguez et
al., 2014).

Uno de los problemas mas graves asociados a la agricultura es la contaminacién de
fuentes hidricas con nitratos y fosfatos derivados de los fertilizantes quimicos. Estos
compuestos, pueden ser arrastrados por la lluvia o el riego, llegando a rios, lagos y acuiferos,
donde estimulan el crecimiento excesivo de algas, proceso conocido como eutrofizacion. Esta
situacion deteriora la calidad del agua, disminuye el oxigeno disponible y afecta de manera
directa la vida acuatica, comprometiendo el equilibrio de los ecosistemas afectados (Aktar et
al., 2009).

Adicionalmente, la aplicacién frecuente de pesticidas favorece la evolucion y aparicion
de resistencia en los microorganismos fitopatdgenos, es decir, aquellos que causan
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productos quimicos tradicionales pierdan eficacia, obligando a los agricultores a usar dosis
mayores o buscar alternativas menos sostenibles, lo que agrava aun mas el problema
ambiental (Fira et al., 2018).

2.3.1.3. Agricultura sostenible y economia circular.

Ante este panorama, la agricultura sostenible surge como una alternativa necesaria
gue busca satisfacer las necesidades alimentarias actuales sin comprometer los recursos
naturales ni afectar la capacidad productiva de las generaciones futuras. Este modelo
promueve practicas agricolas menos dependientes de insumos sintéticos y mas respetuosas
con el entorno ecolégico (Pedrefio et al., 1995). Por ello, los bioinsumos agricolas se
posicionan como herramientas fundamentales. Su uso contribuye a reducir la aplicacion de
agroquimicos sintéticos, protege la biodiversidad y fomenta métodos de produccion
compatibles con la conservacion ambiental, manteniendo la productividad de los cultivos, la
preservacion de los recursos naturales y la salud de los ecosistemas agricolas (Aramendis et
al., 2023).

El uso de microorganismos benéficos en la agricultura representa un avance
significativo hacia la sostenibilidad. Estos microorganismos tienen la capacidad de mejorar la
absorcion y el aprovechamiento de nutrientes esenciales, como el nitrégeno, incrementando
la eficiencia de los fertilizantes y reduciendo la cantidad de insumos quimicos (Viera-Arroyo,
2020). Ademas, los bioinsumos se encuentran ligados a los principios de la economia circular,
ya que fomentan el reciclaje biolégico de nutrientes dentro de los sistemas agricolas y
permiten dar valor a residuos organicos (Gonzalez Sanchez, 2023).
2.3.1.4. Regulacion y normativas de bioinsumos.

El crecimiento sostenido del mercado de bioinsumos en los ultimos afios ha llevado a
la necesidad de establecer regulaciones especificas destinadas a asegurar la calidad
microbioldgica y la seguridad de estos productos bioldgicos. En diferentes partes del mundo,
se han desarrollado normativas que exigen la identificaciébn taxonémica precisa de los
microorganismos utilizados, el control de la concentracion celular, la verificacion de la
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transporte del producto. Estas regulaciones buscan proteger tanto a los agricultores como a
los consumidores, asegurando la efectividad y la inocuidad de los bioinsumos aplicados en la
agricultura (Arcudia Hernandez et al., 2025).

En el caso de América Latina, algunos paises han logrado avances notables en la
regulacion de biofertilizantes y biopesticidas. Brasil y Argentina son ejemplos destacados por
contar con marcos normativos robustos y en constante actualizacion, que abordan aspectos
clave para el desarrollo seguro y eficiente de la industria de los bioinsumos (Aramendis et al.,
2023).

En el Ecuador, la regulacion de bioinsumos ha sido integrada dentro del marco
fitosanitario y de calidad agricola. La Agencia de Regulacion y Control Fito y Zoosanitario
(AGROCALIDAD) establece, a través del Manual Técnico para el Registro y Control de
Fertilizantes, Enmiendas de Suelo y Productos Afines de Uso Agricola (2022), los requisitos
para el registro y control de estos productos. Este documento detalla especificaciones que
aseguran la calidad microbioldgica, la identificacién taxonGmica de los microorganismos y la
estabilidad durante el almacenamiento, alineando la normativa ecuatoriana con estandares
internacionales de calidad para bioinsumos. El manual contempla la categoria de Inoculantes
Bioldgicos, la cual se enfoca en microorganismos solubilizadores de fosforo, activadores de
crecimiento y bacterias fijadoras de nitrégeno, estableciendo los requisitos de concentracion
minima de UFC y pureza microbiolégica pertinentes para el desarrollo de este estudio. Es asi
gue, la microencapsulacién de Bacillus velezensis y su evaluacién de viabilidad y estabilidad
se alinean con los lineamientos establecidos por AGROCALIDAD, orientados a garantizar la
calidad y eficacia de los bioinsumos comercializados en el pais (AGROCALIDAD, 2022).
2.3.1.5. Factores que afectan la eficacia de bioinsumos.

La eficiencia de los bioinsumos agricolas esta determinada por una variedad de
factores ambientales y microbioldgicos que pueden influir directamente en la supervivencia, el
desempefio y la funcionalidad de los microorganismos que contienen. Entre los elementos
mas relevantes que afectan su eficacia se encuentran la temperatura, la humedad, la radiacién
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entorno agricola. Por ejemplo, las temperaturas elevadas o calor excesivo pueden afectar de
manera considerable la viabilidad de las bacterias, tanto durante el almacenamiento de los
productos como en el momento de su aplicacion en campo. Asimismo, la exposicién a la
radiacion ultravioleta provoca dafios celulares que se traducen en una disminucion de la
actividad metabdlica y, en consecuencia, en una menor capacidad de los microorganismos
para interactuar con las plantas. Otra variable de suma importancia es la competencia
microbiana en la rizosfera, que es la region del suelo en contacto directo con las raices. Zona
en la que los microorganismos inoculados deben competir con la microbiota nativa por espacio
y recursos, lo que puede limitar su capacidad para establecerse y colonizar eficazmente las
raices de las plantas. Esta competencia afecta la persistencia de las bacterias introducidas y,
por lo tanto, su impacto agronémico y los beneficios que aportan (Wekesa et al., 2022).
2.3.1.6. Interaccién microorganismo-planta-suelo.

La interacciébn microorganismo-planta-suelo, responde a proceso dinamico y
fundamental para el funcionamiento adecuado de los agroecosistemas. La rizosfera es una
zona especialmente activa, influenciada tanto por los exudados que las raices liberan por la
intensa actividad y diversidad de microorganismos. En esta region, se desarrollan
intercambios genéticos, transformacion de nutrientes y gradientes de difusién. Los
microorganismos presentes en esta region se denominan PGPR, bacterias que tienen la
capacidad de mejorar el desarrollo de las plantas, dentro de las cuales se citan: Azotobacter,
Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, Caulobacter, Chromobacterium, Flavobacterium,
Micrococcous, Pseudomonas, Serratia, Allorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium,
Mesorhizobium y Rhizobium. La aplicacion de estas bacterias permite reducir las aplicaciones
de agroquimicos como fertilizantes fosforados, hasta un 75%, ademas de, aumentar el
rendimiento de produccion de cultivos (Guerrero, 2021).
2.3.1.7. Caracteristicas técnicas de los bioinsumos.

Los bioinsumos se caracterizan por presentar una composicion biolégica activa, estan
disefiados para mejorar el rendimiento de los cultivos y la salud del suelo. Su efectividad
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microbioldgica, la estabilidad durante el almacenamiento y la capacidad de colonizacién en el
suelo (Mamani de Marchese & Filippone, 2018). La calidad de un bioinsumo esta determinada
por la viabilidad del microorganismo, la ausencia de contaminantes y la estabilidad
fisicoguimica de la formulacién, aspectos que deben ser verificados mediante analisis de
laboratorio y controles de calidad estandarizados (AGROCALIDAD, 2022).

2.3.1.8. Clasificacién y aplicaciones agricolas.

Los bioinsumos pueden clasificarse en varias categorias segun su funcion principal:
biofertilizantes, biopesticidas, bioestimulantes y acondicionadores biolégicos del suelo. Los
biofertilizantes estdn compuestos por microorganismos capaces de fijar nitrdgeno atmosférico,
solubilizar fésforo o facilitar la disponibilidad de nutrientes esenciales para las plantas,
contribuyendo asi a una nutricion vegetal mas eficiente. Los biopesticidas, por su parte,
incluyen bacterias, hongos y virus que se emplean para el control biolégico de plagas y
enfermedades causadas por organismos fitopatégenos. Los bioestimulantes son productos
disefiados para activar procesos fisiolégicos en las plantas, mejorando su desarrollo y su
capacidad para enfrentar situaciones de estrés. Finalmente, los acondicionadores biol6gicos
del suelo ayudan a optimizar las propiedades fisicas, quimicas y microbiologicas del suelo,
fortaleciendo su estructura y su vida microbiana (Mamani de Marchese & Filippone, 2018).

La variedad de la parte bioldgica para la formulacidon de bioinsumos le confiere
aplicaciones importantes en cultivos agricolas debido a su capacidad para mejorar la
productividad y reducir el uso de agroquimicos. Diversos estudios reportan que bacterias
promotoras del crecimiento vegetal favorecen la absorcién de nutrientes, incrementan la
biomasa vegetal y reducen la incidencia de enfermedades causadas por hongos fitopatégenos
(Fira et al., 2018).

Particularmente, bacterias del género Bacillus han demostrado capacidad para
producir siderdforos, lipopeptidos y enzimas hidroliticas que inhiben el crecimiento de
microorganismos patdgenos. Ademas, algunas cepas estimulan mecanismos de resistencia
sistémica en las plantas Otra aplicacion relevante de los bioinsumos corresponde a la
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excesivo de fertilizantes quimicos. En este sentido, los microorganismos benéficos
contribuyen al equilibrio microbiolégico del suelo y al reciclaje natural de nutrientes. Asi mismo,
permite la recuperacion de suelos degradados y la reduccion de contaminacion ambiental por
el uso desmesurado de productos agroquimicos (Villarreal-Delgado et al., 2018).

2.3.2. Limitaciones actuales de los bioinsumos agricolas

Los bioinsumos agricolas a pesar de la variedad de sus beneficios, enfrentan
limitaciones como: vida Uutil, eficacia de los productos, escasa inversion en investigacion y
desarrollo de las bioformulaciones. Por ello, hoy en dia se busca incluir tecnologias de
fabricacion, cepas microbiol6gicas mas resistentes y procedimientos de control calidad, con
la finalidad de asegurar la calidad y eficacia de los productos (Rai et al., 2023).

La variabilidad en la eficacia de los bioinsumos en condiciones de campo debido a
factores ambientales, representa una de las razones mas significativas para su adopcion e
implementacién. En consecuencia, técnicas como la microencapsulacion ha surgido como una
tecnologia prometedora frente a estas limitaciones (Calderdon-Oliver & Ponce-Alquicira, 2022).
2.3.3. Biotecnologia aplicada a bioinsumos
2.3.3.1. Fundamentos biotecnoldgicos.

La biotecnologia a través de la historia ha tenido multiples aplicaciones documentadas,
entre las principales y mas destacadas es la fermentacién de cereales para la produccion de
bebidas alcohdlicas, elaboracion del pan utilizando levadura, produccién de penicilina, entre
otros. En cuanto a su aplicacion en el sector agricola, comprende el uso de organismos vivos
0 componentes biolégicos para desarrollar productos y procesos aplicables a la produccion
agricola (Ostos-Ortiz et al., 2019). En la actualidad, las herramientas biotecnoldgicas permiten
seleccionar microorganismos benéficos con potencial agricola y formular productos bioldgicos
capaces de mejorar la productividad de los cultivos. La aplicacién de microorganismos en
agricultura requiere procesos de aislamiento, identificacion, produccién masiva y formulacion,
garantizando que las células mantengan viabilidad y estabilidad durante el almacenamiento y

aplicacién en campo (Rai et al., 2023).



2.3.3.2. Técnicas de formulacion de bioinsumos.

La produccién de microorganismos utilizados en bioinsumos agricolas se realiza
generalmente mediante procesos de fermentacibn en condiciones controladas. Estos
procesos permiten obtener elevadas concentraciones celulares garantizando pureza
microbioldgica y estabilidad fisioldgica. Los sistemas de fermentacion pueden desarrollarse a
escala laboratorio, piloto o industrial, dependiendo de los objetivos de produccién. Durante
este proceso se controlan parametros como temperatura, pH, oxigenacioén y disponibilidad de
nutrientes (Rodriguez Aristizabal & Lugo Ramirez, 2023). En el caso de Bacillus spp., la
capacidad de formar endosporas representa una ventaja biotecnolégica importante debido a
gue incrementa la resistencia bacteriana frente a condiciones ambientales (Villarreal-Delgado
et al., 2018).

Las técnicas biotecnolégicas aplicadas a bioinsumos incluyen fermentacion
microbiana, secado por aspersion, liofilizaciobn y encapsulacién. La fermentacién permite
producir grandes cantidades de biomasa microbiana en condiciones controladas, mientras que
los métodos de estabilizacion buscan preservar la viabilidad celular. La liofilizacién y el secado
por aspersion son técnicas frecuentemente utilizadas para prolongar la vida util de
microorganismos; sin embargo, pueden afectar la viabilidad bacteriana debido al estrés
térmico y osmatico generado durante el proceso (Cardona-Tangarife et al., 2021; Montoya-
Arango et al., 2023).

