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RESUMEN EJECUTIVO 

 

 

El tomate riñón es una hortaliza de gran valor nutricional y comercial en Ecuador, pero su cultivo se ve 

afectado por hongos fitopatógenos como B. cinerea y C. fulvum, que causan enfermedades reduciendo 

la producción y calidad del producto, afectando negativamente la economía de los agricultores. Un 

modo de control es la aplicación de productos químicos sintéticos, elevando costos y contaminación 

ambiental. Para lo cual, el uso de microorganismos biocontroladores surge como una alternativa 

ecológica y sustentable. En este estudio se cultivaron células viables de B. subtilis AC01 y se 

microencapsularon mediante secado por aspersión, usando maltodextrina y goma arábiga como agentes 

encapsulantes, obteniendo una eficiencia de 82.5 por ciento y 90.53 por ciento. La técnica de 

Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR) confirmó el correcto empaquetamiento 

de las células. Mediante pruebas in vitro, se determinó una Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) de 

10 mg por cada mL y una Concentración Fungicida Mínima (CFM) de 50 mg por cada mL para el hongo 

C. fulvum CC-FCAGP-Cf-Epi10. Estos resultados muestran que B. subtilis AC01 microencapsulado 

puede reducir significativamente la incidencia de enfermedades, ofreciendo un control biológico 

efectivo. En conclusión, B. subtilis AC01 microencapsulado presenta un gran potencial como una 

alternativa sostenible para el control de fitopatógenos en el cultivo de tomate riñón, permitiendo reducir 

la dependencia de productos químicos sintéticos, disminuyendo los costos de producción y el impacto 

ambiental en Ecuador. 
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ABSTRACT 

 

 

Kidney tomato is a vegetable of great nutritional and commercial value in Ecuador, but its cultivation 

is affected by phytopathogenic fungi such as B. cinerea and C. fulvum, which cause diseases, reducing 

the production and quality of the product, negatively affecting the economy of farmers. One way of 

control is the application of synthetic chemicals, raising costs and environmental pollution. For this, the 

use of biocontrol microorganisms emerges as an ecological and sustainable alternative. In this study, 

viable cells of B. subtilis AC01 were cultured and microencapsulated by spray drying, using 

maltodextrin and gum arabic as encapsulating agents, obtaining an efficiency of 82.5 percent and 90.53 

percent. The Fourier Transform Spectroscopy (FTIR) technique confirmed the correct packaging of the 

cells. Through in vitro tests, a Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of 10 mg per mL and a 

Minimum Fungicide Concentration (MFC) of 50 mg per mL were determined for the fungus C. fulvum 

CC-FCAGP-Cf-Epi10. These results show that microencapsulated B. subtilis AC01 can significantly 

reduce the incidence of diseases, offering effective biological control. In conclusion, microencapsulated 

B. subtilis AC01 has great potential as a sustainable alternative for the control of phytopathogens in 

kidney tomato crops, allowing to reduce the dependence on synthetic chemicals, decreasing production 

costs and the environmental impact in Ecuador. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Keywords: Kidney tomato, phytopathogenic fungi, Botrytis cinerea, Cladosporium fulvum. biological 
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CAPÍTULO I.- MARCO TEÓRICO 

 

 

1.1. Antecedentes investigativos  

 

1.1.1. Justificación  

 

En el año 2023 el sector agrícola representó el 6,5 % del Producto Interno Bruto (PIB) en comparación 

con otras industrias nacionales, lo cual generó aproximadamente 2.4 millones de empleos (Banco 

Central del Ecuador, 2024). Sin embargo, el uso indiscriminado de agroquímicos por parte de esta 

industria representa un riesgo para la salud (FAO, 2022). En el año 2022 se aplicaron estos productos 

al 89,9 % de las 962 mil hectáreas de cultivos transitorios, como el brócoli, papa y tomate riñón. En 

este último se utilizaron 359 kg de agroquímicos por hectárea (INEC, 2022a). Cabe destacar que solo 

en el año 2022 se han reportado 216 casos de intoxicaciones por agroquímicos en agricultores 

(Ministerio de Salud Pública, 2021). Una alternativa para una agricultura sostenible es la aplicación 

de bioinsumos  (Villalobos et al., 2023). 

 

Los biocontroladores forman parte de los bioinsumos y contienen agentes microbianos para el control 

biológico de enfermedades causadas por bacterias, hongos y virus. Algunos géneros de hongos como 

Botrytis spp. y Cladosporium spp. presentan mayor resistencia a agroquímicos convencionales 

(Martínez et al., 2016). Una opción para contrarrestar este tipo de hongos es el uso de antagonistas, de 

los cuales destacan géneros como Agrobacterium spp., Streptomyces, Serratia, Pseudomonas y Bacillus 

spp. los cuales actúan como Agentes de Control Biológico o BCA (Biological Control Agent) (Lee et 

al., 2023). De este grupo de BCA se destaca al género Bacillus spp., ya que es el más utilizado contra 

patógenos fúngicos degradando los principales polisacáridos que conforman su pared celular (Vidal et 

al., 2021). 

 

La supervivencia y eficacia de las bacterias beneficiosas para el control de enfermedades se ven 

afectadas por factores ambientales adversos como humedad, presión osmótica, radiación ultravioleta y 

temperatura. En este contexto, la encapsulación surge como una tecnología prometedora que permite 

empaquetar material biológico, protegiéndolo de estos factores y prolongando su viabilidad 

(Hernández et al., 2022). Buscando alternativas viables para el control biológico, la presente 

investigación tiene como objetivo evaluar la capacidad antagónica de un microencapsulado elaborado 

a partir de B. subtilis AC01 frente a hongos fitopatógenos que afectan el cultivo de tomate riñón (S. 

lycopersicum). Con la finalidad de disminuir el uso de agroquímicos y promover prácticas agrícolas 

sostenibles. 
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1.1.2. Tomate de riñón (Solanum lycopersicum) 

 

El tomate riñón (S. lycopersicum) es una planta que pertenece a la familia de las solanáceas. Es nativa 

de los Andes, particularmente de Bolivia, Chile, Ecuador y Perú, en donde se puede encontrar 

variabilidad genética (Camamal et al., 2018). El tomate, aunque comúnmente se la considera una 

hortaliza anual, es en realidad una planta perenne con características arbustivas. Su crecimiento puede 

ser rastrero o semierecto, dependiendo de la variedad. Su fruto es una baya de color rojizo que se cultiva 

en ciclos anuales y presenta cierta sensibilidad al frío (Délices et al., 2019). 

 

Tabla 1.  

Clasificación taxonómica del tomate riñón 

                                                    Taxonomía 

Reino Plantae 

División Magnoliophyta 

Clase Magnoliopsida 

Orden Solanales 

Familia Solanaceae 

Género Solanum 

Especie Solanum lycopersicum 

Fuente: (Hazael, 2017). 

 

1.1.3. Importancia del tomate riñón 

 

El tomate riñón se posiciona como una de las hortalizas más importantes en Ecuador, tanto por alto 

consumo como por su significativo valor económico (Dong et al., 2023). Su demanda ha impulsado un 

aumento en la producción de la zona centro del país, lo que se traduce en mejores ingresos para las 

familias dedicadas a su cultivo. Dado el alto consumo, con un promedio de 5 kg por ecuatoriano al año 

(Agro Bayer, 2021), el tomate riñón presenta un rubro de gran rentabilidad. Además, es una fuente 

importante de vitaminas B, C y E, así como minerales como el potasio (K), calcio (Ca), fósforo (P) y 

zinc (Zn) (Dong et al., 2023).  

