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Resumen

Los biofertilizantes son formulaciones que generalmente contienen un
microrganismo vivo, ya sea bacterias, hongos o nematodos y un portador adecuado junto
con aditivos, un ejemplo es la union de Trichoderma y &cido hdmico. La preservacion de
microrganismos es de gran importancia, por lo cual se han desarrollado métodos de
encapsulacion en materiales biopolimeros como el alginato y quitosano, que son
materiales que poseen permeabilidad, es decir un alto grado de porosidad. En el presente
estudio se prueban encapsulados con almidén y PVA (alcohol polivinilico), donde al
encapsular a la Trichoderma spp. en materiales de almidén de yuca, el microorganismo
consume este material como fuentes de carbono, por otro lado al modificar el almidén se
tiene al microrganismo protegido completamente, pero es un material poco soluble por la
propiedades mecanicas adquiridas después del tratamiento de oxidacion. Se
experimentaron con peliculas de almidén oxidado y PVA (alcohol polivilico) al 2% y 4%
respectivamente, donde se tiene un material soluble (75,48+ 0,076) %. y que encapsula
al microrganismo protegiéndolo del ambiente. El tiempo de duracion de las esporas de
Trichoderma encapsuladas en presencia de acido hdmico es de 5 semanas.

Palabras clave: Biofertilizante, Trichoderma, acido himico, almidon oxidado, alcohol
polivinilico PVA, solubilidad



ABSTRACT

Biofertilizers are formulations that normally contain a living microorganism,
marine bacteria, fungi or nematodes and a suitable carrier together with additives, an
example is the union of Trichoderma and humic acid. The preservation of microorganisms
is of great importance, which is why encapsulation methods have been developed in
biopolymer materials such as alginate and chitosan, which are materials that developed
permeability, that is, a high degree of porosity. In the present study they are tested
encapsulated with starch and PVA (polyvinyl alcohol), where when encapsulating
Trichoderma spp. In cassava starch materials, the microorganism consumes this material
as carbon sources, on the other hand when modifying the starch, the microorganism is
completely protected, but it is a material that is not very soluble due to the mechanical
properties acquired after the oxidation treatment. They were experimented with films of
oxidized starch and PVA (polyvinyl alcohol) at 2% and 4% respectively, where there is
a soluble material (75.48 £ 0.076)%. and that encapsulates the microorganism protecting
it from the environment. The duration of Trichoderma spores encapsulated in the presence
of humic acid is 5 weeks.

Keywords: biofertilizer, Trichoderma, humic acid, oxidized starch, PVA polyvinyl
alcohol
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I. Introduccion

El empleo de agroquimicos en la agricultura tuvo importantes consecuencias tanto
para el medio ambiente, como para la seguridad alimentaria y con ello la salud humana,
por la persistencia de contaminantes quimicos (Grageda-cabrera, Diaz-franco, José, &
José, 2012). Con el fin de satisfacer tanto las necesidades de los suelos como la de los
seres humanos, se ha desarrollado productos ecoldgicos. Los biofertilizantes son
formulaciones que generalmente contienen un microrganismo Vivo, ya sea bacterias,
hongos o0 nematodos y un portador adecuado junto con aditivos, un ejemplo es la union
de Trichoderma y 4cido humico (Jurié, Segota, & Vincekovié, 2019). Este tipo de
productos son aplicados con la finalidad de promover el crecimiento al aumentar la

disponibilidad de nutrientes primarios para la planta huésped (Sociedad et al., 2010)

El hongo Trichoderma es un microrganismo utilizado para controlar hongos
fitopatdgenos en la agricultura, pero algunas cepas tienen una accion bioestimulante
(Lopez-bucio, Pelagio-flores, & Herrera-estrella, 2015). EI mecanismo de
fitoestimulacion, se realiza a través de la comunicaciéon de nivel de mosaico con los
sistemas de raices y brotes, ya que libera en la rizosfera auxinas, péptidos volatiles y otros
metabolitos activos, que promueven la ramificacion de laraiz y la absorcion de nutrientes,
lo que aumenta el crecimiento y el rendimiento de las plantas (Lopez-bucio et al., 2015).
El acido huimico o el extracto de la materia organica, es conocido como un biofertilizante,
ya que intervienen en procesos metabdlicos de las plantas tales como fotosintesis,
respiracion, sintesis protética y adsorcion de nutrientes, debido a sus grupos funcionales
carboxilos e hidroxifendlicos; también tienen un efecto positivo sobre el crecimiento de

los microorganismos (Russo, Lugo, Arreola, & Rango, 2016)