Debido a estas limitaciones, la microencapsulacion ha surgido como una alternativa
prometedora para proteger bacterias benéficas y mejorar la liberacion controlada de
microorganismos en el ambiente agricola.
2.3.3.3. Microencapsulacion de microorganismos.

La microencapsulacién es una técnica mediante la cual particulas sélidas, liquidas o
microorganismos son recubiertos o0 atrapados dentro de matrices poliméricas
semipermeables, formando microcapsulas capaces de proteger el material encapsulado frente
a factores ambientales adversos (Calderén-Oliver & Ponce-Alquicira, 2022). En agricultura,
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de microorganismos utilizados en bioinsumos y facilitar su liberacién controlada en el suelo
(Cardona-Tangarife et al., 2021). Segun Moradi Pour et al. (2022), la microencapsulacion de
Bacillus velezensis mejora significativamente la supervivencia bacteriana y favorece el control
biolégico de enfermedades causadas por hongos fitopatégenos.

2.3.3.4. Métodos de microencapsulacion.

Actualmente existen diversas técnicas utilizadas para encapsular microorganismos
benéficos, entre ellas extrusion, gelificacion, liofilizacion, emulsificacion, secado por aspersion
y coacervacion. Cada técnica presenta ventajas y limitaciones dependiendo del tipo de
microorganismo y objetivo de aplicacion (MOSQUERA-VIVAS et al., 2024). Es asi que, la
selecciéon del método adecuado resulta fundamental para asegurar la viabilidad celular y la
eficacia del producto final.

Mosquera-Vivas et al. (2024), menciona en su articulo de revision la definicion de estos
métodos:

e Coacervacion: Esta técnica se basa en un proceso de encapsulacion quimico y es
considerado como el verdadero proceso de encapsulacion, ya que el material de
revestimiento encapsula por completo al ndcleo, mediante una capa continua, la cual
se constituye de la formacion de complejos de dos biopolimeros que poseen cargas
opuestas al formar una emulsion con uno de ellos, seguidamente se introduce el
segundo polimero iniciando la formacién de complejos. Esta técnica proporciona una
alta eficiencia de encapsulacion, propiedades de liberacién controlada y una mejor
proteccion de los materiales a encapsular.

e Gelificacion idnica: Se basa en las interacciones i6nicas que ocurren entre un
polimero y un polianién, esta interaccion produce un gel insoluble dentro de una
sustancia activa, de manera que la sustancia de interés queda atrapada en la matriz
del biopolimero. Este método puede ser realizado por procesos de aspersion, extrusion
0 pulverizacién. Las capsulas que se obtienen son formadas por la reticulacion,
proceso que ocurre al utilizar alginato, donde los grupos carboxilato interactiian con
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e Emulsificacion: Perez-Palacios et al. (2022) menciona que la emulsificacién permite
obtener microcapsulas de tamafio reducido y elevada homogeneidad; sin embargo,
requiere solventes y agentes emulsificantes que pueden afectar la viabilidad celular.

e Secado por aspersion: El secado por aspersiéon constituye una técnica ampliamente
utilizada a nivel industrial debido a su rapidez y facilidad de escalamiento. No obstante,
las altas temperaturas utilizadas durante el proceso pueden reducir considerablemente
la supervivencia bacteriana (Wang et al., 2022).

o Liofilizacion: Esta técnica es ampliamente utilizada para la conservacion de
microorganismos, ya que permite eliminar el contenido de agua por sublimacion,
manteniendo la viabilidad celular. Sin embargo, puede generar estrés osmotico y dafio
en membranas celulares, lo cual reduce la supervivencia bacteriana (Cardona-
Tangarife et al., 2021).

o Extrusién: La técnica de extrusion ha demostrado ser una de las mas eficientes para
encapsular bacterias sensibles debido a que se desarrolla en condiciones suaves y
acuosas, evitando dafos fisiologicos sobre las células microbianas (Wang et al., 2022).
La microencapsulacion ofrece multiples ventajas en la formulacion de bioinsumos
agricolas. Entre los principales beneficios destacan la proteccion de las bacterias
frente a radiacion UV, deshidratacion y variaciones de temperatura, ademas de
mejorar la estabilidad durante el almacenamiento. Adicionalmente, esta técnica
permite la liberaciébn gradual del microorganismo encapsulado, aumentando la
persistencia bacteriana en el suelo y favoreciendo la colonizacién de la rizosfera
(Velloso et al., 2023).

La microencapsulacion también contribuye a reducir pérdidas de viabilidad durante el
transporte y almacenamiento de los productos biolégicos. Esto representa ventajas
econdmicas y tecnolodgicas para la industria de bioinsumos (Wang et al., 2022).
2.3.3.4.1. Técnicade extrusion.

La técnica de extrusién constituye uno de los métodos mas utlizados para la
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compatibilidad con bacterias sensibles. El proceso consiste en preparar una suspension
bacteriana mezclada con un polimero encapsulante, generalmente alginato de sodio, la cual
es posteriormente goteada en una solucion de calcio para formar microesferas estables
mediante gelificacion ionica (Velloso et al., 2023). Durante la extrusion, las gotas formadas
atraviesan una aguja o boquilla y entran en contacto con cloruro de calcio, donde ocurre el
entrecruzamiento del alginato y la formacién de microcapsulas. Este método permite
encapsular microorganismos manteniendo alta viabilidad celular (Moradi Pour et al., 2022).
La técnica de extrusion presenta ventajas importantes para la microencapsulacion de
microorganismos, entre las que destacan su facilidad de implementacioén, la ausencia de
solventes toxicos y su compatibilidad con medios acuosos, lo que la convierte en una opcién
particularmente adecuada para bacterias sensibles como Bacillus velezensis. Ademas, esta
técnica permite un control relativamente sencillo del tamafio de las microcipsulas mediante la
variacion de parametros como el diAmetro de la aguja, la viscosidad de la solucién polimérica
y la concentracién del polimero utilizado (Vieira Velloso, 2024). Esta versatilidad facilita la
adaptacion del proceso a diferentes requisitos de encapsulaciéon sin comprometer la viabilidad
celular, aspecto fundamental para el desarrollo de biocinsumos agricolas estables y efectivos.
No obstante, la eficiencia de la técnica de extrusion depende de mdltiples parametros
fisicoguimicos relacionados tanto con la formulacién como con el proceso de encapsulacion.
Entre los factores mas importantes se encuentran la concentracion de alginato de sodio, la
viscosidad de la solucidn, el diametro de la aguja, la velocidad de goteo y la concentracion del
agente gelificante (Cérdova-Pogo, 2025). La concentracion de alginato, por ejemplo, influye
directamente sobre la resistencia mecanica de las microcapsulas y su capacidad para proteger
a las bacterias encapsuladas; concentraciones bajas pueden generar estructuras débiles y
porosas que no retienen eficazmente el microorganismo, mientras que concentraciones
excesivamente altas incrementan la viscosidad de la solucién, dificultando la formacién
uniforme de las gotas (Moradi Pour et al., 2022). De manera similar, la viscosidad de la
solucion encapsulante afecta el tamafio de particula y la eficiencia de encapsulacion;

soluciones mas viscosas tienden a producir microcapsulas de mayor tamafio y pueden limitar



la difusion de nutrientes y oxigeno hacia el microorganismo encapsulado, lo que podria afectar
su viabilidad a largo plazo (Szpicer et al., 2025).

Otro parametro critico corresponde a la concentracién del cloruro de calcio, utilizado
como agente gelificante en el proceso de gelacion ibnica. Este compuesto favorece el
entrecruzamiento de las cadenas de alginato, formando hidrogeles estables que permiten
atrapar eficientemente las bacterias en el interior de la matriz polimérica (Dewi et al., 2025).
La concentracion de calcio debe ser cuidadosamente optimizada, ya que niveles insuficientes
pueden resultar en una gelificacién incompleta y microcapsulas fragiles, mientras que
concentraciones excesivas podrian generar estructuras demasiado rigidas que afecten la
liberacién controlada del microorganismo. Por lo tanto, el control preciso de estos parametros
resulta fundamental para garantizar la obtencién de microcapsulas con las propiedades
adecuadas de tamafio, estabilidad y capacidad de proteccion, asegurando asi la calidad y
efectividad del bioinsumo final (Ortiz-Romero et al., 2021).
2.3.3.5. Polimeros utilizados en la microencapsulacion.

La seleccién del material polimérico es un factor determinante en la eficiencia de la
microencapsulacién, ya que debe proteger al microorganismo encapsulado, ser biocompatible
y permitir una liberacién controlada. Entre los biopolimeros mas utilizados para este fin
destacan el alginato de sodio y el almidén, cuyas propiedades y mecanismos de accion se
describen a continuacién (Guevara-Breton & Jiménez-Munguia, 2008).
2.3.3.5.1. Alginato de sodio.

El alginato de sodio es un polisacarido anionico natural extraido principalmente de
algas pardas (Phaeophyceae), como Laminaria spp., Macrocystis spp. y Ascophyllum spp.
(Frent et al., 2022; Wang et al., 2022). Cuya estructura se compone de unidades de acido B-
D-manuroénico (bloques M)y acido a-L-gulurénico (blogues G) unidos por enlaces glucosidicos
B-1,4 (Wang et al., 2024).

e Propiedades fisico-quimicas y mecanismo de gelificaciéon
El alginato de sodio se caracteriza por su capacidad de gelificacién ibnica en presencia
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iones sodio (Na*) de los bloques G con cationes Ca?*, formando una estructura de reticulacion
conocida como "modelo de la caja de huevos" (egg-box model), que da lugar a un hidrogel
tridimensional estable (Wang et al., 2024; Saberi Riseh et al., 2021).

La proporcion de bloques M y G influye directamente en las propiedades del gel. Los
alginatos con alto contenido de bloques G forman geles mas rigidos y porosos, que mantienen
su integridad por periodos mas prolongados. Por el contrario, los alginatos con alto contenido
de blogues M producen geles mas blandos y con mayor tendencia a la desintegracion. El
alginato ha sido aprobado por la Administracién de Alimentos y Medicamentos de los Estados
Unidos (FDA) desde 1983 para su uso directo en las industrias alimentaria y farmacéutica, lo
gue respalda su seguridad como material de encapsulacion (Wang et al., 2024).

e Ventajas y limitaciones del alginato de sodio

El alginato de sodio presenta mdultiples ventajas como material de pared para la
microencapsulacion de microorganismos. Destaca por su baja toxicidad, biocompatibilidad,
biodegradabilidad y su capacidad para formar geles en condiciones suaves que no afectan la
viabilidad celular (Frent et al., 2022). Ademas, su estructura contiene grupos carboxilo que
pueden formar enlaces de hidrégeno con mucoproteinas, lo que le confiere propiedades de
bioadhesion que mejoran la permanencia del material encapsulado en el sitio de liberacién. El
alginato también es un material de bajo costo y amplia disponibilidad, lo que lo hace
econdémicamente viable para aplicaciones agricolas a gran escala (Wang et al., 2024; Frent et
al., 2022).

Sin embargo, el alginato presenta limitaciones que deben ser consideradas. Los geles
de alginato puro tienden a tener una estructura porosa y laxa, lo que puede resultar en una
proteccion insuficiente del microorganismo encapsulado y en una liberaciéon no controlada.
Adicionalmente, su estabilidad mecéanica es relativamente débil, y puede ser susceptible a la
degradacién en condiciones extremas de temperatura o pH. Para superar estas limitaciones,
se han desarrollado estrategias de modificacion que incluyen la combinacion del alginato con
otros biopolimeros, como el almidén, para mejorar las propiedades de barrera y la estabilidad

de las microcépsulas (Wang et al., 2024; Moradi Pour et al., 2022).
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2.3.3.5.2. Almidoén.

El almidén es un polisacarido de reserva ampliamente utilizado como material auxiliar
en la microencapsulacién debido a sus propiedades de formacion de peliculas,
biocompatibilidad y bajo costo. En combinacién con alginato de sodio, el almidén mejora la
estructura de la matriz polimérica, reduciendo la porosidad del gel y aumentando su densidad
(Velloso et al., 2023).

e Mecanismo de accién en matrices de encapsulacién

La incorporacién de almidén en matrices de alginato contribuye a la formacién de una
red polimérica mas compacta, que limita la difusién de oxigeno y compuestos toxicos hacia el
microorganismo encapsulado, prolongando su viabilidad durante el almacenamiento. Ademas,
el almidon puede actuar como un sustrato metabodlico para las bacterias encapsuladas,
proporcionando una fuente de carbono que mantiene su actividad metabdlica durante el
almacenamiento (Benitez et al., 2024).

e Ventajas y limitaciones del almidén

La combinacién de almidén con alginato ofrece ventajas significativas en términos de
viabilidad bacteriana y eficiencia de encapsulaciéon en comparacion con el uso de alginato
solo. La capacidad del almiddn para formar redes mas compactas y su funcién como fuente
de carbono lo convierten en un aditivo valioso para mejorar el desempefio de las
microcapsulas. Sin embargo, las propiedades del almidon pueden variar segun su fuente
botanica y el grado de modificacion, por lo que la seleccién del tipo adecuado debe considerar
los requerimientos especificos de la aplicacion (Sawatphanit et al., 2022; Moradi Pour et al.,

2022).

