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Resumen

Trichoderma es un género de hongos antagonistas que se ha utilizado para el control de
fitopatdgenos. Sin embargo, la eficacia de las formulaciones comerciales se ha visto afectada
por factores bidticos y abidticos, que pueden disminuir su viabilidad, por lo que la
microencapsulacion con el uso de polimeros surge como mecanismo que contribuye a la
proteccién de los conidios. En esta investigacion, se desarrollaron microcapsulas de alginato
de sodio (Alg) y alginato de sodio reforzado con nanocelulosa (AlgNc) y/o quitosano (AlgCh
y AlgChNc), mediante el método de emulsion-gelificacion interna, para encapsular los conidios
de Trichoderma longibrachiatum. Se evalué la viabilidad de los conidios microencapsulados a
través de la exposicion a diferentes condiciones de temperatura (ambiente, 5y 37 °C), asi como
su potencial antagonista in vitro, en contra de Fusarium oxysporum. Las cuatro formulaciones
evaluadas obtuvieron eficiencias de encapsulacion por encima del 92% y las microcapsulas de
AlgChNCc fueron las Gnicas que mantuvieron una viabilidad del 100% a 37 °C durante 2 meses.
Ademas, todas las formulaciones evaluadas conservaron la capacidad antagonista en contra de
F. oxysporum. Estos hallazgos respaldan el uso de alginato, nanocelulosa y quitosano para la
formulacion de microcdpsulas que permitan mantener la viabilidad de conidios de T.

longibrachiatum en el tiempo y a diferentes condiciones de temperatura.
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1. Introducciéon

El uso continuo de agroquimicos para el manejo de enfermedades de plantas ha generado
diversos problemas ambientales y de salud, por lo que las estrategias de control bioldgico han
ganado importancia en los Gltimos afios (Chandrika, Prasad y Godbole, 2019; Sehrawat, Sindhu
y Glick, 2022). El uso de microorganismos benéficos como hongos y bacterias (Herrera,
Valbuena y Pavone, 2020, Asaturova et al., 2021, Elnahal et al., 2022), tiene como ventaja que
permite el control de plagas y enfermedades, y reduce el riesgo de desarrollo de resistencia a
plaguicidas (Saberi y Moradi, 2021). Los hongos del género Trichoderma se utilizan como
agentes de control biol6gico (ACB) y como promotores del crecimiento de las plantas (PGPF)
(Oskiera et al., 2017; Chagas et al., 2017; Hewedy et al., 2022). La especie T. longibrachiatum
se ha evaluado en el control de enfermedades y plagas, la produccion de metabolitos que
intervienen en esos procesos, asi como los compuestos que estimula en las plantas bajo
condiciones de estrés (Zhang et al., 2018; Sornakili., 2020; Sridharan et al., 2021, TarigJaveed
etal., 2021; Poveda, 2021).

Se han desarrollado diversas estrategias para crear formulaciones de Trichoderma a partir de
la biomasa del hongo (Sriram, Roopa y Savitha, 2011; Srivastava et al., 2015; Srivastava et al.,
2016), sin embargo, estos productos presentan ciertas desventajas, como su baja viabilidad y
estabilidad (Rivera, Brenes y ZUfiiga, 2018), lo que dificulta que estos microorganismos puedan
establecerse y expresar todo su potencial antagonista para el control de fitopatégenos o plagas
(Braga et al., 2019). El desarrollo de formulaciones debe asegurar la proteccion y el
mantenimiento de la viabilidad de los conidios o micelio de hongos antagonistas (Locatelli et
al., 2018, Mulatu et al., 2021). La encapsulacion de conidios es una estrategia que se puede
utilizar para superar las limitaciones ambientales y otorgar al antagonista una ventaja
competitiva sobre los patdgenos y otra microflora (Jafari et al., 2017; Locatelli et al, 2018;
Fraceto et al., 2018; Saberi et al., 2021). Las microcapsulas se producen normalmente a partir
de la formacidn de gotas de liquidos, ya sea mediante goteo o emulsionando y solidificando las
gotas de liquido para formar particulas (Bejarano y Puopolo, 2020). Diversos polimeros han
sido utilizados para la encapsulacion de compuestos activos (Shishir et al., 2018) y de agentes
de control biolégico, dentro de los que se encuentran alginato, almidon, pectina, celulosa,
carragenanos, agar y quitosano (Oberoi et al., 2019; Chaudhary y Shukla, 2020; Saberi et al.,
2021).

El alginato es un polisacarido natural derivado de algas pardas con una estructura basica de

polimeros lineales no ramificados (Kargarzadeh et al., 2018; Murugappan y Muthadhi, 2022).



Este, se ha utilizado para microencapsular conidios de Trichoderma con el fin de mantener la
viabilidad de las formulaciones (Locatelli et al., 2018; Mancera et al., 2019, Adzmi et al.,
2021), asi como potenciar sus caracteristicas antagénicas (El-Katatny et al., 2003). Por otra
parte, el quitosano se ha utilizado en la agricultura en la encapsulacion de agroquimicos y
micronutrientes (Kashyap, Xiang y Heiden, 2015), ademas, se ha encontrado que presenta
sinergismo con Trichoderma para el control de enfermedades (Singh y Chittenden, 2021). Asi
mismo, la nanocelulosa, obtenida a partir de la celulosa de las plantas o sintetizado por algunas
bacterias, mejora las propiedades mecéanicas y fisicas de materiales y de otras matrices
poliméricas (Kargarzadeh et al., 2018; Gan et al., 2020).

A la fecha, se conoce muy poco sobre el uso de aditivos como el quitosano y la nanocelulosa
para mejorar las caracteristicas de las microparticulas de alginato, ademas, faltan estudios que
permitan entender como factores como el tiempo de almacenamiento, la temperatura y la
humedad afectan la viabilidad de las formulaciones del hongo, principalmente en condiciones
mas reales de exposicion de Trichoderma en el campo (Locatelli et al, 2018). Debido a lo
anterior, en el presente estudio se evalud el efecto de la microencapsulacion de Trichoderma
longibrachiatum mediante la medicion de la viabilidad de los conidios al exponerlos a
diferentes condiciones de temperatura, como estrategia para prolongar la vida Gtil del hongo

como agente de control bioldgico.



2. Metodologia

2.1. Microorganismo
El hongo Trichoderma longibrachiatum fue proporcionado por el Laboratorio de Fitopatologia
de la Escuela de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional, el cual habia sido previamente
recuperado de la rizosfera de suelos destinados a la produccién de pifia (Ananas comosus L.
Merr) en la zona de Puerto Viejo de Sarapiqui, con la finalidad de realizar pruebas para el
control de Fusarium oxysporum, segundo fitopatdgeno de importancia en este cultivo en Costa
Rica. T. longibrachiatum se encontraba en condiciones de almacenamiento a 10 °C en viales

con aceite mineral estéril.