Las formulaciones de biofertilizantes eficientes poseen un material portador, el

cual preserva o mantiene organismos vivos en condiciones viables durante la etapa de
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almacenamiento y transporte del producto, los mismos que deben mantener sus
propiedades funcionales después de la aplicacion (Juri¢ et al., 2019). En este caso tanto
el &cido huamico como el hongo Trichoderma son utilizados como promotores de
crecimiento. Al momento de estar en contacto crean una formulacion unica, en la cual
actia el microorganismo en el control bioldgico de plagas protegiendo las raices y
promoviendo el crecimiento, mientras que el acido himico ayuda a la fijacion de fuentes
nutricion para la poblacion microbiana y de la planta (Adzmi, Meon, Musa, & Yusuf,
2012). Uno de los problemas al realizar este tipo de formulaciones en una presentacion
comercial solida, se ve enfocada en la pérdida de viabilidad de las esporas de Trichoderma
solidas, es decir que comienzan a morir, esto se debe a las condiciones desfavorables a
las cuales se ve sometido dicho hongo. Las caracteristicas quimicas que posee el acido
hdmico como su pH y bajo porcentaje de humedad ocasionan que la Trichoderma pierda
vitalidad y muera, ya que este tipo de hongos utilizados para el control de fitopatégenos
se desarrolla en un medio con pH que oscila entre 4-9, con una humedad de 70-80%, y
en cuanto a la salinidad, se puede presentar 0 no crecimiento al ser expuesto a

determinadas concentraciones de sales (Kogo et al., 2017).

Este problema podria verse mitigado a través de la encapsulacion del hongo,
mejorando su viabilidad y la liberacion controlada en campo (Juri¢ et al., 2019). El uso
de polimeros naturales tales como el alginato y quitosano, que se caracterizan por tener
propiedades tales como a la biocompatibilidad, estabilidad quimica y mecanica; teniendo
permeabilidad oxigeno y difusion de nutrientes debido a la porosidad del material,
ocasionando que este tipo de material no sea propicio para recubrir a la Trichoderma para
que pueda estar en contacto con el &cido humico (Lim & Ahmad, 2017). El almidon es
uno de los materiales, que debido a su estructura molecular sirve como fuente de alimento

para los microrganismos (Tarabukin et al., 2017).



12

El almidon al someterse a un tratamiento adquiere tanto grupos carbonilos como
carboxilos, ocasionando que los microorganismos no puedan digerirlo con facilidad y
siendo un material propicio para la encapsulacion, ademas que es considerado un material
compacto, ya que su tamarfio de porosidad es muy pequefio y no permite el intercambio

de nutrientes (Fariz Adzmi, 2012).

En la presente investigacion, se establece el desarrollo de un método de
encapsulacion para formulaciones sélidas de Trichoderma spp en presencia de &cido
hamico, el mismo que tenga un porcentaje alto de solubilidad para su aplicacién en
campo, de esta manera esta manera que producto contribuira al establecimiento de
estrategias que permitan dinamizar el sector agropecuario que basa su produccion en

tecnologias amigables con el medio ambiente.

Il.  Metodologia

2.1. Andlisis del efecto de &cido humico sobre la Trichoderma
2.1.1. Preparacion de medios de PDA con diferentes concentraciones de acido
hdmico
Los medios se realizaron con 25 g/L PDA marca Difco™ (Papa Dextrosa Agar),

con una mezcla de acido humico a diferentes concentraciones que varian desde 100g/L

hasta 200g/L.
2.1.2. Inoculacion de Trichoderma, en medios soélidos

La cepa de Trichoderma utilizada fue Trichoderma spp (T-43), la cual se
encuentra en el Banco de Microrganismos del Laboratorio de Biotecnologia Agricola.
Para realizar el cultivo de Trichoderma spp se tomaron discos de 5 mm de diametro, y se
procedio a inocular la cepa en una caja Petri en agar PDA con diferentes concentraciones

de acido hamico. Las cajas con el indculo se llevaron a incubacion a 28,5°C, por 6 dias.