2.3.3.5.3. Combinacién de alginato y almidén.

La combinacion de alginato de sodio y almidéon como materiales de pared para la
microencapsulacién de microorganismos ha sido ampliamente estudiada y ha demostrado
resultados superiores en términos de viabilidad bacteriana y estabilidad durante el
almacenamiento (Moradi Pour et al., 2022). El alginato proporciona la estructura de gel

mediante gelificacion iénica con calcio, mientras que el almidén actia como un material de



relleno que modifica la estructura de la matriz, contribuyendo con la reduccién de la porosidad
y aumentando su densidad (Wang et al., 2024; Velloso et al., 2023). Esto permite obtener
microcapsulas con una barrera fisica mas efectiva y una liberacibn gradual del
microorganismo encapsulado, aspectos que resultan fundamentales para el desarrollo de

bioinsumos agricolas estables y efectivos (Saberi Riseh et al., 2021; Moradi Pour et al., 2022).

2.3.3.5.4. Otros biopolimeros utilizados en microencapsulacion.

Ademas del alginato y el almidén, otros biopolimeros han sido empleados para la
microencapsulacion de microorganismos, ya sea como materiales de pared principales o
como modificadores de matrices poliméricas. Entre ellos se incluyen la pectina, la goma
arabiga, el quitosano, la carragenina, las gomas naturales y las proteinas, como el aislado de
proteina de suero de leche (Wang et al.,, 2024). Estos materiales ofrecen propiedades
complementarias que pueden mejorar la estabilidad mecénica, la resistencia a factores
ambientales y la cinética de liberacién de los microorganismos encapsulados (Wang et al.,
2024). La combinacion de multiples biopolimeros en sistemas de encapsulacion multicapa ha
mostrado un desempefio superior en términos de viabilidad y liberacion controlada, lo que
constituye un area activa de investigacion en el desarrollo de bioinsumos agricolas (Saberi
Riseh et al., 2021; Wang et al., 2024).

2.3.4. Microorganismos de interés agricola
2.3.4.1. Geénero Bacillus.

De acuerdo con Rabbee et al. (2019) las bacterias pertenecientes al género Bacillus
constituyen uno de los grupos microbianos mas estudiados y utilizados en agricultura debido
a su capacidad para sobrevivir en condiciones ambientales adversas y producir multiples
metabolitos de interés agricola. Estas bacterias son Gram positivas, aerobias o anaerobias
facultativas y poseen la capacidad de formar endosporas resistentes al calor, desecacion,
radiacion ultravioleta y estrés osmatico. La formacién de endosporas representa una ventaja
biotecnoldgica importante para la formulacién de bioinsumos debido a que incrementa la

estabilidad y vida atil de los productos microbianos.



Las especies del género Bacillus se encuentran ampliamente distribuidas en diferentes
ambientes, especialmente en el suelo y la rizosfera, donde participan activamente en procesos
biolégicos relacionados con reciclaje de nutrientes, degradacion de materia organica y
proteccion vegetal. Su capacidad de colonizar raices les permite establecer relaciones
beneficiosas con las plantas, favoreciendo la absorcion de nutrientes y estimulando el
crecimiento vegetal (Villarreal-Delgado et al., 2018).

Dentro de los mecanismos de accién de Bacillus spp. destacan la produccion de
metabolitos antimicrobianos, competencia por nutrientes y espacio ecoldgico, sintesis de
enzimas hidroliticas y activacion de mecanismos de resistencia sistémica inducida en las
plantas. Estas bacterias producen compuestos como surfactinas, fengicinas e iturinas capaces
de alterar membranas celulares de hongos fitopatégenos y reducir significativamente el
desarrollo de enfermedades agricolas (Fira et al., 2018).

Asimismo, diversas especies de Bacillus presentan capacidad para producir
sideréforos, moléculas quelantes de hierro que limitan la disponibilidad de este elemento para
microorganismos patdgenos. Este mecanismo contribuye al control biolégico y favorece
simultdneamente la nutricién vegetal. Al igual que, su capacidad para producir fitohormonas
como acido indolacético (AlA), giberelinas y citoquininas, las cuales estimulan el desarrollo
radicular y favorecen el crecimiento vegetal. Ademas, algunas cepas poseen capacidad de
solubilizar fésforo y facilitar la disponibilidad de nutrientes esenciales para las plantas
(Villarreal-Delgado et al., 2018).

La capacidad de formar biopeliculas sobre la superficie radicular constituye otro
mecanismo importante asociado a la persistencia de Bacillus spp. en la rizosfera. Las
biopeliculas permiten mejorar la adhesion bacteriana, aumentar la resistencia frente a estrés
ambiental y favorecer la colonizacion estable de las raices (Loera-Muro & Caamal-Chan,
2023).

Desde el punto de vista biotecnoldgico, las bacterias del género Bacillus son
consideradas microorganismos ideales para formulaciones agricolas debido a su elevada

estabilidad fisiolégica y facilidad de produccion a escala industrial. Estas caracteristicas han
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impulsado el desarrollo de biofertilizantes, biopesticidas y bioestimulantes formulados con
cepas pertenecientes a este género bacteriano (Villarreal-Delgado et al., 2018).
2.3.4.2. Bacillus velezensis.

Bacillus velezensis pertenece al complejo Bacillus subtilis y actualmente es
considerado uno de los microorganismos mas promisorios para aplicaciones agricolas
sostenibles debido a su capacidad de promover el crecimiento vegetal y ejercer control
biolégico frente a diversos fitopatégenos. Esta bacteria ha despertado gran interés cientifico
debido a la elevada diversidad de metabolitos secundarios que produce y a su adaptabilidad
frente a diferentes condiciones ambientales (Fira et al., 2018).

Entre los metabolitos mas importantes sintetizados por Bacillus velezensis destacan
surfactinas, iturinas y fengicinas, compuestos pertenecientes al grupo de los lipopeptidos
ciclicos. Estos metabolitos presentan potente actividad antifangica debido a que alteran la
permeabilidad de membranas celulares de hongos fitopatdégenos, provocando lisis celular e
inhibicion del crecimiento micelial (Rabbee et al., 2019). Diversas investigaciones reportan que
Bacillus velezensis posee actividad antagonista frente a hongos como Botrytis cinerea,
Colletotrichum spp, Fusarium spp y Rhizoctonia solani, patégenos responsables de
importantes pérdidas econdmicas en cultivos agricolas. Ademas de su actividad
antimicrobiana, Bacillus velezensis puede actuar como bacteria promotora del crecimiento
vegetal (PGPR) mediante mecanismos relacionados con produccion de fitohormonas, fijacién
biolégica de nitrégeno, solubilizacion de fésforo y sintesis de sideréforos. Estas caracteristicas
favorecen el desarrollo vegetal y mejoran la eficiencia nutricional de los cultivos (Zhong et al.,
2024).

La colonizacién eficiente de la rizosfera representa otro aspecto importante de Bacillus
velezensis. Esta bacteria posee capacidad para formar biopeliculas y adherirse a superficies
radiculares, permitiendo una interaccion estable con la planta y aumentando la persistencia
del microorganismo en el suelo (Loera-Muro & Caamal-Chan, 2023). La resistencia ambiental
de Bacillus velezensis constituye una ventaja importante para su aplicacién en bioinsumos

agricolas. La formacién de endosporas le permite tolerar condiciones extremas de
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temperatura, desecacion y estrés osmético, facilitando su formulaciéon y almacenamiento en
productos biol6gicos comerciales (Fira et al., 2018). En los JUltimos afios, la
microencapsulacion de Bacillus velezensis ha adquirido gran interés debido a que permite
incrementar la estabilidad y viabilidad bacteriana durante el almacenamiento y aplicacion
agricola. Diversos estudios han demostrado que el uso de matrices poliméricas basadas en
alginato mejora la proteccion celular y favorece la liberacion gradual del microorganismo en el
suelo. Asimismo, investigaciones recientes indican que la encapsulacion de Bacillus
velezensis mejora significativamente la persistencia bacteriana en la rizosfera y aumenta la
eficacia de control biolégico frente a enfermedades causadas por hongos fitopatdgenos
(Moradi Pour et al., 2022).

2.3.5. Aplicacién de la microencapsulaciéon en bioinsumos y sus beneficios

La microencapsulacién de microorganismos benéficos representa una estrategia
biotecnoldgica orientada a mejorar la estabilidad, supervivencia y eficiencia de bioinsumos
agricolas. Esta técnica permite proteger bacterias sensibles frente a factores ambientales
adversos como radiaciéon ultravioleta, oxidacion, cambios de temperatura y deshidratacion.
Las microcapsulas funcionan como barreras fisicas semipermeables capaces de proteger los
microorganismos encapsulados y favorecer su liberacidén controlada en el ambiente agricola.
Esto resulta particularmente importante para mantener la viabilidad bacteriana durante
almacenamiento y transporte (Calderén-Oliver & Ponce-Alquicira, 2022). Diversos estudios
reportan que la encapsulacién incrementa significativamente la persistencia de bacterias
promotoras del crecimiento vegetal en la rizosfera, mejorando su capacidad de colonizacion
radicular y eficacia agronémica (Moradi Pour et al., 2022).

La aplicacion de microorganismos encapsulados en biofertilizantes permite mejorar la
disponibilidad de nutrientes y prolongar la actividad microbiana en el suelo. Asimismo, en
biopesticidas, la encapsulacion favorece el control biolégico debido a que incrementa la
supervivencia de bacterias antagonistas frente a fitopatdgenos (Aramendis et al., 2023). La
técnica de extrusion utilizando alginato de sodio constituye uno de los métodos mas

empleados para encapsular bacterias agricolas debido a su bajo costo, facilidad de aplicacién
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y elevada compatibilidad con microorganismos vivos. Ademas, esta técnica permite formar
microcapsulas homogéneas y biodegradables en medios acuosos (MOSQUERA-VIVAS et al.,
2024).

Otro aspecto importante corresponde a la capacidad de las matrices encapsulantes
para controlar la cinética de liberacion bacteriana. Las formulaciones elaboradas con alginato
y almidon permiten una liberacion gradual de células viables favoreciendo la persistencia del
microorganismo en el suelo (Wang et al., 2022).
2.3.5.1. Cinéticade liberacién y modelos matematicos.

La cinética de liberacion de microorganismos encapsulados puede ser descrita
mediante modelos mateméaticos que permiten predecir la tasa de liberacion y la vida media del
microorganismo en diferentes sustratos. En microbiologia predictiva, estos modelos se
clasifican en primarios, secundarios y terciarios. Los modelos primarios describen la poblacién
microbiana en funcién del tiempo, siendo los mas relevantes para la cinética de liberacion
(Baranyi et al., 2024).

Entre los modelos mas utilizados para describir curvas de inactivacion y liberacién
microbiana se encuentran:

e Modelo lineal (log-lineal): Basado en la cinética de primer orden, asume una tasa de
muerte constante. Aunque es el modelo mas simple y tradicionalmente utilizado, su
aplicacion esta limitada a situaciones donde la poblacién microbiana muestra una
disminucién logaritmica lineal (Bevilacqua et al., 2015).

e Modelo de Weibull: Constituye una alternativa mas flexible al modelo lineal, ya que
puede describir curvas de supervivencia lineales, céncavas y convexas mediante el
parametro de forma . Cuando B = 1, la curva es lineal; cuando 3 < 1, la curva es
céncava (la tasa de muerte disminuye con el tiempo); y cuando 8 > 1, la curva es
convexa (la tasa de muerte aumenta con el tiempo). Este modelo ha demostrado ser
particularmente util para describir la inactivacion microbiana bajo diversas condiciones
de estrés, incluyendo tratamientos térmicos y no térmicos. Estudios recientes

confirman que el modelo de Weibull puede ser aplicado como modelo de supervivencia
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microbiana en lugar del modelo lineal (Bevilacqua et al., 2015).

e Modelo de Gompertz: Originalmente desarrollado para describir curvas de
crecimiento, su version negativa se utiliza para modelar curvas de inactivaciéon que
presentan una fase de hombro (latencia) y una cola. Este modelo es especialmente
atil cuando se observa una fase de adaptacion inicial antes de que la muerte celular
se acelere (Gil et al., 2011).

e Modelo logistico y bifasico: Estos modelos son apropiados cuando la poblacién
bacteriana presenta una distribucién heterogénea de resistencia, dando lugar a curvas
con diferentes fases de inactivacion. El modelo bifasico, en particular, describe la
inactivacién como la suma de dos poblaciones con diferentes tasas de muerte, lo que
refleja la heterogeneidad de la resistencia celular dentro de una poblacién (Bevilacqua
et al., 2015).

La seleccién del modelo mas apropiado depende de la forma de la curva de
supervivencia y de la naturaleza del microorganismo y del proceso de encapsulacién. El
modelo de Weibull ha ganado amplia aceptacion en los ultimos afios por su simplicidad (solo
dos parametros) y su capacidad para describir una amplia variedad de curvas de
supervivencia, convirtiéndose en una alternativa robusta al modelo lineal tradicional (Baranyi
et al., 2024).