2.2. Reactivacion de Trichoderma longibrachiatum

Los aislamientos almacenados en viales se transfirieron a platos Petri conteniendo el medio de
cultivo papa-dextrosa-agar (PDA), los cuales se incubaron durante siete dias a 28 °C, hasta que
las colonias estuvieron densamente pobladas y esporuladas cubriendo los platos.
Posteriormente, para una mayor recuperacion del vigor de crecimiento de los aislamientos, se
procedio a cortar discos de 1 cm de diametro en la regién entre el centro y el borde de las
colonias, y se transfirieron a nuevos platos conteniendo medio de cultivo PDA. Estos se

incubaron durante 7 dias a temperatura ambiente.

2.3. Produccion de esporas de T. longibrachiatum
Se tomo un plato con cultivo puro y esporulado de la cepa de T. longibrachiatum, se realiz6 un
raspado del micelio con un bisturi estéril y se colocd en 20 ml de agua destilada estéril. La
concentracion de la suspension de conidios se determind con la ayuda de un hemocitometro,
segun la metodologia descrita por French y Hebert (1980). Para esto, se utiliz6 una camara de
Neubauer y se realizd un conteo de la cantidad de propagulos en cinco cuadros secundarios.
Por ultimo, se ajustaron las suspensiones para obtener una concentracion de 1x10° conidios

mLty poder utilizarlas para la microencapsulacion y la formulacion convencional.

2.4. Formulacion convencional de Trichoderma longibrachiatum
Se colocaron 100 g de arroz en un beaker y se le realizaron lavados con agua hasta que esta no
se observara turbia. Posteriormente, se adiciono antibiotico, se agito y se dejo reposar por 5
minutos. Se descarto el agua con el antibiotico y se coloco el arroz en bolsas de poliestireno

cerradas herméticamente. El arroz fue autoclavado durante 40 min a 121 °C, con 1,2 Kg/cm?,
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Una vez esterilizado, se procedié a colocar una alicuota de 5 ml de la suspension de conidios
(1x10° conidios mL™1) descrita anteriormente, en el arroz contenido en la bolsa, esta se selld y
se incub6 a temperatura ambiente hasta que se observd el crecimiento de micelio y la
produccion de esporas. Una vez listo el sustrato con el inéculo se colocaron 25 g en frascos

plasticos para las pruebas de viabilidad.

2.5. Preparacion de nanocelulosa
Se prepard una solucion de fibras de celulosa de algodon (Sigma-aldrich, MO, USA) al 1,2%
y se colocd en bafio ultrasdnico por 10 min. Posteriormente, la solucion fue sonicada durante
una hora a 700 W (QSONICA Q700, Newton, CT, USA), con una amplitud del 40% vy ciclos
de 50s ON y 10 s OFF, durante la sonicacién la muestra se mantuvo en frio. Posteriormente, la
solucién se dejé en reposo por 30 minutos para que precipitara y se extrajo el sobrenadante, el
cual fue centrifugado a 3500 rpm durante 5 min. El precipitado obtenido fue descartado y el
sobrenadante se centrifugd dos veces a 10000 rpm durante 5 min, conservando el precitado en
ambas centrifugaciones. Por ultimo, el precipitado se seco en la estufa a 35 °C y se almacend a

4 °C para posteriores andlisis de SEM.

2.6. Disefio experimental de la formulacion de las microcapsulas

Se desarrollaron microcapsulas siguiendo la metodologia descrita por Lupo et al. (2014) con
algunas modificaciones. Con el fin de estandarizar el método se evalu6é primeramente el tipo
de tensoactivo (Span 80 y Tween 20) al 5% y posteriormente la concentracién del tensoactivo
Tween 20 (5, 7,5 y 10%). Una vez determinado el tipo y concentracion del tensoactivo, se
compararon diferentes velocidades de agitacion (600, 800 y 1000 rpm), y con el mejor resultado
obtenido, se evaluaron tres concentraciones de quitosano y nanocelulosa (0,25, 0,5y 1%) como
polimeros de recubrimiento y refuerzo, respectivamente.

Para la formulacién con alginato (Alg), se prepard una solucion de 10 ml de alginato de sodio
al 2% (p/p) a la cual se le adiciono 1 ml de una solucion de CaCOs 0,5 M. Posteriormente, se
mezclé con un homogeneizador (Ultra-Turrax, IKA, T25, Alemania) durante 3 minutos a
12000 rpm y se dejé en refrigeracion durante 1 hora para hidratar y eliminar las burbujas de
aire. La mezcla anterior (fase dispersa) se dispersé en 40 ml de aceite de soja con Tween 20 al
5% (p/p). Para favorecer la formacion de la emulsion agua en aceite (W/O), la fase dispersa se
suministrd gota a gota de forma controlada con ayuda de una jeringa con agitacion constante
durante 15 min a 1000 rpm. Posteriormente, se indujo la gelificacién de las gotas de alginato

de sodio en emulsion con la adicion controlada de una mezcla compuesta por 10 ml de aceite
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de soja y 80 ul de acido acético glacial. Las microcapsulas formadas se separaron de la fase
oleosa con la adicion de 100 ml de solucion acuosa de CaClz 0,05 M conteniendo 10% (p/p)
de Tween 20 bajo agitacion durante 15 min a 650 rpm.

Para las formulaciones de alginato con quitosano (0,5%) (AlgCh), alginato y nanocelulosa
(0,5%) (AlgNc) y alginato, quitosano (0,5%) y nanocelulosa (0,5%) (AlgChNCc), se siguio la
metodologia descrita anteriormente, con la adicion de los polimeros a la fase dispersa con el

alginato de sodio.

2.7. Microencapsulacion de Trichoderma longibrachiatum
La microencapsulacién de los conidios del hongo se realizo siguiendo la metodologia descrita
en el punto anterior, con la adicion de 10 ml de suspension conidial (1x10° conidios ml™?) a la
fase dispersa, seguida de agitacion durante 20 minutos con ayuda de un agitador magnético,
antes de preparar la emulsion al mezclar con el aceite de soja. Las microcapsulas obtenidas
fueron filtradas utilizando un filtro para café y se realizaron tres lavados con agua destilada
estéril. El secado se realizd a temperatura ambiente por 24 h y las microcapsulas secas se

envasaron para posteriores analisis.

