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Resumen

Para la formulacién de biofertilizantes basados en rizobacterias, la encapsulacion ha adquirido atencion como técnica
para el desarrollo de estos productos, debido a su capacidad para mejorar la aplicacidn, viabilidad y eficacia de dichos
microorganismos en suelos agricolas. Las cdpsulas deben tener propiedades fisicas y mecanicas adecuadas para
garantizar la proteccion de los microorganismos y lograr el rendimiento deseado del material encapsulado. El objetivo
de la investigacion fue desarrollar y caracterizar capsulas compuestas de alginato de sodio y carboximetilcelulosa para
la encapsulacidn de rizobacterias. Para ello, se evaluaron cuatro formulaciones de capsulas distintas, cada una con
proporciones variables de alginato de sodio y carboximetilcelulosa. Los resultados mostraron que el proceso empleado
y las condiciones de formacion de las capsulas generaron estructuras esféricas. Se observaron diferencias en el peso,
tamafio, hinchamiento y dureza de las capsulas, las cuales se relacionaron con la concentracién de carboximetilcelulosa,
en donde el aumento de la concentracidén de este componente posee impactos negativos en las propiedades de las
capsulas, como una drastica reduccion de la dureza e hinchamiento no uniforme. Las formulaciones con una baja
concentracion de carboximetilcelulosa parecen ser las mas adecuadas para la encapsulacion de rizobacterias, debido a
sus caracteristicas favorables, como su forma esférica, alto factor de forma, comportamiento de hinchamiento
controlado y adecuada dureza. La eleccidn de los materiales y su concentracidén puede ajustarse para obtener capsulas
con las caracteristicas deseadas para aplicaciones especificas.
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Introduccion

La creciente necesidad de abordar los desafios de la produccion agricola de manera sostenible ha impulsado el interés
en la investigacidn y desarrollo de alternativas que sean mas sostenibles y productivas. Dentro de estas alternativas
encontramos a los biofertilizantes, productos basados en microorganismos vivos que se aplican a semillas, plantas o
suelo, que promueven el crecimiento vegetal a través de diversos mecanismos (Bhat et al., 2015). En particular, dentro
de la gama de biofertilizantes, aquellos que hacen uso de rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal merecen
especial atencidn. Estos microorganismos han demostrado su capacidad para mejorar la nutricidn y el crecimiento de
las plantas a través de diversos mecanismos, como la fijacidn bioldgica de nitrégeno, la solubilizacién de nutrientes y la
produccién de fitohormonas (Vejan et al., 2016).

En este contexto, la formulacién de biofertilizantes basados en rizobacterias ha impulsado la exploracion de técnicas
para su elaboracién, entre las cuales se destaca la encapsulacion. Esta técnica se basa en el uso de materiales
biocompatibles y respetuosos con el medio ambiente, como el alginato de sodio (AS) y la carboximetilcelulosa (CMC)
(Balla et al., 2022). La encapsulacion, definida como el proceso de recubrimiento y proteccién de las rizobacterias
mediante una matriz, ha ganado relevancia como enfoque para mejorar la aplicacidn, viabilidad, desempefio y eficacia
de estos microorganismos en el suelo agricola (Rojas-Sanchez et al., 2022; Balla et al., 2022). El AS y la CMC son
materiales con propiedades deseables para la encapsulacidn, como la formacién eficiente de peliculas, favorecen la
retencion de los compuestos deseados en los sistemas formados, ayudan a prolongar la liberacién de compuestos
bioactivos, poseen la capacidad de proteger a las rizobacterias de condiciones ambientales adversas, etc. (Zabot et al.,
2022; Saberi Riseh et al., 2021).
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Investigaciones respaldan la utilidad de la encapsulacion en la mejora de la supervivencia y la actividad de las
rizobacterias, lo que se traduce en beneficios tangibles para la salud y el rendimiento de las plantas cultivadas (Pacheco-
Aguirre et al., 2017). Para lograr estos beneficios, es fundamental que los biofertilizantes cumplan con ciertos criterios
en las propiedades de los encapsulados. Entre estos criterios se incluyen una adecuada resistencia, tamafio y
permeabilidad de las matrices encapsulantes, con el fin de garantizar la proteccion y viabilidad de los microorganismos
en entornos edéficos (Macik et al., 2020). Por ello, el objetivo de este estudio fue desarrollar y caracterizar capsulas
basadas en AS y CMC, con la evaluacidn de sus propiedades fisicas y mecanicas para determinar su idoneidad como
sistemas de encapsulacion para rizobacterias.