2.3.6. Potencial de mercado de los bioinsumos

El mercado mundial de bioinsumos agricolas ha experimentado un crecimiento
sostenido durante los ultimos afios debido al incremento de la demanda de sistemas
productivos sostenibles y a la necesidad de reducir el uso de agroquimicos sintéticos.
Actualmente, los biofertilizantes y biopesticidas representan uno de los sectores con mayor
proyeccion dentro de la agricultura moderna (Aramendis et al., 2023). Diversos estudios
sefialan que la incorporacion de bioinsumos puede disminuir costos de produccion
relacionados con fertilizantes quimicos y mejorar la rentabilidad agricola a mediano plazo.
Ademas, estos productos contribuyen a reducir impactos ambientales asociados a la

contaminacion de suelos y fuentes hidricas (Alonso Alonso, 2011).
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Desde el punto de vista ambiental, los bioinsumos favorecen practicas agricolas
sostenibles debido a que mejoran la actividad biolégica del suelo y disminuyen la dependencia
de productos quimicos sintéticos. La formulacion de microorganismos encapsulados
representa ademas una innovacion tecnoldgica importante para la industria agricola debido a
gue incrementa la estabilidad microbiolégica y prolonga la vida util de los productos
comerciales (Bashan et al., 2014).

Desde una perspectiva ambiental, los bioinsumos favorecen las préacticas agricolas
sostenibles, debido a que mejoran la actividad biol6gica del suelo y disminuye el uso excesivo
de productos quimicos. La microencapsulacion de microorganismos se presenta como una
alternativa viable y fundamental que permite superar limitaciones asociadas a la estabilidad y
viabilidad de los bioinsumos, ademas de presentar ventajas competitivas relacionadas con
mayor viabilidad bacteriana, facilidad de almacenamiento y liberacién controlada de
microorganismos en el suelo. Caracteristicas que favorecen la aceptacion comercial y
aumentan el interés industrial en tecnologias de microencapsulacion aplicadas a la agricultura

(Saberi Riseh et al., 2021).



CAPITULO lIl: Disefio Metodologico
3.1. Tipoydisefio de investigacion

La investigacion presenta un enfoque cuantitativo, ya que las variables de estudio
(eficiencia de encapsulacion, viabilidad en UFC/g, estabilidad temporal a los 7, 14, 21 y 30
dias, y cinética de viabilidad durante su almacenamiento) son de naturaleza numérica,
resultados que fueron analizados mediante métodos estadisticos. El alcance del estudio es
descriptivo y explicativo: descriptivo debido a que, se caracteriza el comportamiento de
Bacillus velezensis microencapsulado en dos formulaciones diferentes, y explicativo ya que,
establece la relacion entre la concentracién de alginato de sodio (1% y 1,5%) en combinacién
con almidén 0,5% p/v y el comportamiento del microorganismo encapsulado.

El disefio de la investigacién es experimental a nivel in vitro, ya que las variables
independientes fueron manipuladas bajo condiciones de laboratorio. Para los tratamientos
establecidos, se realizaron 6 réplicas por cada uno. Finalmente, el estudio es longitudinal
prospectivo, ya que las mediciones correspondientes son realizadas en multiples momentos
(dias 7, 14, 21 y 30), tiempos que permitieron evaluar viabilidad y estabilidad temporal, y la
cinética de viabilidad del microorganismo microencapsulado durante su almacenamiento.
3.2. Lapoblaciény la muestra

La poblacion corresponde a bacterias del género Bacillus y la muestra a la especie
Bacillus velezensis, bacteria con la cual se elabora un fungicida biolégico (Ferticillus S),
recurso proporcionado por la empresa ECOCYCLEBIOTECH.

El género Bacillus se caracteriza por sus bacterias GRAM positivas y productoras de
endosporas resistentes, distribuidas ampliamente en condiciones ambientales extremas.
Muchas de las especies de este género son aplicadas en la formulacion de biofertilizantes,
biopesticidas o bioinsecticidas debido a sus mudltiples beneficios en la agricultura y su
capacidad de esporulacion. Al ser parte del microbioma ambiental natural, son respetuosas
con el medio ambiente. Se les confiere la capacidad de resistencia a enfermedades y la mejora
de la fertilidad del suelo; asimismo, poseen la capacidad de actuar como insecticidas, ya que

incorporan los genes de toxinas a cultivos transgénicos, incrementando la resistencia frente a
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insectos y plagas. Por ello, a estas bacterias se las engloba dentro del grupo PGPR (Plant

Growth-Promoting Rhizobacteria o Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal) por sus
multiples beneficios (Sola-Montilla, 2023).

Especies de Bacillus, actan como agentes de biocontrol ante agentes patdgenos.
Entre estas especies, destaca Bacillus velezensis por su capacidad de producir metabolitos
secundarios (Sintetasas de péptidos no ribosomales (NRPS) y sintetasas y policétidos (PKS))
gue actidan contra mdultiples fitopatégenos, como Fusarium oxysporum Yy Ralstonia
solanacearum mediante lipopéptidos (Rabbee et al., 2019).
3.3. Los métodos y las técnicas

A continuacion, se describen cada uno de los métodos y técnicas empleadas para la
microencapsulacién de Bacillus velezensis, bacteria empleada para el desarrollo de un
fungicida biolégico, Ferticillus S., bioinsumo producido por la empresa ECCOCYCLEBIOTECH
(ECB).

3.3.1. Caracterizacién fenotipica de Bacillus velezensis

La caracterizacion fenotipica de Bacillus velezensis se realiz6 mediante metodologias
ya establecidas. El proceso de caracterizacion incluy6 técnicas como la tincion de Gram y
prueba de Catalasa. Para ambos procesos se utiliz6 un cepario de B. velezensis, cepario
utilizado para la elaboracion del pre-in6culo en un medio enriquecido, formulacién propia de
ECB.

e Tincion de Gram

Se tomd una muestra de una colonia de B. velezensis con ayuda de un asa de siembra,
se agreg6 una gota de agua destilada en un portaobjetos y se extendié la muestra sobre el
portaobjetos. Se fijo la muestra con ayuda de calor. Una vez fijada la muestra se agrego el
cristal violeta, se dej6 actuar durante 1 minuto y se enjuagd con agua destilada.
Seguidamente, se agrego el Lugol y se dejé actuar durante 1 minuto, el Lugol actia como un
mordiente permitiendo fijar al cristal violeta formando un complejo insoluble. Luego, se agregé
el decolorante de alcohol-acetona durante 5-10 segundos, una vez que se observo la

decoloracioén se enjuag6 con agua destilada. Finalmente, se agrego safranina, se dej6 actuar
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durante 1 minuto y se enjuagé. Se dejo secar la tincién y se observd en el microscopio en el
lente objetivo de 40X y de 100X con ayuda de aceite de inmersién.
e Prueba de Catalasa

Se colocé una gota de perdxido de hidrogeno sobre un portaobjetos, se agregd una
muestra de una colonia pura de B. velezensis con ayuda de un asa de siembra, se mezclé y
se observo la reaccion.

3.3.2. Microencapsulacion de Bacillus velezensis
3.3.2.1. Preparacion del Agente Encapsulante y Gelificante.

El proceso de microencapsulacion inicia con la preparacion de la matriz polimérica o
agente encapsulante. Para ello, se desarrollé la matriz polimérica utilizando alginato de sodio
en dos concentraciones (p/v): 1% y 1.5%, en combinacion con el almidén en una
concentracion de 0.5% (p/v). Se peso el alginato en las cantidades respectivas y se disolvid
en un volumen de 70 ml de agua destilada estéril, la cual se calenté previamente, a esta
mezcla se agreg6 el almidén. Se mezclaron los polimeros aplicando una fuerza mecénica
asegurando una correcta disolucién e incorporaciéon de los mismos. Las concentraciones de
alginato de sodio utilizadas en el presente estudio se establecieron en base a estudios previos
gue recomiendan utilizar el alginato en concentraciones de 1% al 2% (p/v) (Afzaal etal., 2022).

Para el agente gelificante se utilizé lactato de calcio en una concentracion de 0.1M.
Estudios demuestran que el lactato de calcio permite obtener resultados de una eficiencia de
encapsulacion de hasta un 99%. Un estudio realizado por Dewi et al. (2025), donde evalué el
efecto de las concentraciones de lactato de calcio para la microencapsulacién de probiéticos,
en el cual propone concentraciones que varian entre 2-3.5 % (p/p), obteniendo una eficiencia
de encapsulacion de 77.93 £1.14 % al emplear un 3% (p/p) de lactato de calcio, porcentaje
(3%) que en unidades de molaridad justifican la aplicacion de la concentracién del lactato de

calcio utilizada para el presente estudio.



3.3.2.2. Formacion de Microcapsulas por la Técnica de Gelacidon lénicay el
Método de Extrusion.

La técnica de gelacién ibnica y el método de extrusion para la formacion de
microcapsulas, es un método sencillo y economico, ademas de, evitar un dafio minimo de las
células. Las microcapsulas obtenidas por este método poseen un tamafio que varia en un
diametro entre 2 a 3 mm (Ortiz-Romero et al., 2021).

e Incorporacién del Ferticillus S (Bacillus velezensis) en la matriz polimérica

Para la incorporacion del FS en la matriz polimérica, se regulé el pH agregando citrato
de sodio, permitiendo obtener un pH de entre 5 a 6 logrando la formacién de las
microcapsulas. La concentracion del citrato de sodio a agregar varia de entre el 0.5 al 0.8%
(p/v) por cada 100 ml de Ferticillus S, esto en relacién al pH del FS, siendo que al ser menor
a 4.5 se agreg6 0.8 g de citrato de sodio, mientras que al ser mayor a un pH de 4.5 se
recomienda agregar 0.5 g.

Una vez que se obtiene el FS con un pH estable, se agregd 30 ml de esta solucion
(Ferticillus S + citrato de sodio) en los 70 ml de la solucion polimérica.

e Determinacién de la concentracién (UFC/g) de Bacillus velezensis en la matriz
polimérica

Se tomd6 1000ul de la solucion polimérica + B. velezensis y se realizaron diluciones
seriadas en agua peptonada bufferada. Se sembré en agar PCA mediante la técnica de
siembra por extension en superficie con ayuda de un asa de Digralsky.

Procedimiento que permitié obtener las concentraciones (3) de la bacteria agregada a la matriz
polimérica previo a la microencapsulacion, resultados expresados en UFC/g.

numero de colonias contadas x factor de dilucién

UFC
C tracié =
oncentracion ( g ) volumen sembrado (ml)

e Formacioén de las microcapsulas
La formacién de microcépsulas se realizé mediante el método de extrusion utilizando
una jeringa, cuyo tamafio de aguja es de 21G. Se tomo la solucién polimérica con ayuda de
la jeringa, se realizd el goteo en un vaso de precipitacion con lactato de calcio 0,1M (50 mL)

en agitacion continua a 200 rpm. Al terminar la formacién de las microcépsulas, se dej6é en
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agitacién durante 20 minutos. Una vez terminado el tiempo de agitacién, se realizaron los
lavados correspondientes de las microcdpsulas con agua destilada estéril y se filtré al vacio,
utilizando: un embudo, matraz Kitasato, papel filtro Whatman N° 1 y una bomba de vacio. Se
recuperaron las microcapsulas y se almacenaron en placas Petri. Las microcipsulas se
mantuvieron en refrigeracion.

El didmetro de las microcapsulas fue estimado visualmente mediante el uso de una
regla milimetrada, colocando las microcapsulas sobre una superficie plana y contrastando su
tamafio con la escala de la regla. Se realizaron mediciones puntuales en un numero
representativo de microcdpsulas por cada tratamiento, registrando el rango de tamafios
observados.

3.3.2.3. Elaboracién de la Base del Producto Final
e Elaboracién de la base para microcapsulas: Se pesaron 15 g de CMC

(carboximetilcelulosa), 1 g de goma xantana, ademas se agregaron conservantes

como sorbato de potasio y benzoato de sodio. Se mezclaron en un 1L de agua,

obteniendo una mezcla viscosa.
e Elaboracién de prototipos: El producto final se elaboré utilizando una proporcion de

1:10, agregando 4 gramos de microcapsulas en 40 ml de base.

3.3.3. Evaluacién de la Eficiencia de Encapsulacion de Bacillus velezensis

La evaluacion de la eficiencia de encapsulacion, se realizé luego de las 24 horas de
haber formado las microcapsulas. Para ello, se utilizé citrato de sodio al 2% (p/v) para poder
realizar la ruptura de las microcapsulas y obtener liberacion de la bacteria.

Se peso 1 gramo de microcapsulas, se agregaron en 9 ml de citrato de sodio, se agité
con ayuda de un vértex hasta observar la ruptura y disolucién de las microcapsulas. Se
realizaron diluciones seriadas en proporcion 1:9 en agua peptonada bufferada, tomando 1000
pl de la bacteria contenida en el citrato de sodio. La siembra de las diluciones se realizé en
Agar PCA (Plate Count Agar), mediante la técnica de siembra por extension en superficie con

ayuda de un asa de Digralsky.