2.8. Caracterizacion de las microcapsulas

2.8.1. Espectroscopia de transmision de infrarrojo con transformada de Fourier
(FTIR)
Las microcapsulas con y sin conidios se analizaron por duplicado, utilizando un espectrémetro
infrarrojo Nicolet 6700 FT-IR (Thermo Fisher Scientific, USA). Las muestras se colocaron
directamente en el equipo sin ningun tipo de tratamiento previo. Se realizd un barrido en el
rango de 500 — 4000 cm™. Los espectros fueron analizados con el software OMNIC 8.1
(OMNIC Series 8.1.10, Thermo Fisher Scientific, USA).

2.8.2. Analisis termogravimétrico (TGA)
Las microcapsulas sin conidios se analizaron por duplicado utilizando un analizador
termogravimétrico TGA-Q500 (TA Instruments, USA), equipado con el software Universal
Analysis 2000 (version 4.5A, TA Instruments, USA). Se utiliz6 un flujo de purga de nitrégeno
en balanza de 40 mL/min y de purga en muestra de 60 mL/min. Inicialmente se mantuvo el
equipo en equilibrio a 25 °C por 5 min y posteriormente, se realizo el calentamiento a 10
°C/min, en un rango de temperatura de 25 a 600 °C.



2.8.3. Calorimetria de barrido diferencial (DSC)
Las microcapsulas sin conidios se analizaron por duplicado mediante calorimetria de barrido
diferencial (DSC) (Q200, TA Instruments, USA), con el software TA Universal Analysis. Para
el andlisis se utilizaron rampas de temperatura que cubren un ciclo desde 25 °C hasta 200 °C,

con una velocidad de 10 °C/min.

2.8.4. Microscopio electrénico de barrido (SEM)
Las microcapsulas con y sin conidios se analizaron por duplicado, tomando imagenes a
diferentes magnificaciones, utilizando el equipo SEM (JEOL, JSM-6390 LV, Japon), operando
a una aceleracion de voltaje entre 5y 10 kV, con electrones secundarios (SEI) y un spot size
entre 30 y 50.

2.9. Eficiencia de encapsulacion

Para determinar la eficiencia de encapsulacion, se afiadieron 50 mg de las microcapsulas en 10
ml de una solucién de NaHCO3 (0.2 mol dm=) y NaCsHs07 x 2H20 (0.06 mol dm™), y se
agitaron durante 2 h para lograr la disolucién completa de las microcapsulas. Se extrajo una
alicuota de 10 ul y realiz6 conteo de conidios mediante camara de Neubauer en un microscopio
optico (Olympus Optical, CH, Japan). La eficiencia de encapsulacion se definié a partir de la

cantidad de conidios afiadidos y la cantidad de conidios liberados de las microcapsulas secas.

2.10. Velocidad de liberacion
Para determinar la velocidad de liberacién de los conidios encapsulados se utilizé un
microscopio 6ptico (Olympus Optical, CH, Japan). Las microcapsulas secas (50 mg) se
colocaron en una solucién de NaHCO3 (0.2 mol dm™®) y Na,CsHsO7 x 2H,0 (0.06 mol dm3).
La duracion de la inmersion fue de 0, 1, 5, 10, 30, 60, 120 y 240 min (Liu y Liu, 2009). Para
cada tiempo se tomaron dos muestras y se analizaron en microscopio 6ptico, determinando la

concentracion conidial con ayuda de una cdmara de Neubauer.

2.11. Tolerancia conidial a temperatura

Para determinar la tolerancia conidial de los conidios encapsulados y no encapsulados, se
colocaron 50 mg de cada formulacion en envases plasticos, los cuales se expusieron a
almacenamiento con diferentes condiciones de temperatura: ambiente (20 °C, 80% HR), 5y

37 °C con una humedad relativa del 80% en camaras bioclimaticas. Se realizaron evaluaciones
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de viabilidad conidial a los 3, 5, 7, 15, 30 y 60 dias de exposicion y la viabilidad se determind
con recuentos directos de conidios viables y no viables después de 24 h, utilizando un
microscopio Optico con un aumento de 40X. Los conidios se consideraron viables cuando el
largo del tubo germinativo fue mayor que el diametro del conidio. Para ello, se tomaron 5 mg
de las microcépsulas y se colocaron en un tubo de 2 ml al cual se le adicionaron 0,5 ml de una
solucion de NaHCOs (0.2 mol dm®) y Na2CsHs07 x 2H.0 (0.06 mol dm3). Se realiz6 vortex
por 1 min para disolver las microcapsulas y se colocd una alicuota de 25 pl en un portaobjetos
estéril que contenia una fina capa de medio Agar-Agua en la cara superior, el portaobjetos
estaba contenido dentro de un plato Petri con papel toalla himeda. La alicuota de las
microcapsulas se esparcio con una barra de vidrio sobre el medio y se incubaron durante 24
horas a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de incubacién, se contaron 20 conidios

al azar a lo largo de todo el portaobjetos, contando los conidios germinados y no germinados.

2.12. Pruebas de antagonismo In Vitro
Se realiz6 una prueba de antagonismo In vitro para determinar la capacidad antagonista de T.
longibrachiatum posterior al proceso de microencapsulacion para las cuatro formulaciones
expuestas a temperatura ambiente, 5 y 37 °C durante 60 dias. Para esto, se disolvieron las
microcapsulas en buffer (NaHCO3 (0.2 mol dm™) y NaCsHs07 x 2H20 (0.06 mol dm?)) y se
inocularon en platos Petri conteniendo el medio PDA para su crecimiento. Una vez esporulado
el hongo (12 dias), se tomé un disco de 5 mm, con ayuda de un sacabocados, y se coloco a 1
cm del borde de un plato Petri conteniendo medio PDA, y en el otro extremo, un disco de 5
mm del patdgeno Fusarium oxysporum a 1 cm del borde. El plato se incubd y se evalu6 a los
5, 9 y 14 dias para determinar la capacidad antagonista del hongo microencapsulado. Esta
prueba se realiz6 por duplicado para cada una de las formulaciones y se evaluaron los

resultados segun la escala de clases Bell et al (1982) (Cuadro 1).

2.13. Disefio experimental
La unidad experimental y la unidad observacional para las pruebas de temperatura y
almacenamiento fue un envase plastico que contenia las microcapsulas para cada formulacion.
La estructura de los tratamientos para las pruebas fue bifactorial, en donde el primer factor
corresponde al encapsulado y no encapsulado, y el segundo factor fueron los niveles de
temperatura. Para el caso del almacenamiento, fue analizado el factor de encapsulamiento y el
factor tiempo (dias). Cada tratamiento tuvo tres repeticiones y la estructura del ensayo fue un

diseiio completamente aleatorizado (DCA).
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Cuadro 1. Escala de clases para la evaluacion del grado de antagonismo de Trichoderma.

Clase Descripcion

Trichoderma superé por completo al patégeno y cubrié toda la
superficie del medio.

Trichoderma creci6 por encima de al menos dos tercios de la
superficie del medio.