Metodologia

Se evaluaron cuatro formulaciones distintas de capsulas en proporciones variables de AS y CMC presentadas en la Tabla
1.

Tabla 1. Proporciones de AS/CMC.

Formulacién AS (% p/v) CMC (% p/v)
sAC1 1 1
sAC5 2 0.5
sAC75 2 0.75
sAC21 2 1

Fuente: Elaboracion propia.

Para la generacion de las capsulas se utilizé el método de gelificacion idnica por la interaccion entre cationes divalentes
de calcio (Ca?*) con los grupos carboxilicos anidnicos presentes en el ASy la CMC, Este método se implementé mediante
la técnica de extrusion, tomando como base los procedimientos descritos por Liu et al. (2008), Davarci et al. (2017),
lbrahim et al. (2014), Lotfipour et al. (2012) y Smrdel et al. (2008), con modificaciones. Para ello se extruyd la solucién
AS/CMC a través de una manguera (Masterflex C-FLEX N. L/S # 14, didametro 1/16 in) utilizando una bomba peristaltica
(MasterFlex) a un caudal volumétrico de 5 mL/min, hacia una solucién de CaCl, (0.135 M) y Tween 20 (0.1 g/L) en
agitacion a 600 rpm, manteniendo una distancia de 6 cm entre la manguera y la solucidn.

Las cdpsulas formadas se dejaron en la solucién de CaCl, durante 1 h para permitir el desarrollo del entrecruzamiento
idnico. Luego, se filtraron y enjuagaron con agua destilada en tres ocasiones para eliminar los reactivos que no
reaccionaron. Se seleccionaron al azar un total de 25 cépsulas de cada formulacién para evaluar los parametros que se
describen a continuacion. Para las comparaciones entre las diferentes concentraciones de AS y CMC se realizé un
anélisis de normalizacion y varianza (ANOVA) y la prueba post-hoc de Tukey con el software estadistico InfoStat. Todos
los resultados se consideraron significativos a p<0.05.

Factor de forma y dimensiones

Las cdpsulas se observaron en un estereomicroscopio y se fotografiaron en estado hiumedo. Se determind el diametro
medio (d,;,) mediante el software de andlisis de imagenes ImagelJ (NIH, USA), y se calculé como el promedio entre el
didametro maximo (d,,4,) Y minimo (d i, )- El factor de forma (¢) se estimé con la siguiente ecuacion (Ec. 1) (Davarci et
al., 2017).

Z(dmin)

_— (Ec. 1)
dmin + dmax

¢)=

Se determind que las capsulas exhibian una forma esférica o ligeramente ovalada en valores de ¢>0.950. En caso de
que el valor de ¢<0.900, se evidenciaron deformaciones considerables.
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Peso y volumen

Para determinar el peso de las capsulas se empled una balanza analitica, antes y después eliminar el exceso de humedad
mediante un proceso de secado en estufa a 40°C durante 3 h (Bonda et al., 2021). El volumen de las capsulas humedas
se estimd mediante la siguiente ecuacion (Ec. 2).