Procedimiento que permiti6 obtener las concentraciones de la bacteria
microencapsulada aplicando la ecuacion (2), resultados expresados en UFC/g. La eficiencia

de encapsulacion se expresé en porcentajes, aplicando la siguiente formula (1).

o9 N 100 (1
Log NOx M

%Eficiencia de encapsulacion =

Donde:
Log N: Logaritmo del nimero de células bacterianas atrapadas en las microesferas después
de la microencapsulacion.
Log NO: Logaritmo del numero de células B. velezensis libres agregadas previo a la
microencapsulacion.

3.3.4. Evaluacion de la Viabilidad y Estabilidad Temporal de Bacillus velezensis

Para evaluar la viabilidad y estabilidad de las células bacterianas, se establecieron
tiempos de andlisis de: 7, 14, 21 y 30 dias. Tiempos de analisis que permiten evaluar la
supervivencia de las células y la degradacion de la matriz polimérica. Ademas de determinar
la concentracién de las microcapsulas en los dias establecidos, resultados que se obtuvieron
mediante la técnica de recuento en placa (UFC/qg).

Para ello, se recuperaron las microcipsulas contenidas en la base con ayuda de una
cucharilla y se realizaron lavados con agua destilada estéril. Se pes6 1 g de microcapsulas,
se agregaron en 9 ml de citrato de sodio al 2% (p/v) y se realizé la ruptura de las mismas. Se
realizaron diluciones en proporcién 1:9 en agua peptonada bufferada y la siembra en agar
PCA, mediante la técnica de siembra por extension en superficie.

Se empled la ecuacion del % de viabilidad (2) para la obtencién de resultados.

Log Nt

0% Ui il _
% Viabilidad Log NO

x100 (2)

Donde:
Log Nt: Logaritmo del nimero de células bacterianas atrapadas en las microesferas en los
tiempos de analisis establecidos.

Log NO: Logaritmo del nimero de células B. velezensis en el dia 0, post-microencapsulacion.



3.3.4.1. Determinacién de la cinética de viabilidad de Bacillus velezensis
microencapsulado.

A partir de los datos de viabilidad obtenidos en los tiempos de almacenamiento (7, 14,
21y 30 dias), se determind la cinética de viabilidad de Bacillus velezensis microencapsulado.
Para ello, los valores de UFC/g fueron transformados a Log,;, UFC/g y se ajustaron al modelo
de Weibull, modelo utilizado en microbiologia predictiva para describir curvas de inactivacion
microbiana. La aplicacion de este modelo responde a que los datos experimentales mostraron
un comportamiento no lineal, con una fase inicial de estabilidad seguida de una disminucién
progresiva de la viabilidad.

La ecuacion del modelo utilizado fue:

l0g10(Ne) = logio(No) — (DF  (4)

Donde:

e N,: Concentracion de bacterias viables en UFC/g en el tiempo t (dias).
e N,: Concentracion inicial de bacterias viables en UFC/g.

e a: Parametro de escala (dias).

e B: Parametro de forma.

e t: Tiempo de almacenamiento (dias).

Los parametros a y 3 fueron estimados mediante una regresion no lineal, utilizando el
software RStudio. La bondad de ajuste del modelo fue evaluada mediante el coeficiente de
determinacién (R?).

3.4. Procesamiento Estadistico de la Informacion

Los datos obtenidos durante la evaluacibn de los tratamientos para la
microencapsulacion de Bacillus velezensis fueron registrados y organizados en hojas de
célculo de Microsoft Excel para su procesamiento y analisis. La investigacion se desarrollé
bajo un Disefio Completamente al Azar (DCA), conformado por los siguientes factores y
niveles:

Tabla 2

Factores y niveles del disefio experimental
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Factor Niveles Descripcién
Concentracion de alginato T1: 1% (p/v) _ -
_ Factor de estudio principal
de sodio (Factor A) T2:1.5% (p/v)
Tiempo de almacenamiento ) Factor evaluado en
0,7, 14, 21y 30 dias o e
(Factor B) viabilidad y cinética

Nota. Descripcion del disefio experimental, nimero de réplicas y variable de respuesta.

El estudio se realizd con seis repeticiones por tratamiento. Los resultados obtenidos
para las variables evaluadas fueron sometidos a procedimientos estadisticos que permitieron
describir y comparar el comportamiento de las formulaciones estudiadas mediante el software
RStudio.

Para las variables eficiencia de encapsulacion (%), viabilidad y estabilidad bacteriana
(UFC/g), y cinética de viabilidad, se calcularon medidas de tendencia central y dispersion,
tales como media aritmética y desviacion estandar. Previamente al analisis comparativo, se
verificd el cumplimiento de los supuestos de normalidad mediante la prueba de Shapiro-Wilk y
de homogeneidad de varianzas mediante la prueba de Levene.

Para la eficiencia de encapsulacion (%), evaluada a las 24 horas post-
microencapsulacion, se aplicé una prueba t de Student para muestras independientes (p <
0.05) para comparar los dos tratamientos.

Para la viabilidad y estabilidad durante el almacenamiento, evaluada a los 7, 14, 21y
30 dias y expresada como porcentaje de eficiencia de encapsulacion relativo al dia 0, se
empled un andlisis de varianza bifactorial (ANOVA de dos vias), considerando como factores
la concentracion de alginato (2 niveles) y el tiempo de almacenamiento (5 niveles). En caso
de diferencias significativas, se aplico la prueba de Tukey (a = 0.05).

Para la cinética de viabilidad, los valores de UFC/g se transformaran a Log UFC/g y se
ajustaron al modelo de Weibull. La estimacién de los parametros se realiz6 mediante regresion
no lineal en RStudio. El coeficiente de determinaciéon (R?) evalu6 la bondad de ajuste al
modelo.

Finalmente, los resultados fueron presentados mediante tablas y graficos estadisticos

que faciliten la interpretacion y discusion de los datos obtenidos.
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CAPITULO IV: Andlisis e Interpretacion de Resultados

4.1. Analisis e Interpretacion de Resultados

4.1.1. Caracterizacion fenotipica de Bacillus velezensis

La caracterizacion fenotipica de B. velezensis, se realiz6 mediante tincion de Gram y
prueba de catalasa, con el fin de verificar las caracteristicas fenotipicas de la cepa
proporcionada por ECOCYCLEBIOTECH para los ensayos de microencapsulacion.

Los resultados obtenidos confirmaron que B. velezensis es una bacteria GRAM +, por
su coloracion violeta caracteristico y células vegetativas con forma de bastén (bacilos) de
extremos redondeados (Figura 1) y reaccion catalasa positiva, manifestada por la formacion
inmediata de burbujas tras la adicion de peréxido de hidrogeno (Figura 2). Los resultados
fueron consistentes con los perfiles bioquimicos reportados para el género Bacillus y la
especie B. velezensis.

Figura 1l Figura 2
Tincién de Gram para Bacillus velezensis Prueba de catalasa para Bacillus

velezensis

Nota. Se observan bacilos de color violeta :
Nota. La formacién de burbujas evidencia
(Gram positivos) en el campo

la presencia de la enzima catalasa.
microscopico.
4.1.2. Microencapsulacién de Bacillus velezensis
4.1.2.1. Caracteristicas morfoldgicas de las microcapsulas

Las microcapsulas obtenidas presentaron una morfologia esférica y en forma de gota,

al igual que un tamafio heterogéneo, con un didmetro estimado en un rango de 1 a 3 mm para
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ambos tratamientos (Tabla 3, Anexo A). La variacion entre el didmetro de las microcapsulas
correspondientes a cada tratamiento se atribuye a la composicién y a la técnica, ya que el
método de extrusion no permite tener total control sobre el tamafio de la gota formada previo
a su interaccion con el agente gelificante.

Tabla 3

Rango de diametro de las microcapsulas de Bacillus velezensis

_ Rango de diametro
Tratamiento

(mm)
Alginato 1% + Almidén 0.5% 1-2 mm
Alginato 1.5% + Almidon 0.5% 1-3mm

Nota. ElI diametro fue estimado mediante regla milimetrada. No se realiz6 un andlisis
estadistico debido a que la medicién fue de caracter exploratorio.
4.1.2.2. Concentracién inicial de B. velezensis en la matriz polimérica
previa a la microencapsulacion.
La concentracién inicial de Bacillus velezensis en la matriz polimérica (alginato de
sodio + almidén 0.5%) se determiné previo al proceso de microencapsulacion, esto permitié
establecer la linea base (NO) para poder determinar la eficiencia de encapsulacion. Los

resultados se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4

Concentracion inicial de Bacillus velezensis previo a su microencapsulacion.

Tratamientos Réplicas Concentracion (UFC/ml)
Alginato 1% + R1 8 x10"9
Almidon 0.5% R2 5.50 x10"9
R3 3.80 x10"10
R4 5.50 x10"10
R5 1.35 x10"10
R6 7.70 x10™M10
Promedio + DE 2.46 x10710 + 2.79 x10710
Alginato 1.5% + R1 2 x10"9
Almidon 0.5% R2 4.5 x10"9
R3 5 x10"9




R4 6.25 x10"10

R5 1 x10"9

R6 1.5 x10"9
Promedio + DE 1.27 x10M0 + 2.31 x10”710

Nota. Se evaluo la concentracion de Bacillus velezensis (UFC/mL) incorporada en la matriz
polimérica (alginato de sodio + almidén al 0.5%) previo al proceso de microencapsulacion. El
indculo inicial (Ferticillus S) present6 una concentracion de 1x10711 UFC/mL y un pH de 4.20.
Los valores corresponden a 6 réplicas por tratamiento.

La concentracion inicial de Bacillus velezensis en la matriz polimérica presentd
variabilidad entre réplicas para ambos tratamientos. Para el tratamiento con alginato al 1%,
los valores oscilaron entre 5.50 x1079 y 7.70 x10710 UFC/mL, con un promedio de 2.46
x10710 UFC/mL. Por otro lado, el tratamiento con alginato al 1.5% mostré concentraciones
entre 1 x107M9 y 6.25 x10710 UFC/mL, con un promedio de 1.27 x10710 UFC/mL Ambos
tratamientos presentaron concentraciones iniciales comparables, permitiendo establecer una
linea base homogénea para el calculo de la eficiencia de encapsulacion.

4.1.2.2.1. Estabilizacion del pH de Bacillus velezensis con citrato de
sodio

Previo a la formacion de las microcapsulas, se ajusté el pH de Ferticillus S (Bacillus
velezensis) mediante la adicion de citrato de sodio, con el fin de alcanzar valores cercanos a
la neutralidad que permitieran la correcta gelacion idnica de la matriz polimérica (Tabla 5).
Tabla 5

Estabilizacién de pH de Ferticillus S con citrato de sodio.

H

| » pH pH Pt
Tratamientos Réplicas o ) Matriz
Ferticillus S  FS+citrato .

polimérica

R1 4.20 5.74 6.08

R2 4.27 5.24 6.08

Alginato 1% + R3 4.27 5.24 6.09
Almidon 0.5% R4 4.18 5.22 6.10
R5 4.18 5.19 6.11

R6 4.22 5.25 6.12
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Promedio +t DE  4.22+0.04 531+0.20 6.10+£0.02

R1 4.26 5.26 5.97
) R2 4.26 5.25 5.99
Alginato 1.5%
) R3 3.98 5.08 5.92
+ Almidon

R4 4.04 5.14 5.73

0.5%
R5 4.04 5.06 5.80
R6 4.05 5.13 5.75

Promedio + DE  4.11+0.13 5.15+0.08 5.86+0.11

Nota. Se presenta la variacion de pH de Ferticillus S (Bacillus velezensis) tras la adicién de
citrato de sodio y después de su incorporacién en la matriz polimérica (alginato de sodio +
almidon 0.5%), previo al proceso de microencapsulacién. El ajuste de pH a valores cercanos
a un rango de 5-6, resulta fundamental para la correcta formacién de las microcapsulas
mediante la técnica de gelacion iénica.

El pH inicial de Ferticillus S presentd valores &cidos, con promedios de 4.22 + 0.04
para el tratamiento con alginato al 1% y 4.11 £ 0.13 para el tratamiento con alginato al 1.5%.
Tras la adicion de citrato de sodio, el pH se increment6 a valores de 5.31 + 0.20 y 5.15 + 0.08,
respectivamente dentro del rango establecido (pH 5-6). Posteriormente, al incorporar
Ferticillus S estabilizado en la matriz polimérica (alginato + almidén), el pH alcanzé valores
cercanos a la neutralidad, con promedios de 6.10 + 0.02 para el tratamiento T1y 5.86 £ 0.11
para el tratamiento T2.

Estos resultados demuestran que la adicién de citrato de sodio permitioé elevar el pH
desde valores acidos (=4.2) hasta un rango de 5.06 a 5.74, y la posterior mezcla con la matriz
polimérica elevd aln mas el pH hasta valores de 5.73 a 6.12, lo cual resulté adecuado para la
formacion de microcépsulas por gelacién iénica con lactato de calcio.

4.1.1.1. Eficiencia de encapsulacion de las formulaciones.

La eficiencia de encapsulacion de Bacillus velezensis se determiné a las 24 horas
post-microencapsulacion, calculada como el porcentaje de bacterias viables recuperadas tras
la ruptura de las microcapsulas con citrato de sodio al 2% (p/v), en relacién con la
concentracion inicial incorporada en la matriz polimérica. Los resultados se presentan en las

Tablas 6, 7y 8, y en la Figura 3.