Trichoderma y el patdgeno colonizaron cada uno aproximadamente
3 la mitad de la superficie del medio (mé&s de un tercio y menos de
dos tercios) y ningun organismo parecié dominar al otro.

El patégeno colonizé al menos dos tercios de la superficie del
medio y parecio resistir la invasion de Trichoderma.

El patdgeno superé completamente a Trichoderma y ocupé toda la

S superficie del medio.

Fuente: Bell et al. (1982).

2.14. Anélisis de datos
Para las variables evaluadas en la investigacion, se estimaron las medidas de resumen mas
importantes. Para la velocidad de liberacion y la tolerancia conidial a temperatura, se realizaron
graficos de puntos y lineas tomando las medias, mediante el paquete ggplot2 (Wickham, 2016)
del software estadistico R version 4.1.2 (R Core Team, 2021).
Para determinar la media de la eficiencia de encapsulacion y la velocidad de liberacion de los
conidios microencapsulados, se estimé un intervalo de confianza para la media del 95%, para

ello se utilizo la siguiente formula:

Li=x + T, a_, X—

I—5m=1"" \/n
Donde:
I = Limite inferior y Limite superior
x_=media de la variable en estudio

T,_a . _, = estadistico de la distribucion T
>

s = desviacion estandar de la variable en estudio

n = el tamafio de la muestra
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3. Resultados y Discusion

3.1. Estandarizacion de la formulacion de microcapsulas

Se llevaron a cabo pruebas para estandarizar la formulacion de las microcapsulas de alginato
mediante el método de emulsion-gelificacion interna. Se evaluaron los tensoactivos Span 80 y
Tween 20 (Figura 1), los cuales se utilizaron al 5% (p/p) en la fase oleosa de la emulsién y al
10% con CaCl para el endurecimiento y lavado de las microcapsulas. Las microcapsulas
formuladas utilizando Span 80 mostraron circunferencia regular y superficie levemente rugosa
(Figura 1A). Sin embargo, como se observa en la figura 1B, estas tendieron a aglomerarse y
los tamafios observados fueron muy heterogéneos. Similarmente, Yang et al. (2004)
obtuvieron microcapsulas de quitosano de forma irregular utilizando Span 80, sin embargo, la
combinacion de Span 80 y Tween 60 produjo microcapsulas regularmente esféricas y con
superficies lisas.

Por su parte, las microcapsulas formuladas con Tween 20, presentaron circunferencia regular,
y superficie lisa (Figura 1D) en comparacion con las microcapsulas formuladas con Span 80,
lo cual concuerda con lo reportado por otros autores (Hwang et al. 2006, Martins et al. 2017).
Ademas, los tamafios observados fueron mas homogéneos y no se observo una tendencia a la
aglomeracion (Figura 1C). De manera similar, Martins et al. (2017) encontraron que la adicion
de Tween 20 (0,5 y 1,0% v/v) dio como resultado microcapsulas perfectamente esféricas,
debido a que el tensoactivo redujo la tension superficial de la solucién de alginato y, por lo
tanto, la tension interfacial entre la gota de emulsién y la solucién de alginato, lo cual acelerd
el desprendimiento de la gota y la produccion de cépsulas esféricas. Esto puede estar asociado
a la estructura molecular mas condensada del Tween 20, lo cual permite la difusion y
reorganizacion mas rapida en la superficie de las gotas (Silva et al. 2019).

Una vez seleccionado el tensoactivo, se procedid a analizar el efecto de la velocidad de
agitacion en la formacion de la emulsion y la reaccion de gelificacion, para lo cual se evaluaron
tres velocidades (600, 800 y 1000 rpm) (Figura 2). Las microcapsulas obtenidas al utilizar 600
rpm mostraron diversidad de tamafios, circunferencia regular y superficie lisa (Figura 2A),
mientras que las formuladas a 800 rpm presentaron mayor diversidad de tamafios y
circunferencia irregular (Figura 2B). El mejor resultado fue obtenido cuando se empled una
velocidad de agitacion de 1000 rpm, ya que estas mostraron una mayor homogeneidad de
tamafio, predominando dos tamafios (100 y 300 um), asi como una circunferencia regular y

superficie lisa (Figura 2C).
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Figura 1. Microcapsulas formuladas con tensoactivo Span 80 al 5% (A y B). Microcapsulas

formuladas con tensoactivo Tween 20 al 5% (C y D).

El resultado obtenido a 1000 rpm concuerda con lo encontrado por otros investigadores, 10s
cuales determinaron que un incremento en la homogeneidad y menor tamafio de las
microparticulas formadas, podria deberse a que una velocidad de agitacion mas alta,
proporciona una mayor fuerza de corte, 1o que permite dispersar mejor las gotas y evitar la
aglomeracion de las microcapsulas (Li et al., 2021; Bolimowski et al., 2018; Ma et al., 2020,
Shi et al. 2019, Rosas et al., 2013; Dashora, Saraf y Saraf., 2007). Ma et al. (2020) obtuvieron
microcapsulas de menor tamafio al aumentar la velocidad de agitacion a 1000 rpm, similar a lo
observado en esta investigacion. Por su parte, Shi et al. (2019) evaluaron diferentes velocidades
de agitacién (600, 800, 1000 y 1200 rpm) y obtuvieron nanocéapsulas esféricas y uniformes, sin
embargo, a 1000 rpm tuvieron un tamafio mas homogéneo.

Luego de identificar la velocidad de agitacion que presentd los mejores resultados (1000 rpm),
se evalud la concentracion del tensoactivo Tween 20 (5, 7,5 y 10%) (Figura 3). Las
microcapsulas formuladas al 7,5% tuvieron heterogeneidad de tamafos, circunferencia
irregular y superficies rugosas (Figura 3B). Las formuladas al 10%, presentaron superficies con
menor rugosidad y mayor uniformidad de tamafios con respecto a las formuladas al 7,5%
(Figura 3C). Las microcapsulas con Tween 20 al 5% presentaron circunferencia regular,

superficie lisa, asi como una mayor uniformidad de tamafios (Figura 3.A).
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Figura 2. Microcépsulas formuladas a diferentes velocidades de agitacion con Tween 20 al
5%. A) 600 rpm, B) 800 rpm, C) 1000 rpm.