13

2.1.3. Mediciones del crecimiento radial

El crecimiento radial del microorganismo se realiz6 desde el primer dia de haber
realizado la inoculacion. Con una regla de calibracion, se midié la esporulacion de la

Trichoderma spp cada dia hasta su total esporulacion.

2.2.Encapsulado de Trichoderma en material polimérico

2.2.1. Método de oxidacién del almiddn

El almidon fue modificado con el método de peroxido de hidrégeno (H20>)
propuesto por Zhang en el 2009, con breves modificaciones. Para el proceso de oxidacion
se realiz6 una solucion de almidon comercial de almidén de yuca al 2% p/v, la cual fue
gelatinizada durante una hora a 80 °C. Se enfrio la solucion a temperatura ambiente,
consecutivamente se prepara una solucion al 5% de perdxido de hidrégeno, la cual se
vierte en la solucion viscosa de almidén en un lapso de una hora, con proteccién de la luz,
y manteniendo el pH de reaccion en 7. Se dejo precipitar al almidon colocando un
volumen igual de etanol al 96% v/v. El secado del almidon oxidado se efectu6 a 40°C
durante aproximadamente 72 horas, de manera que se obtuvieron peliculas de dicho
material, las mismas que fueron sometidas a un proceso de trituracion en un molino de

café para obtener pequefias particulas. (Zhang, Zhang, Wang & Wang 2009).
2.2.2. Extraccion de esporas liquidas

Se realizaron diluciones de la Trichoderma spp. cepa T34, existente en el
laboratorio de Biotecnologia Agricola de la USFQ, la cual se encuentrd en las cajas Petri,
cultivada en medios de PDA (papa agar dextrosa). Se recolecta el liquido obtenido de las
diluciones. Para conocer la concentracion de esporas se realiz6 un conteo en la cdmara de
Neubauer. Las suspensiones de esporas se almacenaron brevemente en refrigeracién para

su posterior encapsulacion.
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2.2.3. Preparacion de soluciones encapsulantes de almidon nativo de yuca y

almidoén oxidado

Se probaron materiales encapsulantes a base de almidén nativo de yuca y almidon

oxidado. Las soluciones se prepararon en diferentes concentraciones.

Tabla 1.- Componentes y rangos de concentracion de las peliculas de almidon para

encapsulado de Trichoderma spp.

Concentracién [%P/V]

Almiddn Nativo Almiddén Oxidado

2 2
3 3
5 5

Se mezclaron los dos tipos de almidon tanto nativo (AN) como oxidado (AQO) en
una solucién al 2% y 3%, en las siguientes proporciones: AN:AO de 25:75, 50:50, y
75:25. Después se colocaron en moldes para someter a un secado de 40 °C, por 36 horas

en el horno, obteniendo peliculas finas del encapsulado.

2.2.4. Preparaciones de soluciones encapsulantes de PVA (alcohol polivinilico

y almidon oxidado)

Se procedio a realizar pruebas con alcohol polivinilico PVA tipo 17-88, es soluble
en agua a temperatura ambiente, posee un grado de hidrolisis de 88%. Con el fin de tener
un material con un porcentaje alto de solubilidad, se realizaron soluciones en combinacion
con almidén oxidado almidon previamente ya tratado con la metodologia propuesta por

Zhang et al. 20009.
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Tabla 2.- Componentes y rangos de concentracion de las peliculas de almidon oxidado y

PVA, para encapsulado de Trichoderma spp.

Componente Rango de concentracion [% p/v]
Almidon oxidado (AO) 2

Alcohol polivinilico (PVA) 2-4

Relacién AO:PVA 2:2,2:4

Tras haber mezclado tanto las soluciones se procede a colocarlas en un molde y
se puso a secar dicho material a 40 °C durante 36 horas, obteniendo peliculas finas del

material encapsulante.
2.2.5. Pruebas de solubilidad del material

Las pruebas de solubilidad son un pardmetro Util, ya que nos ayudan a conocer la
relacién que existe entre el soluto y el solvente a través de la interacciéon de fuerzas
intermoleculares, por lo cual se realizaron estos ensayos con el fin de tener un material
que tenga mayor porcentaje de solubilidad. De manera que se utilizé el método de Thakur
establecido en el afio 2017, donde se tomaron muestras de las peliculas de almidén
oxidado al 2% vy las peliculas que tenian la combinacién con alcohol polivinilico (PVA),
se cortaron en tiras de 10 x 20 mm, las mismas que fueron sometidas a 24h de secado a
110 °C. Posteriormente se colocaron 50 mL de agua destilada y se agit6 a 25 rpm por 24h
a temperatura ambiente. Por Gltimo se coloca la pelicula no disuelta a 110 °C durante un

periodo de 24h o hasta alcanzar estabilidad en el peso (Thakur et al., 2017).