=)
Dureza

Se evalué la dureza de las capsulas himedas mediante la medicidn de la fuerza necesaria para romperlas. Para ello, se
colocaron cépsulas sobre una caja Petri y se sometieron a una fuerza a lo largo de su d,,,, mediante el uso de pesos
calibrados, hasta que se produjo la fractura de la capsula. Los resultados obtenidos de la dureza limite (D,) en Newton
se convirtieron a Kilopascales al relacionar la fuerza aplicada con el area de la seccidn transversal de la capsula (Bonda
et al., 2020).

Analisis de hinchamiento

Se analizé el hinchamiento en cépsulas secas en solucidn salina tamponada con fosfato (PBS), a pH 7.4 y 27 °C como
describe Agarwal et al., (2015). La capacidad de absorciéon de liquido se evalud por medio de la variacidn en el peso. El
porcentaje de hinchamiento en cada tiempo se expresé mediante la Ec. 3.

H%) =~ ™e 409
(@—m (Ec. 3)

Donde m, es la masa inicial de una capsula antes del proceso de secado, m, la masa de la capsula después del secado
y m; la masa de la cdpsula durante el proceso de hinchamiento (Vreeker et al., 2008).

Resultados y discusion

Los resultados de la evaluacién de cada parametro obtenidos de las diferentes formulaciones se presentan en la
siguiente tabla (Tabla 2).

Tabla 2. Resultados pardmetros de cdpsulas de cada formulacion.

Formulacién
Pardmetro

¢ 0.954 b 0.965 ab 0.962 ab 0.968 a
W,y (mg) 75.624 a 37.704d 55.844 ¢ 59.864 b
Wy (mg) 1.442 ¢ 1.188d 1.656 b 1.788a
Vi (mm3) 85.980a 40.092 d 63.815b 53.951c¢
Dr (mm) 5.437 a 4.153d 4.963 b 4.643 ¢
Dy, (kPa) 79.953d 1,698.762 a 1,430.397 b 546.634 ¢

*Valores de las formulaciones con la misma letra en las filas, son iguales (Tukey, 5%).
Fuente: Elaboracion propia.
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Se identificd que el método y las condiciones de generacidn de las cdpsulas favorecieron la obtencidn de particulas con
un ¢ superior a 0.950 en todos los casos, indicando una clara tendencia hacia la esfericidad. La esfericidad es un
requisito fundamental para garantizar el uso efectivo de las capsulas en aplicaciones industriales (Woo et al., 2007). En
este sentido, su importancia radica en varias consideraciones. En primer lugar, esta morfologia es crucial para lograr
una liberacion uniforme del material encapsulado, como se ha informado en investigaciones previas, en donde capsulas
no esféricas presentan tasas de liberacién no controladas ni uniformes en comparacidn con capsulas esféricas (Zhao et
al., 2020), lo cual concuerda con la literatura previa, donde se indica que la esfericidad es un factor critico que afecta
los fendmenos de transferencia de masa (Partovinia & Vatankhah, 2019). Ademas, las particulas esféricas proporcionan
un area superficial mayor del material encapsulado, lo cual puede aumentar la eficiencia de la liberacién del compuesto
bioactivo (Pino & Aragliez, 2021). Estos hallazgos subrayan la importancia de la forma de las capsulas en el proceso de
liberacién de su contenido.

La diferencia de pesos en las formulaciones se relaciona con la concentracion de los materiales encapsulantes en la
solucidn, principalmente en concentraciones crecientes de CMC, lo que propiciaria una mayor retencion de liquido en
las capsulas en estado himedo. Esto se debe a que la CMC es un polimero mas hidrofilico que el AS, ya que posee
muchos mas grupos hidroxilo, lo cual genera una mayor absorcion de agua (Morozkina et al., 2022). Del mismo modo,
al aumentar la cantidad de CMC en las formulaciones se observé un aumento de viscosidad, lo cual generd que, al
extruir la solucion, esta quedara por mas tiempo en la boquilla de la manguera y generara un mayor volumen de la
capsula.