De manera similar, otros autores han determinado que una mayor concentracion de Tween 20
aumenta los tamafios de las microcapsulas (Teo et al. 2016). Esto podria deberse a que el
aumento del tamafio de las gotas de la emulsién, al aumentar la concentracion de tensioactivo,
puede resultar en una mayor viscosidad del tensioactivo en la interfase, evitando la fluidez y el
facil movimiento de la fase organica hacia la fase acuosa (Barzegar et al., 2018). Por su parte,
Baranauskaite et al. (2019) determinaron que la composicion éptima para su formulacion de
microcépsulas incluia la adicion de Tween 20 en un 4,7%, similar al porcentaje determinado

en esta investigacion.

s
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Figura 3. Evaluacion de diferentes concentraciones del tensoactivo Tween 20 a una velocidad
de agitacion de 1000 rpm. A) 5%, B) 7,5%, C) 10%.

3.2. Preparacion de nanocelulosa
Los resultados de la sintesis de nanocelulosa a partir de celulosa de algoddn se muestran en la
Figura 4. Se observa que después del tratamiento con sonicacién las fibras de celulosa con
tamafos entre 10 y 50 um (figura 4.A), se redujeron, obteniéndose tamafios de nanofibras entre
100y 300 nm (figura 4.B), las cuales fueron utilizadas en la preparacion de las microcapsulas.
La sonicacion es una estrategia que se basa en un mecanismo de ultrasonidos que hace que las
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fibras naturales se deshagan en nanofibras en agua (Zhao, Feng y Gao, 2007), este método
permite romper los agregados micromeétricos y estabilizar las suspensiones (Gouveia et al.,
2020). Soni y Mahmoud (2015) encontraron que posterior al tratamiento con ultrasonicacion,
las fibras de tallo de algodon se redujeron a tamafios de aproximadamente 20 nm de longitud y
100-500 nm de diametro. Cuando se aplica sonicacion a un nivel de intensidad alto, como el
utilizado en esta investigacion (700 W), se produce la ruptura de los fuertes enlaces
glucosidicos de la porcion cristalina de la celulosa, que, junto con la ruptura de la red
interconectada de puentes de hidrégeno, provocan la apertura o desfibrilacion de la estructura
(Abd et al., 2016).
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Figura 4. Fibras de celulosa de algodon (A). Fibras de nanocelulosa de algodon obtenidas a

partir de tratamiento con sonicacion (B).

3.3. Caracterizacion de las microcapsulas

3.3.1. Microscopia electrdnica de barrido (SEM)
Los resultados de la caracterizacion morfolégica de las microcapsulas con y sin conidios se
observan en la Figura 5. Las microcapsulas de alginato sin conidios (Alg) tenian tamafios de
entre 100 y 300 um, con algunas microcapsulas mas pequefias alrededor de las 50 um, ademas,
se observo una circunferencia regular y superficie lisa (Figura 5A). Posterior al proceso de
encapsulacién de los conidios, se observaron tamafios menores a las 100 pum, sin embargo,
estas se aglomeraron, tal como se observa en la Figura 4E. El tamafio de las microcapsulas
disminuyé con la incorporacion de los conidios, similar a lo observado por de Oliveira et al.
(2020). La formulacidn de alginato y nanocelulosa sin conidios (AlgNc) mostré microcdpsulas
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con tamafios menores a las 50 um, con circunferencia regular y la superficie lisa, sin embargo,
hubo aglomeracion (Figura 5B). Como se muestra en la figura 4F, las microcapsulas con
alginato, nanocelulosa y conidios, se aglomeraron y mostraron una circunferencia irregular. El
cambio de una superficie lisa a una rugosa después de la encapsulacion ha sido reportado por
Rungraung et al. (2022), los cuales mencionan que la adicion de nanocelulosa a microcapsulas
de alginato, genera superficies asperas y con irregularidades. Esta rugosidad puede estar
relacionada con el proceso de secado de las microcapsulas y por las fuertes interacciones de
entrecruzamiento ionico (Brondi et al. 2022). Para el caso de la formulacién de alginato y
quitosano (AlgCh), se obtuvieron microcapsulas con dos rangos de tamario, un grupo entre 100
y 200 um, y otro entre 20 y 50 um, ambos con circunferencia regular y superficie con
rugosidades (Figura 5C), ademas, se aglomeraron (Figura 5G). Las rugosidades o superficies
rayadas y fibrosas pueden deberse a la presencia del quitosano en la superficie de la
microcapsula (Juri¢ et al., 2019).

Por su parte, las microcapsulas formuladas con quitosano, alginato y nanocelulosa (AlgChNc)
también mostraron dos rangos de tamafio, entre 100 y 200 um, y entre 15y 50 um. Presentaban
circunferencia regular y superficie con ciertas rugosidades (Figura 5D), sin embargo, del
mismo modo que lo ocurrido con las anteriores formulaciones, después de la encapsulacion
tendieron a aglomerarse y mostrar superficies rugosas (Figura 5H).

Juri¢ et al. (2021) mencionan que la aglomeracion puede deberse al tamano de las
microcépsulas y la presencia de moléculas de agua que provoca que se unan entre si al momento
de secarse. Las superficies rugosas observadas en las microcapsulas con conidios pueden
deberse a que, a medida que se introducen los conidios en el sistema polimérico, la distribucion
uniforme de los conidios a lo largo de la matriz puede hacer posible notar una rugosidad
(Batista et al., 2017). Juri¢ et al. (2019) encontraron que las microcapsulas preparadas con
conidios de T. viridae tenian numerosos hoyuelos ovalados y se observé que un tubo
germinativo cruzé la superficie de la microcapsula dentro de unos pocos dias. Las secciones
cercanas a la superficie revelaron la presencia de hifas y formacion de micelio dentro de la
matriz, lo cual puede justificar las caracteristicas de la superficie de las microcapsulas que
contienen conidios, ya que la presencia de Trichoderma y el crecimiento de micelio dentro de
la microcapsula cambian la estructura de la red del gel.

Se ha encontrado que el proceso de secado de las microcapsulas a temperatura ambiente
provoca una pérdida de la esfericidad y la superficie se vuelve aspera con arrugas irregulares,
lo cual estéa relacionado con la relajacion de la tension del biopolimero debido a la pérdida de
agua y humedad (Rosas et al., 2013; Juric et al., 2019; Rodrigues et al., 2020).
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Figura 5. Microcapsulas sin conldlos (A-D) y con conldlos de T. Ionglbrachlatum (E-H).
Microcapsulas Alg (A'y E), AlgNc (B 'y F), AlgCh (Cy G), AlgChNc (D y H).