 

En el año 2022 se reportó que a nivel nacional se cultivaron 2 mil hectáreas de tomate riñón, del cual el 

80 % se produjo en la Región Sierra (INEC, 2022a). Esto contribuye constantemente a la rentabilidad 

de las provincias de Chimborazo, Cotopaxi y Tungurahua, ya que aportan un 70 % de esta hortaliza al 

mercado nacional (INEC, 2022b).  
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1.1.4. Enfermedades fúngicas del tomate riñón 

 

El cultivo de tomate se ve afectado por varios tipos de patógenos, principalmente bacterias y hongos de 

los géneros Alternaria, Botrytis, Cladosporium y Fusarium. Esto perjudica tanto a la cantidad como a 

la calidad del producto (Gayosso et al., 2021). Para lo cual se han empleado una amplia gama de 

agroquímicos, mismos que han permitido prevenir pérdidas de rendimiento.  

 

La FAO (2022) indica que el uso excesivo de estos químicos representa un peligro para la salud, tanto 

del agricultor como del consumidor. Además, provoca la contaminación de aguas superficiales y 

subterráneas, la degradación del suelo y permite la aparición de resistencia a patógenos (Rodríguez et 

al., 2020). En este sentido la preocupación pública se ha acrecentado en cuanto al uso de agroquímicos, 

por lo que el control biológico es una de las alternativas para reemplazar el uso de estos productos 

(Karačić et al., 2024). 

 

1.1.4.1. Generalidades del hongo fitopatógeno Botrytis cinerea  

 

B. cinerea, conocido comúnmente como podredumbre gris, es un hongo patógeno necrófito que 

ocasiona importantes pérdidas en una amplia gama de cultivos agrícolas. Este hongo ataca los tejidos 

de flores, frutos y hojas, incluso en etapas tempranas del desarrollo vegetal, lo cual lo convierte en una 

amenaza significativa para la producción agrícola (Mercier et al., 2010). Además, se caracteriza por su 

gran capacidad de adaptación a diferentes ambientes, permitiéndole infectar a alrededor de 200 especies 

de plantas. Esta amplia gama de huéspedes incluye cultivos de importancia como moras tomates, fresas, 

pimientos, entre otras (Luo et al., 2024). 

Este tipo de hongo se propaga principalmente a través de conidios, estructuras asexuales que son 

transportadas por el aire, agua o insectos. Estos conidios se adhieren a los tejidos vegetales frescos o a 

heridas en las plantas, donde germinan y colonizan el tejido sano, causando la pudrición característica 

de la enfermedad, que en casos pueden provocar la muerte del hospedero (Montiel & Vásquez, 2021).  

 

Tabla 2.  

Taxonomía de B. cinerea 

                                                             Taxonomía 

Dominio Eucariota 

Reino Fungi 

Filo Ascomycota 

Clase Leotiomycetes 

Orden Helotiales 
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                                                             Taxonomía 

Familia Sclerotiniaceae 

Género Botrytis 

Especie Botrytis cinerea 

Fuente: (Vázquez, 2020). 

 

 

1.1.4.2. Generalidades del hongo fitopatógeno Cladosporium fulvum 

 

C. fulvum, es un hongo fitopatógeno responsable de la enfermedad del moho de la hoja del tomate. Esta 

enfermedad puede atacar en cualquier fase del cultivo, afectando principalmente plántulas, frutos, hojas 

y tallos. Su ataque se da preferencialmente en condiciones de alta humedad y temperatura (Jiang et al., 

2022). Los síntomas de la infección por C. fulvum se manifiestan inicialmente en las hojas más viejas, 

progresando hacia la parte superior de la planta. Las hojas infectadas presentan manchas de coloración 

oscura o grisácea, lo que caracteriza a esta enfermedad (Wang et al., 2018). En casos severos puede 

provocar la necrosis de la planta, ya que produce conidios en el envés de las hojas y estos tienen la 

capacidad de sobrevivir como saprófito (De Wit, 2016). 

 

 

Tabla 3.  

Taxonomía de C. fulvum 

Taxonomía 

Dominio Eucariota 

Reino Fungi 

Filo Ascomycota 

Clase Dothideomycetes 

Orden Capnodiales 

Familia Davidiellaceae 

Género Cladosporium 

Especie Cladosporium fulvum 

Fuente: (Borman et al., 2008) 
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1.1.4.3. Control de enfermedades fúngicas 

 

Las enfermedades de origen fúngico representan una amenaza significativa para la agricultura, ya que 

ocasionan una considerable reducción en el rendimiento y la calidad de los productos. El diagnóstico 

temprano es crucial para impedir la proliferación de los patógenos y evitar la pérdida total del cultivo 

(Quintero et al., 2019).  

 

Tradicionalmente, el control de estas enfermedades se ha basado en el uso de fungicidas sintéticos. Si 

bien estos productos presentan cierto nivel de eficacia, su uso conlleva efectos negativos para la salud 

humana y el medio ambiente. Además, la aplicación continua de fungicidas ha generado el desarrollo 

de patógenos resistentes a los mismos, lo que limita su efectividad (Rodríguez et al., 2021). En este 

contexto, surge la necesidad de buscar alternativas de control más sostenibles y amigables con el medio 

ambiente. En los últimos años, se ha intensificado la investigación y desarrollo de nuevas tecnologías 

para el control biológico de las enfermedades fúngicas (Martínez et al., 2017). 

 

1.1.4.3.1. Métodos químicos 

 

Las enfermedades fúngicas representan un obstáculo importante para los productores agrícolas, 

ocasionando pérdidas significativas en los cultivos (Martínez & Pérez, 2015). Para combatir estas 

enfermedades, los agricultores recurren con frecuencia al uso de productos químicos sintéticos. Si bien 

estos formulados ayudan a proteger los cultivos y evitar la pérdida total de la producción, su uso provoca 

graves consecuencias (Cabrera et al., 2019). La contaminación del suelo y el agua son dos de los 

principales problemas asociados al uso de fungicidas químicos. Estos productos pueden persistir en el 

suelo durante largos períodos de tiempo, afectando la calidad del agua y dañando la salud de los 

organismos del suelo (Alburqueque & Gusqui, 2018). 

 

1.1.4.3.2. Métodos biológicos 

 

El control de las enfermedades del tomate riñón se consigue mediante el uso de formulados a base de 

ingredientes activos; los más empleados son azoxistrobin, carbendazim y clorotalonil (Alburqueque 

& Gusqui, 2018). Sin embargo, las soluciones biológicas ofrecen una alternativa ventajosa para el 

control de patógenos en especies vegetales, minimizando el impacto ambiental y protegiendo la salud 

del agricultor (Troussieux et al., 2023). Además, uso representa una reducción en los costos de 

producción, ya que contribuyen a un mayor rendimiento sin requerir el uso excesivo de productos 

agroquímicos (Andrade et al., 2023). 
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Las bacterias como Pseudomonas, Bacillus, Azotobacter, Micrococcus, entre otras han demostrado 

antagonismo en contra de hongos fitopatógenos de algunas especies de plantas (Cochard et al., 2022). 

De este conjunto de bacterias las especies del género Bacillus son las más estudiadas e implementadas 

en el control biológico, ya que representan una fuerte actividad antimicrobiana contra algunos 

patógenos. De igual manera ofrecen un enfoque ecológico y sostenible para el control de enfermedades 

(Karačić et al., 2024).  