El porcentaje de solubilidad se obtuvo a través de la ecuacion 1

P,—P
%S =—— fx100 (1)
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Donde Pi es el peso inicial y Pfes el peso final de la muestra
2.2.6. Encapsulacion de esporas de Trichoderma spp.

La encapsulacion de esporas de Trichoderma spp. se realizd con todas las
soluciones propuestas en las Tabla 1 y jError! No se encuentra el origen de la
referencia., las mismas que fueron autoclavadas por 20 min a una temperatura de 121
°C. Se dejaron enfriar las soluciones a temperatura ambiente y se colocaron las esporas
de Trichoderma spp, en una concentracion 1.45x10° esporas por cada ml de solucion. Se
colocaron las soluciones en cajas Petri y se dejaron secar por 72 horas a una temperatura
de 35 °C, después se obtuvieron laminas finas del material encapsulante conjuntamente

con el microrganismo.
2.2.7. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Se tomaron las peliculas encapsuladas de Trichoderma, con los materiales de
almidon nativo, oxidado y las combinaciones de almidon oxidado y alcohol polivinilico

PVA. Se tom6 una muestra de cada uno y se colocé en el microscopio.

2.3.Viabilidad de Trichoderma encapsulada en presencia de acido humico
2.3.1. Formulaciones de Trichoderma encapsulada en presencia de acido
hdmico
Las esporas encapsuladas de Trichoderma se ponen en contacto con el acido
hamico, al igual de las esporas de Trichoderma sin encapsular para observar la viabilidad,

como se explico en la seccion 2.1. En la jError! No se encuentra el origen de la

referencia. se muestran las condiciones experimentales utilizadas.

Tabla 3.-Formulaciones de Trichoderma en presencia de acido humico
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Formulacion Porcentaje Control
[% p/p]

Trichoderma encapsulada con acido himico 3-97% Blanco

Trichoderma sin encapsular con acido hamico 3-97% Blanco

Trichoderma sin encapsular 100% Control positivo

Trichoderma encapsulada 100% Control positivo

Material de encapsulado con acido humico 3-97% Control negativo

2.3.2. Cultivo de formulaciones en medios especificos para Trichoderma

(TSM)

Para el cultivo las formulaciones realizadas se utilizaron medios TSM
(Trichoderma Specific Medium), con la composicién mostrada en la jError! No se

encuentra el origen de la referencia. (Y. Elad, et al. 1981)
2.3.3. Inoculacién de las formulaciones

La inoculacion de las formulaciones se realiza una vez a la semana. Primero se
preparan tubos de ensayo con 9 mL, y se pesa un gramo de cada formulacién, se realizan
diluciones hasta 10°. Se siembran las inoculan las cajas Petri con las diluciones a la 3, 5,
7'y 9 por triplicado. Se realizaron conteos de las unidades formadoras de colonias (UFC)

a los 15 dias, donde se encontré crecimiento en cada uno de los tratamientos.
2.3.4. Andlisis Estadistico

Cada medicion se realizé por triplicado y se reporta el promedio y la desviacion
estandar. Diferencias estadisticas se establecieron con un intervalo de confianza de 95%

(p < 0,05).
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I11.  Resultados y Discusion

En el presente trabajo se plantea crear un sistema de encapsulacion para
Trichoderma, que pueda protegerle en presencia del acido humico en presentaciones
comerciales. Tanto la Trichoderma como el &cido himico estarian asi combinados en una
formulacién de biofertilizante que ayude a mejorar las caracteristicas de los suelos,
fomentando mayor nutricion para las plantas. Estos dos materiales estarian en estado
solido, y, en el momento de su aplicacién, estos se disolveran en una solucién acuosa para
luego ser asperjados en el campo. Es por esto que es importante que ambos componentes
estén en forma de grénulos solubles. Por lo tanto, se requiere tener materiales
encapsulantes que tengan un alto porcentaje de solubilidad para la liberacion de esporas

al momento de su aplicacion.