3.3.2. Anélisis termogravimétrico (TGA)

La Figura 6 muestra el andlisis termogravimétrico de las microcépsulas formuladas sin
conidios. Los resultados indican que las microcépsulas son relativamente estables a
temperaturas por debajo de los 220 °C. El grafico muestra un primer evento de pérdida de masa
entre los 25 y 100 °C, lo que podria estar relacionado con la evaporacion o pérdida de agua
(Boukoussa et al. 2021). El segundo evento se da entre los 100 y los 350 °C, en donde se ha
reportado que ocurre la degradacion del alginato, cercana a los 225 °C, esto debido a una
posible fractura de enlaces glucosidicos, deshidratacion, descarboxilacion y descarbonilacion
del polimero (Liu et al. 2015). Para el caso de las formulaciones con nanocelulosa, se ha
reportado que la pérdida de masa entre los 250 y los 320 °C es caracteristica de la degradacion
de los anillos de piranosa de la estructura de la nanocelulosa (Hu et al. 2018). Se ha encontrado
que dentro del rango de los de 250 a 450 °C ocurre la pirélisis del quitosano (Corazzari et al.,
2015), lo que concuerda con lo observado para las formulaciones AlgCh y AlgChNc y podria
explicar la diferencia en la pérdida de masa con la formulacion AlgNc que no contiene
quitosano.

Posteriormente, se da un tercer evento a partir de los 350 °C, con una pérdida de masa de
aproximadamente 70% al llegar a los 400 °C, a partir de donde las formulaciones de Alg, AlgCh
y AlgChNc se mantuvieron constantes. En el caso de AlgNc, se da una pérdida de masa de
cerca del 55% al llegar a los 400 °C, posteriormente otro evento con una pérdida de 10% de
masa y se mantuvo constante a partir de los 500 °C. La degradacién después de los 400 °C, ha
sido asociada a la conversion de los materiales restantes a residuos de carbono y CaCOs (Yang
et al. 2019).
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Se haencontrado que la adicion de quitosano a las formulaciones de microcapsulas con alginato
mejora las propiedades fisicoquimicas, con una mayor estabilidad en medios de hinchamiento
de diferentes pH y una mayor resistencia estructural (Qu y Luo., 2020). Hashim et al. (2019)
mencionan que el quitosano mejora la estabilidad del hidrogel debido a la formacion de
complejos de polielectrolitos entre los grupos amino cargados positivamente y los residuos
carboxilicos del alginato. Siqueira et al (2019) han determinado que formulaciones de alginato
presentan una mayor estabilidad cuando contienen nanocelulosa en su composicion.

Para el rango de temperatura al que podrian estar expuestas las formulaciones comerciales, se
puede observar como la adicidn de polimeros como la nanocelulosa y el quitosano, brindan una
mayor proteccion a los conidios, ya que con la incorporacién de ambos a las formulaciones
aumenta la estabilidad a la degradacion por temperatura, disminuyendo la pérdida de peso en

comparacion con la formulacion Alg.
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Figura 6. Analisis termogravimétrico (TGA) de las microcapsulas formuladas con alginato de

sodio, quitosano y nanocelulosa para la encapsulacion de conidios de T. longibrachiatum.

3.3.3. Calorimetria de barrido diferencial (DSC)
La curva de transicion térmica de las microcapsulas de Alg, AlgNc, AlgCh y AlgChNc fue
analizada mediante DSC (Figura 7). La formulacién Alg presentd una primera transicion
endotérmica cerca de los 33 °C y un posterior pico endotérmico a los 75 °C, también observado
en las microcapsulas AlgNc y AlgChNc, que se encuentra asociado a la pérdida de agua de los
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grupos hidrofilicos del alginato (Lim y Ahmad, 2017), y la pérdida de humedad de la
nanocelulosa (Mohamed et al., 2021). La formulacion AlgCh muestra un pico cercano a los 80

°C, asociado de igual forma a la evaporacion del agua absorbida (Nikoo et al., 2018).

1

Flujo de calor (W/g)

0 50 100 150 200
Temperatura (°C)

Figura 7. Andlisis de Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) de las microcapsulas
formuladas con alginato de sodio, quitosano y nanocelulosa para la encapsulacion de conidios

de T. longibrachiatum.

3.3.4. Espectroscopia de transmision de infrarrojo con transformada de Fourier
(FTIR)

Los grupos funcionales y las interacciones intermoleculares de las microcépsulas y los
reactivos utilizados fueron analizadas mediante FTIR. Las bandas de absorcién del alginato de
sodio, quitosano, nanocelulosa, cloruro de calcio y carbonato de calcio, reactivos utilizados en
las diferentes formulaciones de microcapsulas, se muestran en el apartado de material
complementario (Cuadro 3). La Figura 8 muestra los espectros FTIR de las formulaciones de
microcapsulas sin conidios. Los picos de transmitancia en el rango de 3300-3500 cm™,
observados en todas las formulaciones, se atribuyen a la vibracion de tension de los grupos OH
(Chandrika, Prasad y Godbole, 2019). Las bandas de absorcidn observadas cercanas a 1625
cm se deben a la presencia del enlace C=0 de los aniones carboxilato -COO-, ademas, la
banda simétrica cerca de los 1450 cm™ es caracteristica del enlace C-O, que esta asociado con

el estiramiento del &cido carboxilico (Levic et al., 2013).
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En el espectro de microcapsulas de alginato de calcio sin conidios, se observo una banda de
3357 cm™* que se encuentra atribuida a las moléculas de agua. Ademas, se observan dos picos
de onda en 1595 cm™ y 1417 cm™, sugiriendo que existe un enlace entrecruzado del cation
divalente Ca*? con el alginato en los grupos COO- (Essifi et al., 2021). El pico observado a
2925 cm™ hace referencia a la vibracion de flexion de C-H en el grupo metileno (Moghaddam,
Mortazavi y Khayamian, 2015). Por su parte, el estiramiento del enlace N-H con el grupo C=0
(amida) observado en el pico de 1622 cm™ de las microcapsulas de alginato de sodio y
quitosano, sugiere una interaccion entre el carboxilo y el grupo amino de los polimeros
(Bulatao et al., 2017). La desaparicion de la banda amino del quitosano a 1592 cm™ (Cuadro
3) puede sugerir la formacion de un complejo polielectrolitico entre el alginato de sodio y el
quitosano, ademas, el nuevo pico observado a 1739 cm™, perteneciente al grupo COOH, es un
indicativo de la condicion é&cida en que se prepararon las microcapsulas (Khorshidian et al.,
2019). La formulacion de alginato de sodio, quitosano y nanocelulosa (AlgChNc) mostrd

bandas similares a la formulacion AlgCh.
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Figura 8. Espectro FTIR de las formulaciones de alginato de sodio (Alg), alginato de sodio y
nanocelulosa (AlgNc), Alginato de sodio y quitosano (AlgCh) y alginato de sodio, quitosano y
nanocelulosa (AlgChNc).
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Figura 9. Espectro FTIR de las formulaciones de microcapsulas con conidios de T.
longibrachiatum. Alginato de sodio (Alg+Tr), alginato de sodio y nanocelulosa (AlgNc+Tr),
Alginato de sodio y quitosano (AlgCh+Tr) y alginato de sodio, quitosano y nanocelulosa
(AlgChNc+Tr).