61



Tabla 6
Eficiencia de encapsulacion (%) de Bacillus velezensis, a las 24 horas post-

microencapsulacion

Matriz

_ _ 24 H Eficiencia de
, o Polimérica .
Tratamientos Réplicas L (Log Encapsulacion
0og
UFC/g) (%)
UFC/ml)
R1 9.9031 10.0792 102%
R2 9.7404 9.6021 99%
_ R3 10.5798 10.0212 95%
Alginato 1% +
_ R4 10.7404 10.8751 101%
Almidén 0,5%
R5 10.1303 9.8451 97%
R6 10.8865 9.3010 85%
Promedio 96,5 + 6,2%
R1 9.3010 9.5441 103%
R2 9.6532 9.6532 100%
Alginato 1,5% + R3 9.6990 9.3979 97%
Almidén 0,5% R4 10.7959 10.2553 95%
R5 9.0000 9.6990 108%
R6 9.1761 9.9031 108%
Promedio 101,8 +5,1%

Nota. La eficiencia de encapsulacion (%) se calculé como (Log N / Log N,) x 100. Valores
>100% se atribuyen a la variabilidad inherente de la técnica de recuento en placay ala posible
multiplicacion bacteriana dentro de la microcipsula durante las primeras 24 horas.

Figura 3

Eficiencia de encapsulacion (%) de Bacillus velezensis, a las 24 horas post-

microencapsulacion



Eficiencia de Encapsulacion (%)

120%

108%108%
102% 101 % 103%
100% 99% 4 °97% °100% 9794 95%

85%
80%
60%
40%
20%
0%

TIR1TIR2T1R3T1IR4T1R5TIR6 T2R1T2R2T2R3T2R4T2R5T2R6

Nota. Las barras representan la eficiencia de encapsulacion (%) para cada réplica (R) de los
tratamientos (T1 Y T2). T1: Alginato 1% + almidén 0.5%; T2: Alginato 1.5% + almidon 0.5%.

La eficiencia de encapsulacion de Bacillus velezensis mostr6 valores elevados para
ambos tratamientos (Tabla 6). El tratamiento con alginato al 1% (T1), presenté una eficiencia
promedio de 96.5 *+ 6.2%, con valores individuales que oscilaron entre rangos de 85-99% y
101-102%. Por su parte, el tratamiento con alginato al 1.5% (T2) mostr6 una eficiencia
promedio de 101,8 £ 5,1% valores entre rangos de 95-100% y 103-108% (Figura 3).

Ambos tratamientos presentaron valores por encima del 85%, demostrando la
eficiencia del proceso de microencapsulacion y proteccion del microorganismo (Tabla 7). Sin
embargo, presentan una gran variabilidad presentando valores fuera del rango del 100%, esta
variabilidad puede atribuirse a la presencia del alginato y almidén, carbohidratos que pueden
ser metabolizados por la bacteria e incrementar su concentracion.

Tabla 7

Resumen estadistico de la eficiencia de encapsulaciéon

_ Media EE _
Tratamiento %) DE (%) Min (%) Max (%) n
0
T1 96.5 6.01 85.4 101.77 6
T2 101.69 5.42 94.99 107.92 6

Nota. Los valores corresponden a la media de 6 réplicas por tratamiento + desviacion estandar

(DE). La eficiencia de encapsulacién se calculé como (Log N / Log Ng) x 100, donde N es la
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concentracion de bacterias viables recuperadas a las 24 horas post-microencapsulacion (Log
UFC/g) y Ny es la concentracion inicial en la matriz polimérica (Log UFC/mL).

Tabla 8

Pruebas de normalidad, homogeneidad de varianzas y comparacion de medias para la

eficiencia de encapsulacion

Prueba Estadistico al p-valor Decision
Shapiro-Wilk (T1) W =0.9402 6 0.6658 Normal
Shapiro-Wilk (T2) W =0.8938 6 0.3294 Normal

Levene F =0.0416 1,10 0.8426 Homogéneo

t de Student t=-1.5742 10 0.1465 No significativo

Nota. Nivel de significancia a = 0.05. La prueba t de Student se aplic6 asumiendo varianzas
homogéneas, segln lo confirmado por la prueba de Levene.

En la tabla 8, se presenta el analisis estadistico realizado mediante la prueba t de
Student para muestras independientes, el cual mostr6 que no existen diferencias
significativas entre los tratamientos (t = -1.5742, gl = 10, p = 0.1465). El intervalo de confianza
del 95% para la diferencia de medias incluye el valor 0, lo que confirma gque ambas
formulaciones son estadisticamente equivalentes en términos de eficiencia de encapsulacion.
Resultado que sugiere que la concentracion de alginato de sodio puede ser seleccionada con
base en otros criterios, como la estabilidad durante el almacenamiento, sin comprometer la
eficiencia de retencion celular.

4.1.1.2. Viabilidad y Estabilidad de B. velezensis microencapsulado.

La viabilidad y estabilidad de Bacillus velezensis microencapsulado se evaluaron
durante 30 dias de almacenamiento, con mediciones a los 7, 14, 21y 30 dias. Los resultados
se expresan como porcentaje de eficiencia de encapsulacion relativo al dia 0 (post-
microencapsulacion) en la Tabla 9 y Figura 4, y como Log UFC/g en la Tabla 10 y Figura 5.
Las pruebas de normalidad (Shapiro-Wilk) y el andlisis de varianza bifactorial (ANOVA) se

presentan en las Tablas 10 y 11, respectivamente.
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Tabla 9

Viabilidad y Estabilidad de Bacillus velezensis microencapsulado, durante su

almacenamiento (expresado en % EE relativo al dia 0)

Viabilidad y Estabilidad

Tratamientos Réplicas
7 Dias 14 Dias 21 Dias 30 Dias
R1 97% 99% 106% 104%
R2 104% 106% 107% 105%
R3 95% 102% 90% 99%
Alginato 1% +
_ R4 93% 89% 86% 83%
Almidoén 0,5%
R5 101% 107% 101% 96%
R6 104% 109% 103% 104%
Media + DE 955+5,5 98,3+6,1 95,2+9,9 93,7+9,8
R1 106% 105% 97% 100%
R2 114% 102% 110% 107%
Alginato 1,5% R3 111% 104% 104% 98%
+ Almidén R4 91% 95% 92% 91%
0,5% R5 104% 100% 97% 97%
R6 101% 91% 96% 94%
Media + DE 106.3 £ 10.5 101.2+6.9 101.0+7.5 97.5+5.3

Nota. La viabilidad y estabilidad se expresan como porcentaje de eficiencia de encapsulaciéon
relativo al dia 0 (post-microencapsulacion), calculado como (Log N,/ Log Ng) x 100.

Figura 4

Viabilidad y Estabilidad de Bacillus velezensis microencapsulado, durante su

almacenamiento en periodos de 7, 14, 21y 30 Dias.



% de Viabilidad de Bacillus velezensis
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Nota. Las barras representan el porcentaje de eficiencia de encapsulacién relativo al dia 0
para cada réplica y tratamiento.

Tabla 10

Viabilidad de Bacillus velezensis microencapsulado expresada en Log UFC/g durante el

almacenamiento

Tratamiento Tiempo (dias) Log UFC/g (Media = DE)
0 9.95+0.53
7 9.86 +0.21
Alginato 1% +
14 10.12 +0.29
Almidon 0,5%
21 9.79+0.61
30 9.79+0.53
0 9.74 +0.30
+
Alginato 1,5% + 7 10.16 £ 0.57
1dé 0,
Almidon 0,5% 14 9.68+0.34
21 9.68 £0.48
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Tratamiento Tiempo (dias) Log UFC/g (Media £ DE)

30 9.51+0.42

Nota. Los valores corresponden al promedio de 6 réplicas por tratamiento + desviacion
estandar.

Figura 5

Viabilidad de Bacillus velezensis microencapsulado durante el almacenamiento (distribucion
de Log UFC/g por tiempo y tratamiento).

Viabilidad de Bacillus velezensis microencapsulado
Distribucién de Log UFC/g por tiempo y tratamiento
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95 ‘ |
. ‘ |
8.0 *
0 7 14 21 30
Tiempo (dias)

Tratamiento B3 T1 B9 T2
Nota. Las cajas representan el rango intercuartilico de Log UFC/g para cada tiempo y
tratamiento. La linea dentro de cada caja indica la mediana. T1: Alginato 1% + almidon 0.5%;
T2: Alginato 1.5% + almidon 0.5%.
Tabla 11

Pruebas de normalidad (Shapiro-Wilk) para la viabilidad de Bacillus velezensis
microencapsulado

Tratamientos Tiempo (dias) p-valor Normal

0 0.684 Si

7 0.742 Si
Alginato 1% +

14 0.942 Si
Almidén 0,5%

21 0.964 Si

30 1.000 Si
Alginato 1,5% + 0 0.679 Si




Almidén 0,5% 7 0.752 Si
14 0.045 No
21 0.034 No
30 0.024 No

Nota. Nivel de significancia a = 0.05.
Tabla 12

Andlisis de varianza bifactorial para la viabilidad de Bacillus velezensis microencapsulado

Significancia

Fuente de variacion al SC CM F p-valor
(Tukey)
Tratamiento 1 0.321 0.321 1593 0.213 a
Tiempo 4 0.958 0.240 1.188 0.328 a
Tratamiento x Tiempo 4 0.932 0.233 1.155 0.342 a
Error 50 10.083  0.202 — — —

Nota. No se encontrd diferencia significativa (p > 0.05). La variable dependiente fue Log
UFC/g.

La viabilidad y estabilidad de Bacillus velezensis microencapsulado se mantuvieron en
valores elevados durante los 30 dias de almacenamiento para ambos tratamientos. El
tratamiento con alginato 1.5% (T2) present6 porcentajes de viabilidad promedio superiores al
tratamiento con alginato al 1% (T1) en todos los tiempos evaluados. Ademds, ambos
tratamientos presentaron variabilidad en sus resultados, para el Tratamiento 1 en la
evaluacion a los 7 dias se determinaron rangos de 89-99% y 103%; a los 14 dias rangos de
90-97% y 101-105%; a los 21 dias rangos de 85-98% y 105-108%, y a los 30 dias rangos de
84-94% y 104-106%. Asimismo, el Tratamiento 2 presentd variabilidad, a los 7 dias 86% y
109-114%; a los 14 dias rangos de 90-98% y 101-108%; a los 21 dias rangos de 88-100% y
101-110%, y a los 30 dias 86-95% y 101-107% (Tabla 9 y Figura 4). Este comportamiento
indica que Bacillus velezensis atraviesa un periodo inicial de adaptaciéon, las bacterias
microencapsuladas logran mantener su viabilidad en niveles elevados durante el periodo de
30 dias de almacenamiento.

En cuanto a los valores de Log UFC/g (Tabla 10 y Figura 5), el tratamiento T1 mostré
valores que oscilaron entre 9.79 y 10.12 durante los 30 dias, con un valor inicial de 9.95 y un

valor final de 9.79. El tratamiento T2 presenté valores entre 9.51 y 10.16, con un valor inicial
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de 9.74 y un valor final de 9.51. Ambos tratamientos mantuvieron niveles elevados de
viabilidad durante los 30 dias de almacenamiento, con valores que se mantuvieron por encima
de 9.5 Log UFC/g en todos los tiempos evaluados.

El andlisis de varianza bifactorial (ANOVA) permitié determinar que no se evidenciaron
diferencias significativas del tratamiento (p = 0.213), del tiempo (p = 0.328) ni de la interaccién
entre ambos factores (p = 0.342) sobre la viabilidad de Bacillus velezensis microencapsulado
expresada en Log UFC/g (Tabla 11). Estos resultados indican que la viabilidad se mantuvo
estable durante los 30 dias de almacenamiento en ambos tratamientos, sin que la
concentracion de alginato de sodio influyera de manera significativa en la supervivencia
bacteriana. La prueba de comparacion multiple de Tukey confirmd que no existen diferencias
significativas entre los grupos evaluados (p > 0.05), ya que todos los tratamientos y tiempos
de almacenamiento pertenecen al mismo grupo (Tabla 12).

4.1.1.2.1. Cinéticade viabilidad de Bacillus velezensis microencapsulado
durante su almacenamiento.

La cinética de viabilidad de Bacillus velezensis microencapsulado se evalué mediante
el seguimiento de la poblacion bacteriana en funcion del tiempo de almacenamiento (0, 7, 14,
21y 30 dias). Los valores de Log UFC/g se determinaron a partir del recuento en placa tras
la ruptura de las microcapsulas con citrato de sodio al 2% (p/v). Los resultados se presentan
en la Tabla 13y la Figura 6, la Tabla 14 y la Figura 7.

La Tabla 13 presenta los valores de Log UFC/g obtenidos para cada réplica individual
de ambos tratamientos (T1 y T2) en los tiempos de almacenamiento evaluados. Para el
tratamiento con alginato al 1% (T1), los valores oscilaron entre 9.000 y 10.875 Log UFC/qg,
mientras que para el tratamiento con alginato al 1.5% (T2) se registraron valores entre 9.021
y 11.039 Log UFC/g.