3.1.Pruebas de inhibicion de crecimiento de Trichoderma en presencia de acido

hdmico.

En el presente trabajo, fue importante, primeramente, corroborar el efecto
antagoénico del &cido himico sobre el hongo. Al someter a la Trichoderma a diferentes
concentraciones de &cido humico, se pudo observar el efecto negativo que causa este a la
viabilidad de dicho microrganismo. En la Figura 1 se puede observar el porcentaje de
inhibicidn a las diferentes concentraciones de acido humico, las cuales varian de 100 a

200g/L.
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Figura 1.-Porcentaje de inhibicion de Trichoderma en presencia de &cido humico
al 5to dia de cultivo en medio PDA.

El &cido hdmico inhibe el crecimiento de la Trichoderma a medida que se aumenta

la concentracién; es decir, que a mayor concentracion de &cido himico menor es la

actividad de las esporas de Trichoderma.

Figura 2.- Trichoderma con acido hamico a diferentes concentraciones, A) sin
acido humico, B) 100g/L, C) 150¢/L y D) 200g/L

En la Figura 2, se observa como afecta el acido himico al crecimiento de la
Trichoderma, a una mayor concentracion de acido humico disminuye la vitalidad de

dicho organismo, secando las esporas dandoles un color café.

El acido humico es conocido como un biopolimero multifuncional amorfo, el cual

estd compuesto por cientos de componentes organicos tales como carbohidratos y anillos
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aromaticos condensados, los mismos que son capaces de sustituir a los grupos fenolicos,
carboxilos, oxhidrilos y metilos; para la extraccion de este material se utilizan hidroxido
de potasio o sodio, con el fin de tener una mayor solubilidad. (Lopez-salazar, Gonzéalez-

cervantes, Vazquez-alvarado, & Olivares-séenz, 2014).

Sus propiedades quimicas se enfocan en su disolucion a pH bésico de 9, y posee
un porcentaje de humedad del 10%. De manera que, al someter a la Trichoderma, en al
contacto con el este compuesto, pierde viabilidad, al secarse las esporas, ocasionando que
estas pierdan vitalidad. Este tipo de microorganismo pese a sobrevivir a condiciones
desfavorables, crece y se desarrolla rdpidamente a los 5 dias al estar en un ambiente
propicio, como es una area con un gran porcentaje de humedad y fuentes de carbono
cercanas para su alimentacion. Estos microrganismos generalmente prefieren pH &cido
de 4.5-5, y baja conductividad de 2 dS/m, es decir que se desarrolla en sitios no salinos,
y en una suspensioén de bioxido de carbono en la atmdsfera (Romero Arenas, Huerta Lara,

Damian Huato, Dominguez Herndndez, & Arellano Victoria, 2009)
3.2.Encapsulados de Trichoderma

La preservacion de microrganismos a través de la encapsulacién podria asegurar
la viabilidad e integridad morfoldgica, fisioldgica y genética de un cultivo. A través de
materiales biopoliméricos tales como el almidén y alcohol polivinilico (PVA), se busca

tener un encapsulado que mantenga la viabilidad de la Trichoderma.

3.2.1. Disefo experimental para el estudio de las concentraciones de almidon

oxidado y almidon nativo de yuca.

Las concentraciones tanto de almidon nativo como almidén oxidado van desde 2
a 5%, donde se inoculo esporas de Trichoderma, de la cepa T34 existente en el

Laboratorio de Biotecnologia Agricola-USFQ. Las peliculas de almidon nativo con
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Trichoderma, muestran que el microrganismo consume las fuentes de carbono que posee
el material ocasionando que tanto conidios como hifas crezcan fuera del material de

encapsulamiento.