Se observo una diferencia significativa en la dureza entre las distintas formulaciones. En concentraciones mayores de
CMCy menores de AS, se generan capsulas mas débiles. Por el contrario, las capsulas con concentraciones menores de
CMC, como las capsulas de las formulaciones sAC5 y sAC75, presentan una mayor resistencia. Esta tendencia es
coherente con los hallazgos previamente reportados en la literatura, que indican que la combinacion de CMC en una
matriz de alginato reduce la dureza de los geles (Ramdhan et al., 2020), y que un aumento en el porcentaje de alginato
en las formulaciones incrementa la firmeza de las capsulas (Rajmohan & Bellmer, 2019).

Ademas, se ha reportado que la resistencia del gel aumenta con el tiempo de gelificacidon y con la concentracion de
CaCl,, debido a que se permite un mayor desarrollo para formar enlaces idnicos con los cationes divalentes de calcio
durante el proceso de gelificacion, lo que conduce a un incremento en la densidad de reticulacidn del gel (Ramdhan et
al., 2019). Por lo tanto, este parametro puede ajustarse para obtener capsulas mas duras o blandas segun el contexto
de uso. Sin embargo, para la formulacién de encapsulados de rizobacterias, una alta dureza es una caracteristica
fundamental, ya que la capacidad de resistir tensiones de fractura es crucial para mantener la integridad, proteger el
material encapsulado y evitar su liberacion prematura durante la manipulacidn y la aplicacion en suelos agricolas.

De acuerdo con el andlisis de hinchamiento, un parametro relevante para evaluar la capacidad de las capsulas en
retener y liberar sustancias de manera controlada se observd que a excepcidon de la formulacidon sAC1, todas las
formulaciones exhibieron un comportamiento similar en el proceso, como se puede apreciar en la Figura 1.
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Figura 1. Comportamiento de hinchamiento en PBS de cada formulacidn.
Fuente: Elaboracion propia.
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Se identificd una disminucion notable en la capacidad de absorcidn de liquido por parte de la solucidn sAC1, atribuible
a la perdida de la estructura de las cédpsulas durante este proceso, lo cual resulté en dicho fenémeno. Esto podria
deberse a una mayor porosidad en las capsulas, influenciada por la proporciéon de CMC, tal como se ha documentado
en la literatura (Ramdhan et al., 2020; Ren et al., 2016). A su vez, la estructura, al contener una mayor cantidad de CMC,
puede volverse mas hidrofilica y, por lo tanto, seria susceptible a disolverse. La porosidad podria haber facilitado la
pérdida del liquido en las capsulas. Ademas, es importante sefialar que la pérdida y la alteracidn de la estructura de la
capsula durante el proceso de secado también podrian haber contribuido al fenémeno observado.

Conclusiones

Este estudio enfatiza la importancia del desarrollo de la formulacion adecuada para la generacion de encapsulados,
basdndose en sus propiedades fisicas y mecanicas. La seleccidén correcta de las concentraciones de AS y CMC puede
tener un impacto significativo en estas propiedades, lo cual resulta esencial para asegurar la integridad y proteccion del
material encapsulado. Los resultados indican que las cdpsulas desarrolladas en este estudio, que exhibieron
caracteristicas positivas como su forma esférica, capacidad de hinchamiento controlada y adecuada resistencia,
resultan idoneas para la encapsulacién de rizobacterias. Sin embargo, es fundamental destacar que la efectividad de
estas capsulas como vehiculos de rizobacterias debe validarse a través de pruebas que demuestren la viabilidad de las
bacterias después de la encapsulacion, asi como ensayos en ambientes edaficos para evaluar su comportamiento en el
suelo. Ademas, es posible ajustar la eleccion de los materiales y sus concentraciones para obtener cdpsulas con las
propiedades deseadas en aplicaciones especificas. Estos hallazgos proporcionan informacién valiosa para el desarrollo
de biofertilizantes basados en rizobacterias y subrayan la importancia de considerar minuciosamente las caracteristicas
de las capsulas en aplicaciones agricolas.
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