3.4. Eficiencia de encapsulacion

El Cuadro 2 muestra la eficiencia de encapsulacion de los conidios en las microcapsulas. Para

todas las formulaciones se encontr6 una alta eficiencia de encapsulacion mayor al 92%.

Cuadro 2. Eficiencia de encapsulacion de conidios en las diferentes formulaciones de

microcapsulas.

Eficiencia de
encapsulacion 99+9 92575 99+£25 9% +6
(%0)

*Los datos representan el promedio + el error estandar
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Estos porcentajes de encapsulacion son mas altos que los reportados por otros autores (Liu y
Liu, 2009; Mancera et al. 2019). Por ejemplo, Mancera et al. (2019) obtuvieron una eficiencia
de encapsulacion del 80% en la formulacion de microcépsulas de alginato de calcio mediante
el método de emulsion-gelificacion interna. Por su parte, Liu y Liu (2009) encontraron que la
formulacion de alginato de sodio sin ningun recubrimiento fue la que presentd la menor
eficiencia de encapsulacion (45%). Lo anterior indica que las microcapsulas desarrolladas en
esta investigacion constituyen un método adecuado para la encapsulacion de conidios de T.
longibrachiatum. Esta alta eficiencia de encapsulacion podria estar relacionada con que en el
método de emulsidn-gelificacion interna, al dispersarse finamente el CaCOs en la solucion de
alginato, el Ca?* disociado por el 4cido acético puede gelificarse in situ sin interrumpir la gota

de la emulsién para mantener la forma esférica (Song et al., 2013).

3.5. Velocidad de liberacion

Los resultados de la velocidad de liberacion de los conidios a partir de las microcapsulas
formuladas se muestran en la Figura 10. Se determind que las microcapsulas de alginato de
sodio (Alg) tuvieron la mayor velocidad de liberacién, con cerca de un 66% de conidios
liberados a los 60 min y el 100% a los 100 min. Las microcapsulas con alginato de sodio y
quitosano (AlgCh) tuvieron un comportamiento similar a los 60 min, sin embargo, el 100% de
conidios se libero cerca de los 110 min. Bel$cak et al. (2015) encontraron que la liberacion de
cafeina fue més lenta cuando las microcépsulas de alginato se reforzaron con quitosano, esto
debido a que esta matriz fue la menos susceptible a la rehidratacién, ya que la velocidad de
difusion de agua a través del recubrimiento del ingrediente activo es el paso limitante para la
velocidad de expansion y liberacion.

Por su parte, las microcapsulas con alginato de sodio, quitosano y nanocelulosa (AlgChNCc)
mostraron una velocidad liberacion mas lenta, con cerca de un 65% de conidios liberados a los
60 min y un 93% a los 120 min. Por altimo, las microcapsulas de alginato de sodio y
nanocelulosa (AlgNc), tuvieron la velocidad de liberacion mas lenta, con un 51% de conidios
liberados a los 60 min y cerca de 85% a los 120 min. Las formulaciones que contenian
nanocelulosa fueron las que liberaron de forma més lenta los conidios, lo cual puede atribuirse
a la capacidad del polisacarido de restringir el movimiento de las cadenas de alginato (Lin et
al.,, 2011), o al alto entrelazamiento fisico (Supramaniam et al., 2018) ralentizando la
liberacion. En otras investigaciones se ha observado una liberacion mas rapida del total de
conidios (Liu y Liu, 2009, Aziz et al., 2015). Las microcapsulas que brindan una liberacion

mas controlada pueden requerir menor cantidad de aplicaciones, reduciendo los costos y
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mejorando la viabilidad microbiana (Adzmi et al., 2021). Las células que se liberan
gradualmente de las microcapsulas, por la degradacion de la matriz polimeérica, estan mas
protegidas contra factores destructivos que los microorganismos sin recubrimiento (Szczech y
Maciorowski, 2016; Vemmer y Patel, 2013).

Los resultados indican que, con el aumento en el tiempo, aumenta la cantidad de conidios
liberados, observandose una correlacion positiva, similar a lo reportado por otros autores
(Adzmi et al. 2021; Vincekovi¢ et al., 2016). Esto podria deberse a diversos factores como la
humedad de la superficie de las microcapsulas, la penetracion de agua en la microcapsula, la
transicion de la fase vitrea a gomosa de los polimeros, el hinchamiento, la difusion de agentes
cargados a través de la matriz de la microcépsula y la capa superficial, la desorcién de la
superficie, la desintegracion, disolucion o erosién de la estructura de la microcépsula
(Vincekovi¢ et al, 2017).
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Figura 10. Velocidad de liberacion de conidios encapsulados en las diferentes formulaciones
desarrolladas.

3.6. Tolerancia conidial a la temperatura

Se determind que a temperatura ambiente (20 °C) y a 5°C las cuatro formulaciones de
microcapsulas (Alg, AlgNc, AIgCh y AIgChNc) y la formulacion convencional (TL)
mantuvieron una viabilidad del 100% durante dos meses (Figura 11). Al evaluarse la

viabilidad de los conidios a una temperatura de 37 °C (80% de humedad relativa), se encontrd
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que la formulacién TL tuvo una disminucion de la viabilidad conidial a partir del dia 7 de
exposicion (65%), la cual lleg6 a 0 a los 60 dias. Por su parte, las microcapsulas de Algy AlgCh
disminuyeron su viabilidad conidial hasta llegar a 0 a los 60 dias. Las microcapsulas de AlgNc
disminuyeron su viabilidad conidial a partir de los 15 dias de exposicion hasta llegar a 0 en el
dia 30. ElI mejor resultado se obtuvo con la formulacion AlgChNc, la cual mantuvo una
viabilidad conidial del 100% durante los 60 dias de evaluacion. Lo anterior indica que la
combinacion de polimeros como alginato, quitosano y nanocelulosa para la formulacion de
microcapsulas permite la proteccion de los conidios de T. longibrachiatum, al estar expuestos
a temperaturas entre los 5y 37 °C.