Figura 3.- Fotos y micrografias electrdonicas del encapsulado con almidén nativo de
yuca comercial, a concentraciones de A) 2%, B) 3% y C)5% p/v

En la jError! No se encuentra el origen de la referencia., se observan
encapsulados a base de almidén nativo donde se inocularon 1.45x10° cepas/mL de
solucion de almidon. Al ser incubados a 35°C, se observd cambios de tonalidad en los
recubrimientos, al tener un verde mas intenso se muestra crecimiento de las esporas de
Trichoderma sobre la superficie del encapsulado. Al tener baja concentracién de almidén
nativo, mayor fue el crecimiento del microrganismo. Esto se debi6 a que este hongo es
un microorganismo que posee necesidades nutricionales, las cuales son conocidas por
degradar sustratos muy complejos como almidon, pectina, celulosa y entre otros, a través
de un gran complejo enziméatico que comprende amilasas, pectinasas, celulasas y
quitinasas, entre otras (Gato Céardenas, 2010). A través de las micrografias se puede

observar que hay crecimiento tanto de esporas como hifas (flechas), en los tres
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recubrimientos, corroborando el uso del almidon por parte del hongo como fuente de
carbono.
En las peliculas realizadas con almidon oxidado se observa que hay menor

crecimiento del microrganismo fuera del material utilizado para encapsular, en

comparacion con las muestras con almidon nativo.

Figura 4.- Fotos y micrografias electronicas del encapsulado con almidén oxidado,
a concentraciones de A) 2% y B) 3% p/v

La Figura 4 muestra una diferencia significativa en el cambio de tonalidad,
indicativo de cambio en tazas de crecimiento. En los encapsulados al 2% no se observd
un color verde intenso, y al someterlo a pruebas de microscopia, se demostré que no hubo
crecimiento significativo fuera del encapsulado. Por otro lado, se encontrd que, en el
recubrimiento al 3%, presentd un color verde oscuro fuerte relacionado con un alto grado

de crecimiento del hongo, corroborado por la miscrosopia.

Los encapsulados a base de almidén oxidado no muestran un crecimiento

abundante de esporas de Trichoderma. Esto se debio, posiblemente, a las propiedades
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mecénicas como menos permeable y peliculas cristinas méas flexibles. También existe un
aumento en grupos funcionales tales como los carbonilos y carboxilos presentes en el
material, esto puede ser una de las razones por las cuales el microrganismo no pueda

digerir con facilidad al material como una fuente de carbono (Bonilla R., 2013)

3.2.2. Disefo experimental para el estudio de concentraciones de almidon
oxidado y PVA (alcohol polivinilico)
El alcohol polivinilico es conocido como un material con un alto grado de
solubilidad, por lo cual seconsidero como un material propicio para la encapsulacion del
microrganismo. Al mezclar tanto el almidén oxidado con el PVA en las concentraciones

que se muestran en la Tabla 2, obteniendo los siguientes resultados.

Figura 5.- Fotos y micrografias electrénicas del encapsulado con almiddén oxidado
AO y alcohol polivinilico (PVA), a concentraciones de A) 2-2%, B) 2-4% plv.

En la jError! No se encuentra el origen de la referencia. se presenta dos
encapsulados a diferentes concentraciones de PVA. Se observé que, tanto en el

encapsulado de 29%A0 y 2%PVA, como para la combinacion 2% AO y 4% PVA, se tuvo
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un aglomerado de particulas que pueden ser del material o una acumulacion de esporas
de Trichoderma. Por otro lado, no se observaron diferencias marcadas de tonalidad entre
los dos encapsulados. A través de las micrografias, se corrobor6 que no existié un
crecimiento significativo del hongo, al no observarse esporas ni hifas del microrganismo
fuera del recubrimiento. A partir de los resultados obtenidos, se observa que los materiales
para la encapsulacion de esporas de  Trichoderma, son idoneas en las dos

concentraciones.

A partir de los resultados obtenidos, se observa que los materiales para la

encapsulacion de esporas de Trichoderma, son iddneas en las dos concentraciones.
3.2.3 Solubilidad de las peliculas de almidon oxidado

La Figura 6 se muestra los porcentajes de solubilidad de diferentes formulaciones

poliméricas encapsulantes.

Porcentaje de solubilidad [%6]
N w oy ul D ~ [ee] [{e]
o o o o o o o o

=
o

o

2% AO 2% AO - 2%PVA 2% AO - 4%PVA
Composicién polimérica [%6P/V]

Figura 6.- Porcentaje de solubilidad de diferentes composiciones poliméricas
utilizadas para la encapsulacion de Trichoderma
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Al 2% de almidén oxidado se tuvo una solubilidad de 55,14% =+ 0,023,
significativamente menor a la presentada por los materiales que poseen PVA, con
61,33%z= 0,091 al tener un 2% de dicho material, y 75,48%z 0,076 al 4% del mismo. De
manera que, al tener una concentracion mayor de PVA, la solubilidad del material
aumenta. Esto se debe a la estructura quimica simple, dindmica y polar, la cual posee
afinidad por las moléculas de agua y otro tipo de solventes que sean capaces de interactuar

a través de puentes de hidrégeno (Lopretti & Olazabal, 2014).