 

1.1.5. Bacillus subtilis 

 

1.1.5.1. Características generales 

 

B. subtilis, una bacteria Gram positiva habitual de la rizosfera, se caracteriza por su capacidad de 

adaptación a condiciones ambientales extremas. Esta resistencia se debe a la formación de endosporas, 

que son estructuras latentes metabólicamente inactivas que protegen a la bacteria de factores 

desfavorables como altas temperaturas, radiación y sequía. Además, presenta un amplio rango de 

crecimiento, ya que pueden desarrollarse entre 10 y 48 °C (Errington & Wu, 2017). Este 

microorganismo ha despertado un gran interés en el ámbito agrícola por su potencial como 

biocontrolador de enfermedades fúngicas. A partir de ella se han investigado algunos bioproductos 

agrícolas que ofrecen una alternativa sostenible a los fungicidas químicos tradicionales (Villarreal et 

al., 2018).  

 

B. subtilis pertenece al grupo de Rizobacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal o PGPR (Plant Groth 

Promoting Rhizobacteria), un conjunto de microorganismos que benefician a las plantas a través de 

mecanismos directos e indirectos (Pellegrini et al., 2024).  Entre los mecanismos indirectos se 

encuentra el biocontrol biológico, que consiste en el control de enfermedades mediante la acción de 

antagonistas naturales. Esta bacteria ejerce su efecto antagónico a través de la producción de metabolitos 

secundarios con actividad antimicrobiana como son los lipopéptidos, enzimas líticas y sideróforos 

(Caulier et al., 2019). 

 

Tabla 4.  

Taxonomía de B. subtilis 

                                                           Taxonomía 

Dominio Procariota 

Reino Bacteria 

Filo o división Firmicutes 

Clase Bacilli 
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                                                           Taxonomía 

Orden Bacillales 

Familia Bacillaceae 

Género Bacillus 

Especie Bacillus subtilis 

Fuente: (González et al., 2022). 

 

1.1.5.2. Mecanismos de acción antagónica 

 

B. subtilis, compite con los hongos presentes en la planta por nutrientes y espacio, lo que limita el 

crecimiento y desarrollo de estos. Así mismo, sus diferentes mecanismos de acción como la producción 

de compuestos antimicrobianos, la síntesis de enzimas líticas, entre otros permiten proteger a las plantas 

de infecciones fúngicas (Karačić et al., 2024). De igual manera los lipopéptidos son moléculas cíclicas 

de bajo peso molecular y carácter anfifílico producidas por bacterias del género Bacillus como 

metabolitos secundarios (Bertuzzi et al., 2022). Estas moléculas poseen actividad antifúngica, actuando 

sobre los hongos de diversas maneras: 

 

- Inhiben la proliferación de esporas: impiden la germinación y desarrollo de las esporas 

fúngicas, limitando así la propagación del patógeno.  

- Limitan el crecimiento de hifas: afectan la estructura y el crecimiento de las hifas. 

- Alteran la formación de tubos germinales: reprimen la formación de tubos germinales, que son 

estructuras especializadas que permiten a las hifas penetrar en los tejidos del huésped (Leconte 

et al., 2022). 

 

La implementación de Bacillus en la producción de hortalizas fomenta el control biológico de 

enfermedades. Sin embargo, para su éxito la formulación de estos bioproductos debe ser estable, 

resistente y biocompatible. Una de las tecnologías que permite alcanzar estos estándares es la 

microencapsulación (Ma et al., 2015).  

 

1.1.6. Microencapsulación  

 

La microencapsulación es una técnica que consiste en envolver materiales sólidos, líquidos o gaseosos 

en diminutas microcápsulas o micropartículas. Estas son de tamaño microscópico y ofrecen protección 

al material encapsulado frente a diversos factores ambientales adversos, como luz, oxígeno, cambios de 

humedad, alteraciones del pH y oxidación (Parra, 2010). Para crear estas microcápsulas protectoras, 

se emplea una amplia gama de polímeros, incluyendo gelatina, goma arábiga, alginato de calcio, 



8 
 

caseinato de sodio y maltodextrina, entre otros. La elección del polímero adecuado depende de las 

características específicas del material que se desea encapsular (Saberi et al., 2021). 

 

Al encapsular material biológico la supervivencia de las células dependerá de factores como la 

concentración de los polímeros, concentración bacteriana, el tipo bacteria y las condiciones 

operacionales. La pared de las microcápsulas que lo recubre puede estar constituido por una o más 

sustancias (Wu et al., 2020). La encapsulación se la puede realizar por diferentes tecnologías, entre las 

que se destacan el secado por aspersión, la extrusión y la emulsión, como más eficaces para 

microencapsular bacterias PGPR (Burgain et al., 2011) 

 

1.1.6.1. Técnicas de microencapsulación  

 

• Secado por aspersión: es un método ampliamente utilizado para la conservación de bacterias 

vivas. Este proceso consiste en disolver las células bacterianas en matrices poliméricas como 

la goma arábiga, el almidón o la maltodextrina, formando una suspensión líquida. Misma que 

se atomiza posteriormente en un medio de secado caliente, donde el disolvente se evapora 

rápidamente dejando atrás partículas secas de bacterias encapsuladas. Es una técnica 

relativamente económica en comparación con otros métodos de secado. El proceso es 

relativamente sencillo y no requiere de equipos complejos (Guerin et al., 2017). 

 

• Extrusión: es un método en el que células viables se encapsulan en una solución de cloruro de 

calcio mediante una boquilla de alta presión. Se caracteriza por ser accesible y sencilla, en la 

que no se afecta la viabilidad de las células bacterianas y conservan su vida útil por un largo 

período. Las microcápsulas formadas son densas y a la vez de un tamaño considerablemente 

grande (Song et al., 2013). 

 

• Emulsión: es una técnica a gran escala en donde se requiere un agente endurecedor como el 

Cloruro de calcio, un emulsionante y un tensioactivo. El proceso de emulsión brinda una alta 

tasa de supervivencia de células. El tamaño de las perlas que produce este método se lo 

determina agitando y cambiando las proporciones de aceite y agua (Pour et al., 2019). 

 

1.1.6.2. Microencapsulación de microorganismos  

 

Una de las principales desventajas para la distribución de los bioproductos es su corta vida útil, además 

de sus olores penetrantes que generan durante la fabricación. Por lo cual la microencapsulación es uno 

de los nuevos métodos de formulación de biofungicidas, mismos que son amigables con el ambiente, 
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mejoren la estabilidad y viabilidad de los agentes de biocontrol (Sun et al., 2023). En este caso la 

microencapsulación de B. subtilis requiere de bajos costos de producción y es una alternativa favorable, 

debido a la facilidad de operación e implementación a gran escala (Gullifa et al., 2023) 

 

La selección de un agente encapsulante influye directamente en el proceso de microencapsulación, por 

lo que el material ideal es la maltodextrina en combinación con la goma arábiga. Esto gracias a su bajo 

costo, compatibilidad biológica y ecológica (Ma et al., 2015). La combinación de estos agentes los 

convierte en materiales más empleados y eficaces para la microencapsulación de microorganismos 

(Esquivel et al., 2015). 