Tabla 13
Datos de viabilidad de Bacillus velezensis microencapsulado expresados en Log UFC/g

durante el almacenamiento



Tratamientos Réplicas 24 H 7 Dias 14 Dias 21 Dias 30 Dias
R1 10.079 9.813 9.978 10.653 10.525
R2 9.602 10.000 10.204 10.267 10.114
Alginato 1% + R3 10.021 9.544 10.243 9.000 9.903
Almidoén 0,5% R4 10.875  10.097 9.653 9.301 9.000
RS 9.845 9.978 10.531 9.929 9.477
R6 9.301 9.699 10.097 9.602 9.699
R1 9.544 10.097 10.021 9.301 9.544
R2 9.653 11.039 9.813 10.602 10.322
Alginato 1,5% + R3 9.398 10.455 9.813 9.813 9.176
Almidon 0,5% R4 10.255 9.301 9.699 9.477 9.301
R5 9.699 10.079 9.740 9.398 9.398
R6 9.903 10.000 9.021 9.477 9.301

Nota. Los valores expresados en Log UFC/g corresponden al logaritmo en base 10 de las
unidades formadoras de colonias por gramo (UFC/g) de Bacillus velezensis recuperadas tras
la ruptura de las microcdpsulas con citrato de sodio al 2% (p/v). Los datos corresponden a 6
réplicas por tratamiento, evaluadas en los tiempos de 24 horas (dia 0), 7, 14, 21 y 30 dias de
almacenamiento.

Se observé una alta variabilidad entre réplicas dentro de cada tratamiento, la cual
puede atribuirse al proceso de microencapsulacion y a la técnica de recuento en placa. Esta
variabilidad justifica el analisis individual de cada réplica para la determinacion de los
pardmetros cinéticos de viabilidad. A pesar de la variabilidad presentada, no se evidenci6é una
tendencia de disminucién clara y consistente en todos los tiempos evaluados, lo que sugiere
gue la poblacion bacteriana se mantuvo estable durante el periodo de almacenamiento.
Figura 6

Evolucién de la viabilidad de Bacillus velezensis microencapsulado
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(A) Evolucion de la viabilidad - T1 (Alginato 1%)
Lineas de colores: réplicas individuales (R1-R6); linea negra: promedio
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(B) Evolucién de la viabilidad - T2 (Alginato 1.5%)
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Nota. Las lineas de colores representan la evolucion de Log UFC/g para cada réplica individual
(R1-R6). La linea negra gruesa representa el promedio de las 6 réplicas en cada tiempo de
muestreo. (A)=T1: Alginato 1% + almidén 0.5% y (B)=T2: Alginato 1.5% + almidén 0.5%.

La Figura 6 muestra la evolucion de la viabilidad de Bacillus
velezensis microencapsulado con alginato al 1% (T1) y al 1.5% (T2) durante 30 dias de
almacenamiento. Para ambos tratamientos, las seis réplicas individuales presentaron un
comportamiento variable a lo largo del tiempo, evidenciado por las lineas de colores que

muestran trayectorias diferenciadas entre si, reflejando la variabilidad propia del proceso de
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microencapsulacion por extrusion, donde factores como el tamafio de las gotas, la distribucion

de las bacterias dentro de la matriz polimérica y las condiciones de gelacién pueden influir en
la supervivencia celular de cada lote de microcapsulas.

En el tratamiento T1 (Figura 6A), la mayoria de las réplicas mantuvieron valores de
Log UFC/g entre 9.5 y 10.5 durante los primeros 21 dias de almacenamiento, con algunas
réplicas (R1, R2 y R5) que mostraron un incremento en la viabilidad hacia el dia 21,
alcanzando valores cercanos a 10.5 Log UFC/g. Por otro lado, la réplica R4 presenté una
disminucion progresiva desde el inicio del almacenamiento, alcanzando su valor méas bajo (9.0
Log UFC/g) a los 30 dias, mientras que la réplica R6 mostré una estabilidad relativa con
valores alrededor de 9.7 Log UFC/g durante todo el periodo.

En el tratamiento T2 (Figura 6B), se destaca el comportamiento de la réplica R2, que
presentd el valor mas alto registrado en todo el estudio (11.039 Log UFC/g) a los 7 dias,
seguido de un descenso progresivo hasta los 30 dias (10.322 Log UFC/g). Este notable
crecimiento podria atribuirse a la multiplicacion bacteriana dentro de la microcapsula durante
los primeros dias de almacenamiento, favorecida por la disponibilidad de nutrientes (almidén)
y las condiciones de proteccion que ofrece la matriz polimérica. La réplica R3 también mostré
valores elevados a los 7 dias (10.455 Log UFC/g), manteniendo niveles superiores a 9.0 Log
UFC/g durante todo el periodo. La réplica R4 present6 el comportamiento mas estable, con
valores que variaron entre 9.301 y 10.255 Log UFC/g durante el almacenamiento, mientras
gue las réplicas R1, R5 y R6 mostraron comportamientos similares con valores que se
mantuvieron entre 9.021 y 10.079 Log UFC/g a lo largo del experimento.

En ambos tratamientos, la linea negra gruesa (promedio de las seis réplicas) evidencié
un comportamiento estable con una ligera tendencia al descenso hacia el final del periodo
evaluado. Para T1, el promedio pas6 de 9.95 Log UFC/g en el dia 0 a 9.79 Log UFC/g a los
30 dias; mientras que para T2, el promedio paso de 9.74 Log UFC/g a 9.51 Log UFC/g en el
mismo periodo. Ambos tratamientos mantuvieron la viabilidad bacteriana en niveles elevados
(>9.5 Log UFC/g en promedio) durante los 30 dias de almacenamiento, lo que confirma que

la microencapsulacién con alginato de sodio (1% y 1.5%) y almidon al 0.5% constituye una
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estrategia eficaz para proteger la viabilidad de Bacillus velezensis durante el almacenamiento.

El incremento en algunas réplicas durante los primeros 7-14 dias sugiere que las
bacterias encapsuladas pueden metabolizar el almidén presente en la matriz polimérica,
incrementando temporalmente su concentracion, fendmeno que explica los valores de
eficiencia de encapsulacion superiores al 100% observados en el presente estudio y que ha
sido documentado por otros autores que reportaron el crecimiento de bacterias encapsuladas
dentro de matrices poliméricas que contienen carbohidratos fermentables.

La mayor variabilidad observada en el tratamiento T2 podria atribuirse a que la mayor
concentracion de alginato (1.5%) modifica las propiedades de la matriz, afectando la
distribucion de las bacterias y la difusion de nutrientes dentro de la microcapsula. Sin embargo,
esta variabilidad no afectd significativamente el desempefio general del tratamiento, ya que
los valores promedio de viabilidad se mantuvieron estables durante todo el periodo evaluado.
Tabla 14
Parametros cinéticos del modelo de Weibull para la viabilidad de Bacillus velezensis

microencapsulado

Tratamiento Log Ny (Log UFC/g) o (dias) B R2
T1 (Alginato 1%) 9.955 52.43 3.016 0.3155
T2 (Alginato 1.5%) 9.904 47.16 1.935 0.4864

Nota. Log No: Log UFC/g inicial estimado por el modelo; a: parametro de escala (dias); B:
parametro de forma; R2: coeficiente de determinacion.

Los parametros cinéticos del modelo de Weibull (Tabla 14) mostraron valores de 3 >
1 para ambos tratamientos (3.016 para T1 y 1.935 para T2), mientras que el parametro a fue
de 52.43 dias para T1 y de 47.16 dias para T2, lo que sugiere que el tratamiento T1 retrasa
ligeramente el inicio de la disminucién poblacional en comparacion con T2. Esto podria
deberse a que la menor concentracién de alginato permite una mayor disponibilidad de
nutrientes (almidén) para las bacterias encapsuladas, prolongando su viabilidad.

El coeficiente de determinacion R2 fue de 0.3155y0.4864 para T1 y T2,
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respectivamente. Estos valores, aunque moderados, son superiores a los obtenidos con el
modelo lineal (R2=0.2155y 0.3935), lo que confirma que el modelo de Weibull describe mejor
el comportamiento de la viabilidad bacteriana durante el almacenamiento.

Figura 7

Cinética de viabilidad de Bacillus velezensis - Modelo de Weibull

Cinética de viabilidad de Bacillus velezensis - Modelo de Weibull
Ajuste de los valores promedio de Log UFC/g durante el almacenamiento
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Nota. Los puntos representan los valores promedio de Log UFC/g en cada tiempo de muestreo
(n=6). Las lineas continuas representan el ajuste del modelo de Weibull para cada tratamiento.
Las barras de error indican la desviacién estandar. T1: Alginato 1% + almidén 0.5%; T2:
Alginato 1.5% + almidén 0.5%.

La Figura 7 muestra el ajuste del modelo de Weibull a los datos experimentales, donde
se observa que las curvas ajustadas (lineas continuas) describen adecuadamente la
tendencia general de los datos (puntos) para ambos tratamientos. El modelo captura la fase
de estabilidad inicial y la posterior disminucion de la viabilidad, confirmando su idoneidad para
describir la cinética de viabilidad de B. velezensis microencapsulado durante el

almacenamiento.
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CAPITULO V: Discusidn, Conclusiones y Recomendaciones
5.1. Discusion
5.1.1. Caracterizacién fenotipica de Bacillus velezensis

Los resultados obtenidos permitieron confirmar que la cepa de Bacillus
velezensis utilizada en el presente estudio es una bacteria Gram positiva y catalasa positiva,
coincidiendo con los perfiles reportados para el género Bacillus y la especie B. velezensis.
Estos hallazgos son consistentes con lo descrito por Rabbee et al. (2019) quienes reportaron
gue B. velezensis presenta morfologia bacilar Gram positiva y reaccion positiva a catalasa, ya
que la capacidad de producir catalasa es una caracteristica distintiva que permite a estas
bacterias descomponer el peréxido de hidrégeno, protegiéndose de especies reactivas de
oxigeno y facilitando su supervivencia en condiciones adversas. Estos hallazgos corroboran
la identidad taxon6mica de la cepa proporcionada por ECOCYCLEBIOTECH, validando su
uso en los ensayos de microencapsulacion.

5.1.2. Microencapsulacion de Bacillus velezensis
5.1.2.1. Medicién del diametro de las microcapsulas.

Las microcapsulas obtenidas presentaron un diametro promedio de 1-3 mm. Ademas,
se observl que su estructura y forma no se vio afectada durante el periodo de evaluacion.
Benitez et al. (2024) menciona que al afiadir almidén mejora la retencién de agua, lo cual
permite mantener una distribucién de tamafio uniforme, obteniendo microesferas de tamafio
de diametro promedio de 3.58 mm £ 0.18. Las microcapsulas obtenidas presentan un diametro
promedio de hasta 3 mm, la variabilidad del tamafio se atribuye al método utilizado para la
formacion de las microcipsulas (método de extrusion) y el tamafio de aguja (21G). Por ello,
es posible determinar que el proceso de microencapsulacién permitié obtener en su mayoria
microcapsulas, encajando en la definicion de tamafo que varia entre 50 nm a 2mm (Reyna et
al., 2015).
5.1.2.2. Estabilizacién del pHy concentracién inicial.

El ajuste del pH de Ferticillus S (pH inicial de 4.20) mediante la adicion de citrato de

sodio resulté fundamental para lograr la correcta formacion de las microcapsulas. Alcanzar
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valores entre el rango de 5-6, permitié la gelacion iénica éptima del alginato de sodio con el
lactato de calcio, ya que a pH acido el alginato no forma estructuras estables con los iones
calcio. La variacién del pH final entre tratamientos (6.10 + 0.02 para T1y 5.86 £ 0.11 para T2)
sugiere que la mayor concentracion de alginato puede modificar ligeramente la capacidad
buffer de la solucién, aunque ambos valores se mantuvieron dentro del rango adecuado para
la encapsulacion.

Guo et al. (2022) demostré en su estudio que el citrato de sodio actia como una
soluciéon tampdn, ya que posee la capacidad de ajuste de pH, estabilidad y propiedades
amortiguadoras convirtiéndolo en el candidato idéneo para la estabilizaciéon del pH en caldos
fermentativos, estudio en el cual se evalu6 el comportamiento de citrato de sodio como tampon
en una concentracion de 0.05 mol/L.

Las concentraciones iniciales de B. velezensis en la matriz polimérica fueron
comparables entre tratamientos (2.46 x 10" UFC/mL para T1y 1.27 x 10" UFC/mL para T2),
con una variabilidad atribuible a la heterogeneidad de la suspension bacteriana, sin embargo,
es posible determinar que la concentracion del in6culo se mantiene elevada, ya que el inéculo
inicial (Ferticillus S) present6 una concentracion elevada de 1 x 101t UFC/mL, la cual no se
vio afectada al mezclar con la solucion polimérica.
5.1.2.3. Eficiencia de encapsulacion.

La eficiencia de encapsulacion obtenida en el presente estudio (96.5 + 6.2% para T1
y 101.8 + 5.1% para T2) es notablemente superior a lo reportado en investigaciones previas.
Moradi Pour et al. (2022) reportaron que las microcapsulas de alginato con gomas naturales
protegieron >60% de las células bacterianas de B. velezensis BV9. Asi mismo, la evaluacion
de diferentes concentraciones de alginato (1%, 1.5% y 2%) para la encapsulacion
de Bacillus spp. mostro eficiencias de encapsulaciéon de 1%, 0.36% y 1.35%, respectivamente.
Esta evidente diferencia sugiere que la técnica de gelacion idnica con extrusién empleada en
el presente estudio, combinada con el uso de lactato de calcio y citrato de sodio, es altamente
eficiente para la retencion de B. velezensis.