Basado en los resultados de SEM y solubilidad, se puede decir que el material mas
apropiado para encapsular Trichoderma spp fue la combinacién de almidén oxidado con
PVA en un porcentaje de 2% - 4%, respectivamente, puesto que se observo que la mayoria
de las esporas se encontraban recubiertas por el material, sin crecimiento en el exterior.
Ademas, esta formulacion tuvo un indice alto de solubilidad en comparacién con los

otros materiales.
3.3.Viabilidad de Trichoderma encapsulada en presencia de &cido humico

En la Figura 7 se muestran los resultados obtenidos tras someter a las esporas
encapsuladas con 2% de almidén oxidado y 4% de PVA, se tomaron las formulaciones

explicadas en la Tabla 4.
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Figura 7.- Viabilidad de las esporas encapsuladas en presencia de &cido himico

Los resultados que muestra la jError! No se encuentra el origen de la
referencia. son hasta la semana 5, donde se observa la viabilidad de las esporas
encapsuladas en presencia de acido himico. Todas las formulaciones comienzan a perder
viabilidad a medida que transcurre el tiempo, se observa el efecto negativo que posee el
acido humico sobre la Trichoderma desde la primera semana. En la semana 4 se nota una
diferencia estadistica significativa entre los otros grupos experimentales, ya que al
comparar los datos obtenidos se aprecia que las esporas encapsuladas poseen un indice
mas alto de viabilidad comparado con las esporas encapsuladas sometidas al estrés que

ocasiona el acido humico.

Las esporas encapsuladas en presencia de acido humico a partir de la semana 3
tienden a una viabilidad mayor que aquellas sin encapsular, de manera que se observa los
efectos negativos que ocasiona el polvo de acido himico a las esporas de Trichoderma.

De manera que al observar los resultados de la jError! No se encuentra el origen de la
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referencia., se observa que las esporas encapsuladas logran mantener en un cierto nivel

la viabilidad del microrganismo en presencia del &cido himico.

IV. Conclusiones

La Trichoderma spp. cepa T34, al ser sometida a grandes concentraciones de &cido
hdmico disminuye su viabilidad, ya que las esporas del microrganismo se secan hasta
morir. Para mitigar este problema y obtener un biofertilizante que satisfaga las
necesidades del suelo, se estableci6 como material propicio para el encapsulado el
almidon oxidado al 2% y alcohol polivinilico al 4%, donde se inocularon 1,45x10°
esporas de Trichoderma por cada ml de solucion. Se obtuvieron encapsulados donde no
se muestra crecimiento del microrganismo fuera del recubrimiento y con un alto grado de
solubilidad (75,48+ 0,076) %, significativamente mayor a otras formulaciones. Al
someter a los encapsulados en presencia de &cido himico se observa que se mantiene

logra mantener un cierto nivel de viabilidad del microrganismo.

La Trichoderma tanto en almiddn oxidado como en PVA, mantiene la viabilidad
de las esporas hasta la semana 5, por lo cual se considera que el material utilizado para la
encapsulacion fue bueno pero no mantuvo la actividad del microrganismo. Se propone
darle un tratamiento previo a la Trichoderma, al liofilizarla o colocarla persevantes para
que aumente su tiempo de vida en percha, y de esta manera encapsular al microrganismo

en estos materiales.

Por otro lado también se puede realizar un doble encapsulado para asegurar que
las esporas de Trichoderma se encuentren protegidas al estan en contacto con el &cido
himico. Se debe tomar en cuenta que los materiales que se utilicen para la encapsulacion

deben tener un tamafio de poro demasiado pequefio y un alto grado de solubilidad.
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V1. Anexos
6.1. Componentes para realizar medios especificos para Trichoderma

Tabla 4.-Componentes del medio TSM

Componentes Concentracion [g/1]
Nitrato de calcio 1
Nitrato de potasio 0,25
Sulfato de magnesio 0,25
Cloruro de calcio 1
Acido citrico 0,05
Sacarosa 2
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