 

1.1.6.3. Beneficios de la microencapsulación de microorganismos  

 

La microencapsulación permite empaquetar material biológico; en el caso de encapsular 

microorganismos permite el aislamiento físico y brinda protección a diversos factores del medio 

ambiente (Riseh et al., 2021). Las microcápsulas ofrecen un microentorno interno óptimo que favorece 

la viabilidad de los microorganismos encapsulados. Esto se logra gracias a las propiedades de los 

polímeros utilizados para su elaboración, los cuales son biocompatibles y no tóxicos (J. Hernández et 

al., 2018). 

 

1.1.7. Evaluación antifúngica in vitro  

 

1.1.7.1. Evaluación de la capacidad antagónica 

 

B. subtilis una bacteria grampositiva común, ha ganado atención por su potencial como agente de 

control biológico debido a su capacidad antagonista contra patógenos fúngicos. Esta capacidad se basa 

en diversos mecanismos de acción, entre los que se destaca la producción de metabolitos con actividad 

antimicrobiana (Troussieux et al., 2023). Las pruebas in vitro ofrecen herramientas valiosas para 

evaluar la capacidad antagonista de B. subtilis y sus mecanismos de acción. Entre las técnicas más 

comunes se encuentran: la concentración mínima inhibitoria y la concentración fungicida mínima (Yi 

et al., 2022). 

 

1.1.7.1.1. Concentración mínima inhibitoria (CMI) 

 

La CMI se refiere a la concentración más baja de un agente antimicrobiano que ayuda a la prevención 

o inhibición del crecimiento de un microorganismo; se expresa en μg/mL. Permite evaluar la resistencia 

o sensibilidad de un organismo a un antibiótico en estudio (Marques et al., 2016) en este caso, un 
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metabolito producido por B. subtilis. Se realiza cultivando el patógeno en un medio de cultivo con 

diferentes concentraciones del metabolito (Kebede & Shibeshi, 2022). 

 

1.1.7.1.2. Concentración fungicida mínima (CFM) 

 

La CFM se emplea en el área fúngica y busca encontrar la concentración más baja de un agente 

antifúngico para eliminar por completo el 99,9 % de población fúngica; se expresa en μg/mL (Hiruma 

et al., 2024). Es un parámetro para evaluar la eficacia del agente antifúngico en condiciones de 

laboratorio. Se realiza exponiendo el patógeno a diferentes concentraciones del metabolito durante un 

tiempo determinado y luego evaluando la viabilidad celular (Franconi & Lupetti, 2023). 

 

1.2. Objetivos 

 

1.2.1. Objetivo General  

 

• Evaluar la capacidad antagónica de Bacillus subtilis AC01 microencapsulado frente a 

Cladosporium fulvum CC-FCAGP-Cf-Epi10 y Botrytis cinerea CC-FCAGP-Bc-MG001 

hongos fitopatógenos del tomate riñón (Solanum lycopersicum).  

 

1.2.2. Objetivos Específicos  

 

• Obtener microencapsulados de B. subtilis AC01 mediante secado por aspersión.  

• Determinar la eficiencia de microencapsulación de los microencapsulados de B. subtilis AC01 

obtenidos. 

• Evaluar la capacidad antagónica de los microencapsulados de B. subtilis AC01 frente a C. 

fulvum CC-FCAGP-Cf-Epi10 y B. cinerea CC-FCAGP-Bc-MG001 en pruebas in vitro.  
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CAPÍTULO II. METODOLOGÍA 

 

 

2.1. Materiales  

 

En la presente investigación, se emplearon variedad de materiales, equipos y reactivos de los 

laboratorios de investigación de la Unidad Operativa de la Dirección de Investigación y Desarrollo 

(UODIDE) de la Facultad de Ciencia e Ingeniería en Alimentos y Biotecnología de la Universidad 

Técnica de Ambato, detallados en las Tablas 5, 6 y 7 respectivamente. Estas tablas ofrecen una 

descripción minuciosa de los componentes empleados, lo que proporciona una visión clara y detallada 

de los recursos utilizados en el estudio. 

 

Tabla 5.  

Material fungible utilizado en el desarrollo del proyecto 

Material fungible Cantidad 

Asa de Winogradsky 1 

Gradilla 1 

Pinzas 1 

Matraz Erlenmeyer 250 mL 1 

Micropipeta de 10-100 µL 1 

Micropipeta de 20-200- µL 1 

Micropipetas de 100-1000 µL 1 

Microtubos de 1,5 mL 10 

Placas de 96 pocillos 6 

Probeta de 50 mL 1 

Probeta de 100 mL 1 

Probeta 250 mL 1 

Tubos eppendorf de 15 mL 5 

Vaso de precipitación de 100 mL 1 

Vaso de precipitación de 100mL 1 
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Tabla 6.  

Equipos empleados para el desarrollo del proyecto 

Equipos Cantidad 

Autoclave 1 

Balanza analítica  1 

Cámara de flujo laminar  1 

Incubadora  1 

Espectroscopio (FT-IR /ATR) 1 

Microondas 1 

Mini Spray Dryer Büchi B-290 1 

Refrigerador 1 

Shaker 1 

 

 

Tabla 7.  

Reactivos utilizados en el desarrollo del proyecto 

Reactivos Cantidad 

Agar Nutritivo  1,55 g 

Agua destilada 1 L 

Alcohol 70 % 150 mL 

Alcohol 90 % 50 mL 

Caldo dextrosa Sabouraud (SDB) 3 g 

Goma arábiga  1,54 g 

Maltodextrina  4,62 g 

Medio Luria-Bertani (LB) 7,5 g 

Medio Potato Dextrosa Agar (PDA) 39 g 
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2.2. Métodos  

 

2.2.1. Obtención de microencapsulados de B. subtilis AC01 mediante secado por aspersión 

 

2.2.1.1. Adquisición de cepas  

 

• B. subtilis AC01 

 

La cepa de B. subtilis AC01 que se empleó fue adquirida de la empresa Microbiolab, la cual no contaba 

con una identificación molecular establecida. Por lo que se secuenció utilizando el método Sanger, 

mismo que parte con la replicación de la cepa en placas de Agar PCA, las cuales se incubaron a 37 °C 

por 12 h.  Finalmente se extrajo su ADN con el Kit de Zymo Research Bioma en colaboración con la 

empresa BioSequence. 

 

Posteriormente, para la secuenciación en primer lugar se amplificó mediante PCR el gen 16S ARNr 

para confirmar la presencia de la bacteria, después se secuenció por medio de la técnica Sanger con los 

cebadores 27F y 1492R. Cabe recalcar, que el proceso de amplificación y secuenciación también fueron 

realizados con la empresa BioSequence.  

 

Finalmente, las secuencias generadas se alinearon y corrigieron por el software BioEdit y Chromas Lite. 

Y se observó el parentesco de la cepa de B. subtilis AC01, al alinear esta secuencia en la base de datos 

del National Center for Biotecnology Information (NCBI) empleando BLAST (Basic Local Alignment 

Search Tool) (Valenzuela, 2018). 

 

• C. fulvum CC-FCAGP-Cf-Epi10  

 

La cepa de C. fulvum CC-FCAGP-Cf-Epi10 fue donada por el Dr. Michel Leiva Mora, PhD. docente 

investigador de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica de Ambato del 

proyecto de investigación “Colección de aislados monospóricos de Cladosporium fulvum Cokke que 

afectan a Solanum lycopersicum L. y detección de genes de avirulencia presentes en la provincia de 

Tungurahua”. 