El mantenimiento de la viabilidad observado en las microcapsulas de AlgChNc, podria estar
relacionada a que la combinacién de matrices de polimeros puede retardar la difusion de
oxigeno en las microcapsulas, lo que limita la cantidad de oxigeno disponible para participar
en la oxidacion de macromoléculas, asi como provocar estrés oxidativo (Mufioz et al. 2012;
Ishak et al. 2021; Cruz et al., 2022). La proteccion dada por las microcapsulas lleva a una vida
atil més prolongada y al mantenimiento de la actividad metabolica durante largos periodos de
tiempo, tanto durante el almacenamiento como después de la aplicacion (Braga et al., 2022).
Por otra parte, a mayor temperatura se puede dar mayor reactividad y difusion de especies
reactivas de oxigeno (ROS), disminuyendo la viabilidad de los conidios (Mufioz et al. 2012).
El mantenimiento de la viabilidad de conidios encapsulados en las microcépsulas de AlgChNc,
es un resultado promisorio para su utilizacion a nivel comercial y contrasta con lo encontrado
por otros investigadores que han determinado que conidios microencapsulados mantienen su
viabilidad a temperaturas de almacenamiento bajas (5-8 °C), pero que su viabilidad disminuye
conforme aumenta la temperatura. Por ejemplo, Przyklenk et al. 2017, determinaron que
conidios microencapsulados de Metarhizium sp. se mantienen viables a temperaturas de
almacenamiento de 5 °C por un periodo de 6 meses, sin embargo, la viabilidad disminuy6 a 25
°C. De Oliveira et al. (2020) evaluaron la exposicion de conidios de Trichoderma
microencapsulados a 8, 25 y 35 °C, encontrando que el mejor mantenimiento de la viabilidad
se obtuvo para las microcapsulas liofilizadas almacenadas a 8 °C, sin embargo, hubo
disminucion de la viabilidad a una temperatura de 25 °C. Adzmi et al (2021) encontraron que
el mejor mantenimiento de la viabilidad de conidios de Trichoderma microencapsulados se
obtuvo a una temperatura de 5 °C. Por otra parte, Szczech y Maciorowski (2016) lograron
mantener la viabilidad de conidios de Trichoderma casi al mismo nivel (10*° ufc.g?) en
microcapsulas liofilizadas, después de 6 meses de almacenamiento a 4 °C, sin embargo la

viabilidad de conidios disminuyd en microcapsulas humedas, a temperaturas de
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almacenamiento de 30 °C después de 15 dias, y posterior a los 90 dias las esporas ya no eran

viables.
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Figura 11. Viabilidad conidial de 4 microencapsulados de T. longibrachiatum en Alg, AlgCh,

AlgChNc y AIgNC, y una formulacion convencional (TL), expuestos a tres diferentes

temperaturas de almacenamiento (5, temperatura ambiente y 37 °C).

3.7. Actividad bioldgica - Antagonismo in vitro

Los resultados de las pruebas de antagonismo mostraron que T. longibrachiatum creci6 por
encima de al menos dos tercios de la superficie del medio, encontrandose un grado de
antagonismo clase 2 (Figura 12). Las cuatro formulaciones evaluadas se comportaron de la
misma formay no influyd la temperatura a la que estuvieron expuestas las microcapsulas previo
a las pruebas de antagonismo.

Diversas investigaciones han determinado que algunas especies del género Trichoderma tienen

una gran capacidad antagonista con porcentajes de inhibicion del 50,68% (Redda et al., 2018),
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56% (Benlamoudi et al., 2021), 92,11% (Nofal et al., 2021) en el control in vitro de F.
oxysporum, lo que coincide con lo observado en esta investigacion y demuestra la conservacion
de la capacidad antagonista del hongo posterior a la microencapsulaciéon. Sundaramoorthy y
Balabaskar (2013) obtuvieron una inhibicién del crecimiento del 27,22% cuando utilizaron T.
longibrachiatum para el control in vitro de F. oxysporum. Sallam, Eraky y Sallam (2019) por

su parte encontraron que T. longibrachiatum redujo la severidad de la enfermedad del

marchitamiento en un 24,8%.

5 dias 9 dias 14 dias

Ambiente

AlgChNc
5°C

37°C

Figura 12. Antagonismo in vitro de AlgChNc + T. longibrachiatum vs F. oxysporum posterior

a la exposicion de la formulacion a tres diferentes temperaturas.
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4. Conclusiones

Los resultados de esta investigacion demuestran que los polimeros alginato de sodio, quitosano
y nanocelulosa, permiten formular microcapsulas que ayudan a la proteccién y mantenimiento
de la viabilidad de los conidios de T. longibrachiatum bajo diferentes condiciones de
temperatura. Se obtuvo una eficiencia de encapsulacion por encima del 92% para las tres
formulaciones de microcépsulas y se mantuvo la viabilidad de los conidios al almacenar las
microcépsulas a 5, 20 y 37 °C, siendo la formulacion con los tres polimeros (AlgChNc) la que
mostré el mejor resultado al almacenarse durante 2 meses a la temperatura de 37 °C. Las
pruebas de antagonismo in vitro demostraron que el microencapsulamiento del hongo no afecta
su capacidad antagonica, obteniéndose una categoria Il en la competencia por sustrato contra
el hongo fitopatdgeno Fusarium oxysporum para las tres formulaciones de microcépsulas, sin
embargo, se requieren pruebas para determinar si en condiciones de campo se mantiene esta

capacidad.
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7. Material complementario

Cuadro 3. Bandas de absorcion de los compuestos utilizados para las distintas formulaciones

de microcéapsulas.

Compuesto Ntmero de onda Grupo funcional Referencia
(cm-1)
1028 C-0-C Mi et al., 2018.
Alginato de 1409 COO- Lietal., 2016.
sodio 1595 COO- Li et al., 2016.
3257 O-H Essifi et al., 2021.
1025 C-0O-C Mu et al., 2022.
1152 C-0-C Khorshidian et al., 2019.
1374 N-H (Amida 1) Khorshidian et al., 2019.
_ . Vaziri, Alemzadeh y
Quitosano 1592 N-H (Amida 1) Vossoughi, 2018.
1651 C=0 (Amida ) Vaziri et al., 2018.
2867 C-H Khorshidian et al., 2019.
3358 -NH2y -OH Huo et al., 2018.
1017 C-0-C Jordan et al., 2021.
Pandi, Sonawane y
1372 ¢-0 Kishore, 2021.
Nanocelulosa
Li, He, Cheny Zhao,
1652 O-H 2021,
3359 O-H Theivasanthi et al., 2018.
712 CO3 (out-of-plane Al-Hosney y Grassian,
bend) 2005.
Carbonato de CO3 (asymmetric Al-Hosney y Grassian,
: 874
calcio stretch) 2005.
1416 C-O (in-plane Boke, Akkurt, Ozdemir,
bend) Goktlrk, Saltik, 2004.
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Al-Hosney y Grassian,

1794 Banda combinada 2005,
2509 Banda combinada Al-Hosney y Grassian,
2005.
1627 H-O-H Karunadasa, 2019.
Cloruro de
calcio 3393 -OH Juric et al., 2019.
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Figura 13. Antagonismo in vitro de los conidios de T. longibrachiatum microencapsulado vs
F. oxysporum posterior a la exposicion de la formulacién a tres diferentes temperaturas.
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