Los valores superiores al 100% observados en algunas réplicas (102-108%) se

7€



atribuyen a la variabilidad inherente de la técnica de recuento en placa y a la posible
multiplicacion bacteriana dentro de la microcapsula durante las primeras 24 horas post-
microencapsulacion. Este fendmeno ha sido reportado previamente en estudios de
microencapsulacion de bacterias, donde se ha documentado que las microcapsulas de
alginato-almidén pueden mantener la viabilidad bacteriana durante periodos prolongados, ya
gue la matriz polimérica provee un microambiente adecuado la supervivencia celular
(Sawatphanit et al., 2022).

La prueba t de Student mostré6 que no existen diferencias significativas entre los
tratamientos (p = 0.1465), lo que sugiere que ambas concentraciones de alginato (1% y 1.5%)
son igualmente eficientes para la retencion celular. Este resultado es relevante desde una
perspectiva practica, ya que permite seleccionar la concentracion de alginato con base en
criterios econdmicos sin comprometer la eficiencia del proceso.
5.1.2.4. Viabilidad y estabilidad durante el almacenamiento.

La viabilidad y estabilidad de B. velezensis microencapsulado se mantuvieron en
niveles elevados durante los 30 dias de almacenamiento para ambos tratamientos, con
valores de Log UFC/g superiores a 9.5 en todos los tiempos evaluados. Estos resultados son
consistentes con lo reportado por Sawatphanit et al. (2022), quienes desarrollaron
formulaciones de B. velezensis N1 que mantuvieron su viabilidad durante 3 meses de
almacenamiento a temperatura ambiente, con una reduccién de viabilidad de 0.61 Log UFC/g
para la mejor formulacion.

El tratamiento con alginato al 1.5% (T2) present6 porcentajes de viabilidad promedio
superiores a T1 en todos los tiempos evaluados, aunque sin diferencias estadisticamente
significativas (ANOVA p > 0.05). Este comportamiento sugiere que la mayor concentracion de
alginato podria ofrecer una proteccion ligeramente superior, fendbmeno que ha sido
documentado por Murthy et al. (2025) quienes encontraron que concentraciones de alginato
entre 1-2% mejoran la viabilidad de Bacillus spp. encapsulado al formar redes poliméricas mas
densas que limitan la difusion de oxigeno y compuestos toxicos.

El andlisis de varianza bifactorial confirmé que no existen efectos significativos del
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tratamiento (p = 0.213), del tiempo (p = 0.328) ni de la interaccién entre ambos factores (p =
0.342). Estos resultados indican que la viabilidad se mantuvo estable durante los 30 dias de
almacenamiento en ambos tratamientos, lo que sugiere que la matriz polimérica de alginato-
almidon confiere una proteccion efectiva a las células bacterianas durante el almacenamiento.
La presencia de almidén en la formulacion es relevante, ya que este polisacarido actia como
una barrera fisica adicional y como fuente de carbono que puede ser metabolizada por las
bacterias, extendiendo su viabilidad (Vieira Velloso, 2024). Estudios previos han documentado
que el almidon, cuando se combina con alginato, forma una red mas compacta que reduce la
permeabilidad y protege a las células de factores ambientales adversos (Herndndez Mendoza
et al., 2018).

5.1.2.5. Cinética de viabilidad.

Los parametros cinéticos del modelo de Weibull mostraron valores de > 1 para
ambos tratamientos (3.016 para T1y 1.935 para T2). Segun van Boekel (2002), un valor de
> 1 indica que la curva de supervivencia presenta una concavidad hacia abajo, lo que significa
gue las células remanentes se ven afectadas con el tiempo, acelerando la muerte bacteriana
en las etapas finales del almacenamiento. Este comportamiento es consistente con lo
observado en los datos experimentales, donde la viabilidad se mantuvo estable durante las
primeras dos semanas y luego comenzé a disminuir de manera mas pronunciada.

El parametro a fue de 52.43 dias para T1y de 47.16 dias para T2, lo que sugiere que
el tratamiento T1 retrasa ligeramente el inicio de la disminucién poblacional en comparacién
con T2. Esto podria deberse a que la menor concentracion de alginato permite una mayor
disponibilidad de nutrientes (almidén) para las bacterias encapsuladas, prolongando su
viabilidad. Hiura et al. (2020) demostraron que el modelo de Weibull con pardmetro de forma
B > 1 describe adecuadamente la inactivacion de E. coli O157:H7 en condiciones acidas, con
una concavidad ascendente que es consistente con los hallazgos del presente estudio.

El coeficiente de determinacién R? fue de 0.3155para T1 y de 0.4864 para T2,
indicando que el modelo explica el 31.55% y 48.64% de la variacion de los datos,

respectivamente. Estos valores reflejan la variabilidad de los datos experimentales. Estudios
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han documentado que los modelos no lineales, como el de Weibull, resultan apropiados para
describir la inactivacion microbiana en sistemas complejos, ya que capturan la variabilidad
biolégica propia de las poblaciones bacterianas (van Boekel, 2002; Hiura et al., 2020).

Los resultados obtenidos son consistentes con investigaciones previas que han
evaluado la viabilidad de Bacillus spp. encapsulado. Ethica et al. (2025) reportaron que
microcapsulas a base de alginato conteniendo Bacillus spp. mantuvieron la viabilidad celular
después de un afio de almacenamiento a temperatura ambiente. Asimismo, Moradi Pour et al.
(2022) demostraron que la encapsulacion de B. velezensis BV9 en sistemas de alginato
mejoro la supervivencia bacteriana y la liberacion controlada, con una eficiencia de liberacién
del 94.33%.

El comportamiento observado en la cinética de viabilidad, con § > 1 en ambos
tratamientos, sugiere que las células bacterianas encapsuladas experimentan un proceso de
dafio acumulativo durante el almacenamiento. Este fendmeno ha sido documentado en
estudios de inactivacién microbiana, donde se ha demostrado que la poblacion bacteriana no
sigue unatasa de muerte constante, sino que la susceptibilidad al dafio aumenta con el tiempo
(van Boekel, 2002). La observacion de una mayor estabilidad de Bacillus velezensis en las
primeras etapas del almacenamiento podria explicarse por la presencia de almidén en la
matriz polimérica, el cual actuaria como un sustrato que mantiene el metabolismo bacteriano.
Este hallazgo es consistente con lo reportado por Sultana et al., (2000) quienes reportaron
gue la adicién de almiddn resistente a capsulas de alginato incrementé significativamente la
supervivencia de probidticos, manteniendo una alta viabilidad durante 135 dias a temperatura
ambiente. Los autores atribuyeron este efecto a la capacidad del almidén para funcionar como
un prebidtico, proporcionando una fuente de energia para las células atrapadas dentro de la
microcapsula. De manera similar, investigaciones recientes confirman que la inclusion de
almidén en matrices de alginato mejora la viabilidad y estabilidad de diversas bacterias

encapsuladas durante el almacenamiento (Martin et al., 2013).

5.2. Conclusiones

La caracterizacion fenotipica confirmé que la cepa de Bacillus velezensis utilizada en



el estudio es Gram positiva y catalasa positiva, validando su identidad taxonémica para los
ensayos de microencapsulacion.

Se formularon exitosamente microcapsulas de Bacillus velezensis mediante gelacion
iGnica con alginato de sodio (1% y 1.5%) y almidon al 0.5%, obteniendo microcdpsulas de
morfologia esférica y en forma de gota con diametros de 1 a 3 mm. El ajuste del pH con citrato
de sodio resulté fundamental para la correcta formacion de las microcapsulas, alcanzandose
valores de 6.10 + 0.02 para T1 y 5.86 + 0.11 para T2. La concentracién inicial de B.
velezensis en la matriz polimérica fue comparable entre tratamientos (2.46 x 10" UFC/mL
para T1y 1.27 x 10" UFC/mL para T2), permitiendo estandarizar condiciones iniciales para
los analisis posteriores.

La eficiencia de encapsulacion a las 24 horas post-microencapsulacion fue de 96.5 +
6.2% para T1 y de 101.8 + 5.1% para T2. La prueba t de Student no mostro diferencias
significativas entre tratameintos (t = -1.5742, gl = 10, p = 0.1465). Ambos tratamientos
mantuvieron la viabilidad bacteriana en niveles superiores a 9.5 Log UFC/g durante los 30
dias de almacenamiento. EI ANOVA bifactorial confirmé que no existen diferencias
significativas del tratamiento (p = 0.213), del tiempo (p = 0.328) ni de su interacciéon (p = 0.342)
sobre la viabilidad bacteriana.

La cinética de viabilidad, evaluada mediante el modelo de Weibull, mostr6 valores de
B > 1 para ambos tratamientos (3.016 para T1 y 1.935 para T2), indicando una curva de
supervivencia con concavidad hacia abajo. El parametro a fue de 52.43 dias para T1y 47.16
dias para T2, sugiriendo que el tratamiento T1 retrasa ligeramente el inicio de la disminucion
poblacional. Los coeficientes de determinacion fueron de 0.3155 (T1) y 0.4864 (T2).

La hipétesis nula (HO), que proponia que la formulacion con alginato al 1.5% presenta
mayor eficiencia, viabilidad y estabilidad, no es respaldada por los resultados, ya que el
andlisis estadistico no evidenci6 diferencias significativas entre los tratamientos (p > 0.05).
Ambas formulaciones son equivalentes en las condiciones evaluadas.

Finalmente, se concluye que las diferentes concentraciones de alginato de sodio (1%

y 1.5%) en combinacion con almidén al 0.5% no influyen de manera significativa en la
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viabilidad y estabilidad de Bacillus velezensis microencapsulado durante 30 dias de
almacenamiento. La seleccién de la concentracion de alginato puede basarse en criterios
econdmicos sin comprometer la calidad del bioinsumo.

5.3.  Recomendaciones

A partir de los resultados obtenidos en la presente investigacion, se formulan las siguientes
recomendaciones:

e En vista de que no se encontraron diferencias significativas entre las concentraciones
de alginato de sodio al 1% y 1.5%, se recomienda evaluar concentraciones menores a
1% o si bien concentraciones mayores, segun la capacidad de poder cubrir los costos
gue requiera el estudio. Esto permitird determinar la formulacién que permite obtener
una mejor viabilidad y estabilidad de Bacillus velezensis durante el almacenamiento.

e Se sugiere explorar la combinacion de alginato de sodio con otros biopolimeros (como
guitosano, pectina o0 gomas naturales) para mejorar las propiedades de barrera de la
matriz polimérica y prolongar la vida util del bioinsumo.

e El modelo de Weibull mostré6 un mejor ajuste moderado, por lo que se recomienda
evaluar otros modelos no lineales que podrian ofrecer una descripcidon mas precisa de
la cinética de inactivacion microbiana al considerar fases de latencia, crecimiento y
muerte celular.

e Se recomienda implementar métodos automatizados de recuento celular (como
citrometria de flujo o gPCR) para cuantificar con mayor precision la concentracion de
bacterias viables en las microcgpsulas.

e Se sugiere extender el periodo de evaluacion de la viabilidad mas alla de los 30 dias
para determinar la vida Gtil maxima del bioinsumo y establecer fechas de vencimiento
adecuadas para su comercializacién, considerando que en el presente estudio la vida
media supero los 23 dias en ambos tratamientos.

e Se recomienda realizar estudios de microscopia electronica de barrido (SEM) para
caracterizar la morfologia, tamafio y distribucién de las microcapsulas, asi como la

integridad de la matriz polimérica antes y después del almacenamiento. En el presente
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estudio, el diametro fue estimado con regla milimetrada sin analisis estadistico, por lo
cual, estas técnicas permitiran un caracterizacibn mas precisa.

e Se sugiere evaluar la eficiencia de encapsulacion mediante técnicas complementarias
como espectroscopia FTIR o termogravimetria (TGA), que permitan confirmar la
interaccion entre los polimeros y la bacteria, y determinar la estabilidad térmica de las
microcapsulas.

e Se recomienda validar la efectividad del bioinsumo microencapsulado en condiciones
de campo, evaluando su modo de aplicacién y su capacidad para promover el
crecimiento de plantas y controlar fitopatdégenos en cultivos agricolas.

e Se sugiere comparar el desempefio del bioinsumo microencapsulado con
formulaciones liquidas tradicionales de Bacillus velezensis, para determinar si la
microencapsulacién ofrece ventajas significativas en términos de viabilidad, estabilidad

y efectividad agronémica.
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Anexos
Anexo A. Registro fotografico de las microcapsulas obtenidas para los dos
tratamientos.
A1l. Evidencia fotografica de las microcapsulas formadas correspondientes al Tratamiento 1:

Alginato de sodio 1% + Almidon 0.5%

TiR1 T1R2 T1R3

T1R4 T1R5 T1R6

A2. Evidencia fotogréfica de las microcapsulas formadas correspondientes al Tratamiento 2:

Alginato de sodio 1.5% + Almidon 0.5%

o

T2R1 T2R2 T2R3




T2R4

T2R5

T2R6

Nota. Las microcapsulas fueron observadas haciendo uso de un estereomicroscopio.
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