 

• B. cinerea CC-FCAGP-Bc-MG001 

La cepa de B. cinerea CC-FCAGP-Bc-MG001 fue donada por la Ing. Jennifer Guevara del estudio 

“Evaluación de la capacidad antagónica de Trichoderma harzianum microencapsulada frente a Botrytis 

cinerea”. 
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2.2.1.2. Activación de cepas 

 

B. subtilis AC01 

 

La cepa bacteriana de B. subtilis AC01 fue inoculada en placas de Agar Nutritivo previamente 

preparadas, mediante la técnica de estría por agotamiento. El cultivo se llevó a cabo en condiciones 

controladas de temperatura (37 °C) durante un período de 12 horas como recomienda Villalobos et al., 

(2021). 

 

C. fulvum CC-FCAGP-Cf-Epi10  

 

El hongo C. fulvum CC-FCAGP-Cf-Epi10 se inoculó en placas de Agar Papa Dextrosa (PDA, por sus 

siglas en inglés), un medio de cultivo específico para el crecimiento de hongos, mediante la técnica de 

siembra por puntos. El proceso de incubación se llevó a cabo en condiciones controladas, manteniendo 

una temperatura constante de 25 °C durante un período de 7 días (Pérez & Sánchez, 2019). 

 

B. cinerea CC-FCAGP-Bc-MG001 

 

La cepa fúngica B. cinerea CC-FCAGP-Bc-HG001 se activó mediante la técnica de estriado por 

agotamiento, en placas con medio PDA. Para asegurar el desarrollo óptimo del hongo el cultivo se 

realizó en un ambiente controlado, donde la temperatura se mantuvo estable a 25 °C durante un lapso 

de 7 días (Acosta et al., 2021). 

 

2.2.1.3. Multiplicación y preparación del inóculo  

 

La multiplicación bacteriana se realizó a partir de una sola colonia en 150 mL de medio Luria-Bertani 

(LB) a 37 °C por 18 horas en un matraz Erlenmeyer de 250 mL sellado con Parafilm TM y un tapón de 

papel de aluminio con agitación suave de 200 rpm. Cumplido el tiempo establecido se distribuyó el 

medio en tubos falcón de 50 mL y se centrifugó a 5000 rpm por 10 minutos. Se obtuvo un concentrado 

de células y se desechó el sobrenadante. Las células se resuspendieron en 100 mL de solución isotónica 

la cual preservó la viabilidad celular (Dong et al., 2023). 

 

2.2.1.4. Microencapsulación  

 

Se preparó una solución acuosa de maltodextrina y goma arábiga 3:1 respectivamente como materiales 

de pared de 20% p/v y la suspensión de B. subtilis AC01 al 1% p/v obtenida anteriormente en 100 mL 

de solución isotónica. A continuación, se llevó la solución al Mini Spray Dryer y se ajustó las 
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condiciones de operación: temperatura de entrada y salida de aire de 76 y 145 °C, respectivamente; un 

porcentaje de aspiración entre 40 % y 90 %, un flujo de aire de 450 - 565 L/h y un flujo de alimentación 

de 6 mL/min (Ma et al., 2015). Para proteger la viabilidad del microencapsulado se optó por 

almacenarlo en bolsas ziploc de aluminio. 

 

2.2.2. Determinación de la eficiencia de microencapsulación de los microencapsulados de B. 

subtilis AC01 obtenidos 

 

2.2.2.1. Eficiencia de microencapsulación  

 

Para determinar la eficiencia de microencapsulación (ME) se empleó la metodología descrita por 

(Cuello et al., 2015) en la que se realizó una dilución de las microcápsulas en solución salina y se 

centrifugó a 5000 rpm para separar las células de B. subtilis AC01 de los polímeros microencapsulantes. 

Se determinó la concentración bacteriana en el sobrenadante y se calculó con la fórmula descrita a 

continuación:  

 

Ec.1. 

𝑀𝐸 =
(𝐴 − 𝐵)

𝐴
∗ 100 

 

Donde: 

A= concentración bacteriana total en la suspensión.  

B= concentración de la bacteria sin microencapsular encontrada en el sobrenadante. 

 

2.2.2.2. Determinación de la humedad del microencapsulado  

 

Se tomó 1 g del microencapsulado de B. subtilis AC01 y se colocó en la balanza de humedad, misma 

que arrojó los datos de: peso inicial, peso final y porcentaje de humedad (Pastuña et al., 2016).  

 

2.2.2.3. Espectroscopía Infrarroja de la transformada de Fourier 

 

La Espectroscopía Infrarroja por la Transformada de Fourier se llevó a cabo con ayuda del FTIR-ATR 

PerkinElmer siguiendo una adaptación de la metodología descrita por Moradi et al., (2022). Se evaluó 

el polvo microencapsulado colocando una pequeña muestra en el módulo de ATR con una escala de 

longitud de onda de 4000 y 400 cm-1. Finalmente se recolectaron los datos utilizando el software de 

análisis de datos espectrales.  
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Para la interpretación de resultados obtenidos se compararon las bandas de los polvos 

microencapsulados con las bandas de los agentes encapsulantes, es decir, de la maltodextrina y goma 

arábiga para lograr determinar si existe una microencapsulación eficiente.  

 

2.2.3. Evaluación de la capacidad antagónica de los microencapsulados de B. subtilis AC01 

frente a B. cinerea CC-FCAGP-Bc-MG001 y C. fulvum CC-FCAGP-Cf- Epi10 en pruebas 

in vitro 

 

2.2.3.1. Determinación de la concentración mínima inhibitoria (CMI) de los microencapsulados 

de B. subtilis AC01 

 

Para determinar la CMI se prepararon soluciones del microencapsulado de B. subtilis AC01 con 

concentraciones de 10 mg/ml, 20 mg/ml, 50 mg/mL, 100 mg/ml y 200 mg/ml. Se midieron mediante el 

método de microdilución en caldo preparado en placas de 96 pocillos. Cada pocillo se complementó 

con 20 µL de cada suspensión fúngica (B. cinerea CC-FCAGP-Bc-MG001 y C. fulvum CC-FCAGP-

Cf-Epi10) por separado, la cual se ajustó a una concentración de 108 conidios/mL con la ayuda de un 

hemocitómetro, 80 µL de caldo dextrosa Sabouraud (SDB) y 100 µL de suspensión de 

microencapsulado  (Kolarević et al., 2016). El estudio se realizó por triplicado. 

 

Para este ensayo se empleó como control negativo pocillos que contenían SDB y la solución fúngica, 

mientras que, como control positivo, pocillos que reemplazaron la solución del microencapsulado con 

Amistar Top (fungicida comercial). Finalmente, la microplaca se incubó a 25 °C durante 3 días y la 

concentración más baja de suspensión de microencapsulado bacteriana que impidió el crecimiento de 

hongos se definió como CMI, este proceso se repitió tanto para el hongo de B. cinerea CC-FCAGP-Bc-

MG001 y C. fulvum CC-FCAGP-Cf-EPpi0 (Rafiee et al., 2022). 

 

2.2.3.2. Determinación de la concentración fungicida mínima (CFM) de los microencapsulados 

de B. subtilis AC01 

 

La determinación de la CFM se realizó una vez identificada la CMI de cada hongo. Se tomaron 10 µL 

del pocillo que resulte ser la CMI de la placa de micropocillos y de los dos pocillos siguientes que 

mostraron visualmente una inhibición del crecimiento completo. Se cultivaron en medio PDA y se 

incubaron a 35 ± 2 °C durante 48 horas. Posteriormente a la incubación se revisaron las placas buscando 

crecimiento visible de los hongos. La concentración fungicida mínima se registró como aquella en la 

cual no existió crecimiento fúngico visible en las placas de agar (Londoño et al., 2013). 
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2.2.3.3. Ensayo de antagonismo en placa 

 

Se desarrollaron pruebas de antagonismo para evaluar el microencapsulado frente a los hongos 

fitopatógenos, usando la metodología de cultivo dual. En esta prueba el hongo respectivo (B. cinerea 

CC-FCAGP-Bc-MG001 y C. fulvum CC-FCAGP-Cf-Epi10) se esparció mediante estriado por 

agotamiento en toda la placa y el microencapsulado de B. subtilis AC01 se colocaron en un disco de 0.5 

cm de diámetro de papel filtro, con las concentraciones especificadas en el punto 6.3.1. Las placas se 

incubaron a 25 ± 1 °C y los diámetros del crecimiento del patógeno y del biocontrolador se midieron a 

las 72 horas. (B. Martínez et al., 2014). 

 

Se empleó la escala de Duraffourd para medir el antagonismo del microorganismo encapsulado, descrita 

en la Tabla 8.  

 

Tabla 8.  

Escala de sensibilidad según Durrafourd  

Inhibición Símbolo Diámetro 

Sumamente sensible +++ > 20 mm 

Muy sensible ++ >14 mm – 20 mm 

Sensible + ≥8 mm ≤14 mm 

Nula - <8 mm 

Fuente: (Checalla & Sánchez, 2021). 

 

 

Se midió con la ayuda de un pie de rey el diámetro de inhibición del hongo en presencia del 

microencapsulado, del hongo sin la bacteria (control negativo) y del hongo con el producto comercial 

Amistar Top (control positivo), que permite controlar hongos fitopatógenos en cuestión.  

 

Tabla 9.  

Tratamientos para B. cinerea CC-FCAGP-Bc-MG001 

Concentración de 

microencapsulado de B. 

subtilis AC01 

 

Tratamiento 

 

Réplica 1 

 

Réplica 2 

 

Réplica 3 

C1: 10 mg/mL BC1 BC1R1 BC1R2 BC1R3 

C2: 20 mg/mL BC2 BC2R1 BC2R2 BC2R3 
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C3: 50 mg/mL BC3 BC3R1 BC3R2 BC3R3 

C4: 100 mg/mL BC4 BC4R1 BC4R2 BC4R3 

C5: 200 mg/mL BC5 BC5R1 BC4R2 BC5R3 

 

 

Tabla 10.  

Tratamientos para C. fulvum CC-FCAGP-Cf-Epi10) 

Concentración de 

microencapsulado de B. 

subtilis AC01 

 

Tratamiento 

 

Réplica 1 

 

Réplica 2 

 

Réplica 3 

C1: 10 mg/mL CF1 CF1R1 CF1R2 CF1R3 

C2: 20 mg/mL CF2 CF2R1 CF2R2 CF2R3 

C3: 50 mg/mL CF3 CF3R1 CF3R2 CF3R3 

C4: 100 mg/mL CF4 CF4R1 CF4R2 CF4R3 

C5: 200 mg/mL CF5 CF5R1 CF5R2 CF5R3 

 

 

2.2.3.4. Diseño experimental  

 

En esta investigación se busca evaluar si existen diferencias significativas en los halos de inhibición de 

los tratamientos en función del tipo de hongo fitopatógeno y la concentración del microencapsulado, 

por lo que se realizó un diseño factorial AxB con tres réplicas y dos controles (positivo y negativo). Los 

factores de estudio son: Tipo de hongo fitopatógeno (B. cinerea CC-FCAGP-Bc-001 y C. fulvum CC-

FCAGP-Cf-Epi10); concentración de microencapsulado (C1:10, C2:20, C3:50, C4:100, C5:200 

mg/ml). La variable respuesta son los halos de inhibición de los tratamientos en mm. El análisis se 

realizó en el software SPSS mediante la prueba gratuita de 30 días, aplicando un ANOVA y verificado 

la validez de los tratamientos mediante una Prueba HSD de Tukey.  

 

- Variables: 

 

- Variable Dependiente: Diámetro de halo de inhibición (mm). 

- Variables Independientes: Concentración del microencapsulado bacteriano y tipo de hongo 

fitopatógeno. 
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- Hipótesis  

 

• H0: No existen diferencias significativas en los diámetros de los halos de inhibición entre los 

dos tipos de hongos fitopatógenos y la concentración del microencapsulado de B. subtilis 

AC01.  

 

• Ha: existen diferencias significativas en los diámetros de los halos de inhibición entre los dos 

tipos de hongos fitopatógenos y la concentración del microencapsulado de B. subtilis AC01. 
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CAPÍTULO III.- RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

3.1. Análisis y discusión de los resultados  

 

3.1.1. Obtención de microencapsulados de B. subtilis AC01 mediante secado por aspersión  

 

3.1.1.1. Identificación molecular B. subtilis AC01 

 

Para la identificación de la cepa de B. subtilis AC01, se secuenció el gen 16S ARNr mediante la técnica 

de secuenciación Sanger. Esta técnica utiliza nucleótidos terminadores marcados con fluorescencia que, 

al ser incorporados por la ADN polimerasa, generan fragmentos de diferentes longitudes, permitiendo 

identificar la base en la que termina cada fragmento (Crossley et al., 2020). El gen 16S ARNr se utiliza 

como marcador genético porque está presente en la mayoría de las bacterias, su función es conservada 

y es suficientemente largo para análisis bioinformáticos (Janda & Abbott, 2007). Los cebadores 

utilizados fueron 27f y 1492r, que se unen a los nucleótidos 8-27 y 1492-1507 del gen 16S rRNA. 

 

Tras un alineamiento en NCBI BLAST, se comparó la secuencia obtenida (Figura 1) con la base de 

datos, identificando la bacteria como Bacillus subtilis subespecie subtilis cepa SRCM1000761, 

SRCM100757 o SRCM101444, todas con un 97.65% de similitud (Anexo 11) lo que indica el 

porcentaje de residuos idénticos en las mismas posiciones de la secuencia original (Torkian et al., 

2020). Sin embargo, la cobertura fue del 32%, lo que representa la fracción de la secuencia original 

incluida en el alineamiento de segmentos (Hu & Kurgan, 2019). 

 

Figura 1. Resultado de la secuenciación de B. subtilis AC01 
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3.1.1.2. Producción de inóculo bacteriano de B. subtilis AC01 

 

La producción de células bacterianas de la cepa B. subtilis AC01 inició a partir de una única colonia. 

Esta colonia se inoculó en un matraz Erlenmeyer que contenía 150 mL de medio de cultivo Luria Bertani 

(LB). El cultivo se incubó en condiciones óptimas de temperatura y agitación durante un tiempo 

determinado hasta alcanzar la densidad óptica deseada (DO600 = 1.0) para asegurar que exista 

suficiente cantidad de bacterias. Posteriormente, las células bacterianas se sedimentaron por 

centrifugación y se resuspendieron en solución salina ajustando la concentración a 108 UFC/mL. Este 

proceso permitió obtener 1,54 g de células bacterianas viables, las cuales fueron resuspendidas en 

solución salina para su posterior uso.  

 

3.1.1.3. Microencapsulación de células de B. subtilis AC01 

 

El proceso de secado por aspersión se llevó a cabo a temperatura de salida de 70 °C. El rendimiento del 

proceso de microencapsulación obtenido fue del 25,31 % (-). Si bien este porcentaje se considera bajo, 

es importante destacar que se encuentra dentro del rango típico para experimentos a escala de 

laboratorio, el cual oscila entre el 20 % y el 70 %, según López et al., (2006). Sin embargo, este bajo 

rendimiento podría atribuirse a diversos factores. En primer lugar, una parte significativa de la muestra 

podría haberse adherido a las paredes de la cámara de secado, lo que ocasionaría pérdidas del material. 

Por otro lado, es posible que el polvo microencapsulado haya sido expulsado a través de los conductos 

de salida, generando perdidas considerables, como lo sugieren (Ramos et al., (2022).  

 

Adicionalmente, pudo existir un bloqueo de la tobera por parte del material microencapsulado 

ocasionando un aumento en la temperatura de salida. Esquivel et al., (2015) señalan que la temperatura 

de salida en este tipo de procesos usualmente se encuentra entre 50 y 80 °C. Un incremento en la 

temperatura podría haber provocado la degradación del material y, en consecuencia, la disminución del 

rendimiento. 

 

Para la generación de las paredes encapsulantes se utilizaron goma arábiga (GA) y maltodextrina (MD) 

en conjunto. Estos polímeros fueron seleccionados debido a sus características favorables de ser 

altamente solubles, aportan baja viscosidad y una alta estabilidad (Karaaslan et al., 2021). En este 

estudio, se empleó una relación 3:1 (MD:GA), la cual ha demostrado ser efectiva para encapsular 

diversos compuestos con propiedades similares a las de las células bacterianas utilizadas. Asimismo, se 

utilizó una concentración de células bacterianas al 1 % p/v, las cantidades empleadas se visualiza en la 

Tabla 11. 
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Tabla 11.  

Composición del microencapsulado de B. subtilis AC01 

Componente Cantidad  

Goma arábiga 4,62 g 

Maltodextrina 1,54 g 

Células de B. subtilis AC01 1,54 g 

 

 

En este caso la combinación de diferentes polímeros encapsulantes, como GA y MD, ofrece ventajas 

sobre el uso de un solo agente. Ya que pueden complementarse entre sí, mejorando las propiedades 

generales del recubrimiento, como la estabilidad, permeabilidad y liberación del compuesto 

encapsulado (Ríos & Gil, 2021). En ciertos casos la combinación de polímeros resulta ser económica 

a comparación de emplear un solo polímero costoso, potenciando así el desarrollo de un bioproducto a 

partir de la encapsulación de B. subtilis AC01 (Sarabandi et al., 2019). 

 

3.1.2. Determinación de la eficiencia de microencapsulación de los microencapsulados de B. 

subtilis AC01 obtenidos 

 

3.1.2.1. Eficiencia de la microencapsulación (ME)  

 

Para garantizar una alta eficiencia del microencapsulado (Ríos & Gil, 2021) aseguran que es de vital 

importancia la elección de los materiales que van a formar la pared de las capsulas, ya que estos 

permitirán conservar las propiedades y la viabilidad del principio activo. En el presente estudio se 

obtuvo una eficiencia del 82,5 % (Anexo 13) que resulta ser un valor considerable. Sin embargo, para 

obtener una alta eficiencia los parámetros de operación deben ser optimizados como es la velocidad de 

alimentación y la temperatura de entrada y salida de aire (Liu et al., 2004).  

 

Estudios realizados por Ma et al., (2015) demostraron que la tasa de supervivencia de B. subtilis B99-

2 fueron mayores cuando la temperatura de entrada oscilaba en un rango de 125 a 145 °C. La especie 

de B. subtilis se caracteriza por ser resistente a altas temperaturas en forma de endosporas (González 

et al., 2022), sin embargo, las temperaturas altas en el proceso de microencapsulación pueden generar 

pérdidas del ingrediente activo y por ende un bajo porcentaje de células empaquetadas, lo que genera 

una disminución en la eficiencia.  
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3.1.2.2. Determinación de la humedad del microencapsulado  

 

El proceso de microencapsulación de microorganismos debe tener condiciones controladas, con el fin 

de proporcionar una técnica adecuada y no perjudicar la viabilidad celular (Sun et al., 2023). Con este 

objetivo se realizó el análisis de contenido de humedad, obteniendo los resultados descritos en la Tabla 

12 y se observa en el Anexo 15. Es necesario tomar en cuenta que existen una variedad de polímeros 

capaces de realizar una microencapsulación adecuada para microorganismos. Sin embargo, polímeros 

como maltodextrina y goma arábiga son los más utilizados debido a sus características de encapsulación 

y compatibilidad con células (Deng et al., 2023). Asimismo, estos polímeros facilitan la asimilación y 

solubilidad en matrices acuosas, en donde se resuspenden los microorganismos.  

 

Tabla 12.  

Eficiencia de microencapsulación de B. subtilis AC01 

Microorganismo Peso inicial del 

microencapsulado (g) 

Peso final del 

microencapsulado (g) 

Eficiencia de 

microencapsulación 

B. subtilis 1.035±0.87 0.937±0.15 90.53±0.56% 

 

 

En este caso la eficiencia del microencapsulado fue de 90.53±0.56%, mismo que es considerado como 

un resultado óptimo para el contenido de las microcápsulas. Este se corrobora con los obtenidos por 

(Ramirez et al., 2024) en su estudio. Una correcta microencapsulación permite conservar viables por 

más tiempo las células inmovilizadas, garantizando, en este caso, que prevalezca la capacidad 

antifúngica propia de B. subtilis. Si bien existe una alta eficiencia de microencapsulación, es necesario 

contrastar este resultado con pruebas adicionales como la Espectroscopía Infrarroja por la Transformada 

de Fourier, en donde se logra contrastar mediante un espectro el contenido que presenta el 

microencapsulado. 

 

3.1.2.3. Espectroscopía Infrarroja de la Transformada de Fourier 

 

La forma de aplicación de microorganismos utilizados en el control biológico es un parámetro crucial 

para tener en cuenta, principalmente por la susceptibilidad que poseen estos a factores ambientales. La 

microencapsulación como método de conservación permite superar estos factores, dando lugar a un 

correcto control fúngico por parte de las bacterias (Fathi et al., 2021). Una forma rápida de comprobar 

la eficiencia de microencapsulación de microorganismos es por la Espectroscopía Infrarroja por la 

Transformada de Fourier (FTIR, por sus siglas en inglés). Esta es una técnica capaz de identificar grupos 
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funcionales específicos, acorde el espectro que generan por el haz de luz infrarroja que atraviesa la 

muestra (Mooranian et al., 2014).  

 

En este trabajo, se utilizó el FTIR ya que es capaz de determinar la presencia de moléculas 

características de los microorganismos microencapsulados. Para la ejecución de esta sección se empleó 

un FTIR en conjunto con el módulo de Reflectancia Total Atenuada (ATR). Los espectros mostrados en 

la Figura 2 indican la composición del microencapsulado y de la composición polimérica utilizada para 

el recubrimiento.  

 

 

Figura 2. Espectros obtenidos en la microencapsulación de B. subtilis AC01 

Nota: A) Microencapsulado de B. subtilis AC01 B) B. subtilis AC01 resuspendido C) Espectro obtenido 

de la mezcla polimérica  

 

En la Figura 2C se observan los picos característicos de la mezcla polimérica utilizada de maltodextrina 

y goma arábiga. Estos corresponden con el producto obtenido mediante secado por aspersión (Figura 

2A), lo cual determina una adecuada microencapsulación de los microorganismos. Esto se evidencia de 

forma más clara con los picos que se encuentran en 1076 cm-1, 2925 cm-1 y 1147 cm-1, ya que estos 

no se encuentran presentes en la muestra que contiene únicamente la bacteria.  

 

Por otra parte, en la Figura 2B se observa una depresión profunda cercana a 3337 cm-1, correspondiente 

a ácidos grasos de cepas de B. subtilis (Bağcıoğlu et al., 2019). De la misma forma, el pico presente en 
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1632 cm-1 corresponde a enlaces C=O seguidos de un pico presente en 1021 cm-1, el cual indica la 

presencia de grupos éster fosfórico, los cuales en conjunto están presentes en la membrana celular de 

B. subtilis. Es posible observar un punto final característico presente en 556 cm-1 el cual denota la 

presencia de fosfolípidos y ARN presente en la muestra (Brandes & Brandl, 2011). 

 

 

 

Figura 3. Espectros superpuestos 

 

 

Nota: Azul: espectro obtenido para la suspensión de B. subitlis AC01. Rojo: Microencapsulado de B. 

subtilis AC01. Negro: Mezcla polimérica 

 

En la Figura 3 se observa claramente la diferencia entre los espectros obtenidos para cada muestra. Al 

existir un valle más profundo en la suspensión de B. subtilis (espectro azul) a diferencia de los espectros 

que contienen solo polímeros y la bacteria microencapsulada (espectros negro y rojo respectivamente) 

indica que la mayoría de la biomasa fue correctamente microencapsulada. Esto se corrobora con la 

similitud existente entre el espectro que contiene únicamente polímeros con el espectro del 

microencapsulado, ya que se demuestra la existencia de la barrera generada por los polímeros frente a 

B. subtilis AC01 (Zdenek et al., 2004). 
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3.1.3. Evaluación de la capacidad antagónica de los microencapsulados de B. subtilis AC01 

frente a B. cinerea CC-FCAGP-Bc-MG001 y C. fulvum CC-FCAGP-Cf- Epi10 en pruebas 

in vitro 

 

3.1.3.1. Determinación de actividad antifúngica  

 

El microencapsulado de B. subtilis AC01 exhibió actividad antifúngica contra la cepa de C. fulvum CC-

FCAGP-Cf-Epi10 mediante la técnica de microdilución en caldo en placas de 96 pocillos como se 

muestra en la Figura 4. Los resultados evidenciaron inhibición del crecimiento fúngico desde la 

concentración mínima de microencapsulado (1) que fue de 10 mg/mL (1%). En consecuencia, los 

valores de CMI (Concentración Mínima Inhibitoria) y CFM (Concentración Fungicida Mínima) del 

microencapsulado frente a C. fulvum CC-FCAGP-Cf-Epi10 se encontraron dentro del rango de 10 a 50 

mg/mL.  

 

 

 

Figura 4. Prueba de microdilución en caldo en placas de 96 pocillos para C. fulvum CC-FCAGP-Cf-

Epi10 

Nota: En la placa se reporta los resultados de inhibición de la cepa de C. fulvum CC-FCAGP-Cf-Epi10 

sometida a diferentes concentraciones (1,2,3,4 y 5) con tres réplicas (A, B y C) y con sus respectivos 

controles negativo (D) y positivo (E).  

 

La CMI se estableció en 10 mg/mL, ya que a esta concentración se observó un claro efecto antifúngico 

contra el hongo, debido a que no presento crecimiento a simple vista (1A, 1B y 1C). Posteriormente, se 

sembraron las dos concentraciones siguientes, 20 mg/mL (2%) y 50 mg/mL (5%), en placas con medio 

PDA. Se determinó que la CFM es la concentración de 50 mg/mL, en vista de que no se detectó 

población fúngica a esta concentración como se muestra en la Figura 5. Esto indica la inhibición 

completa del patógeno a diferencia de las otras dos concentraciones (10 y 20 mg/mL) que mostraron 

crecimiento de varias colonias.  
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Figura 5. Siembra en placa del pocillo con una concentración de microencapsulado de B. subtilis 

AC01 de 50 mg/mL 

 

 

Diversos estudios, como el de Valenzuela et al., (2020) han demostrado que las bacterias del género 

Bacillus son capaces de producir lipopéptidos antifúngicos, como surfactinas e iturinas. Incluso, algunas 

cepas, como B. subtilis QST713, tienen la capacidad de sintetizar ambos tipos de lipopéptidos 

simultáneamente (Rafiee et al., 2022). La obtención de valores bajos de CMI y CFM, como se observa 

en este estudio, indica una alta producción de lipopéptidos por parte de la bacteria (Ley et al., 2022). 

 

Por otro lado, el hongo B. cinerea CC-FCAGP-Bc-MG001 exhibió un mayor porcentaje de colonización 

en las cinco concentraciones evaluadas como se aprecia en la Figura 6. Esto indica que el control 

biológico mediante el microencapsulado de B. subtilis AC01 resultó ineficaz contra este patógeno. Esta 

falta de control podría atribuirse a diversos factores, incluyendo la especificidad del patógeno. 

 

 

 

Figura 6. Prueba de microdilución en caldo en placas de 96 pocillos para B. cinerea CC-FCAGP-Bc-

MG001 

 

Cada especie de hongo posee características únicas, como mecanismos de defensa y resistencia a 

agentes biológicos como B. subtilis. En este caso, el hongo de B. cinerea empleado en el estudio 

proviene de la provincia de Tungurahua, Ecuador, donde el moho gris es una enfermedad prevalente en 

cultivos de hortalizas (Calvache & Filgueira, 2017). La necesidad de controlar este patógeno podría 
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haber impulsado el desarrollo de mecanismos de resistencia más robustos en los hongos locales, 

incluyendo la cepa CC-FCAGP-Bc-MG001. Esta hipótesis se sustenta en la variabilidad genética 

observada en B. cinerea (Weber & Petridis, 2023). Las poblaciones de este hongo han evolucionado 

para adaptarse a diferentes condiciones ambientales y a diversos métodos de control, incluyendo el uso 

de agentes biológicos. 

 

En consecuencia, la cepa B. cinerea CC-FCAGP-Bc-MG001 podría presentar una menor susceptibilidad 

a B. subtilis AC01, lo que explicaría la falta de eficacia del microencapsulado en este caso particular. 

Esta observación resalta la importancia de considerar la especificidad del patógeno y la variabilidad 

genética al evaluar la efectividad de estrategias de control biológico. 

 

3.1.3.2. Ensayo de antagonismo en placa  

 

Los resultados de antagonismo para cada hongo fitopatógeno se determinaron mediante la medición de 

los halos translucidos que presento cada tratamiento, con su respectivo control (positivo y negativo). Se 

determino el grado de inhibición siguiendo la escala de sensibilidad según Duraffourd descrita en la 

Tabla 5.  

 

3.1.3.2.1. Medición de los halos de inhibición  

 

La Tabla 13 muestra la medida de los halos de inhibición y su promedio obtenidos para el hongo de B. 

cinerea CC-FCAGP-Bc-MG001. Hay que mencionar que fueron cinco tratamientos con tres replicas 

cada uno y con sus respectivos controles positivos y negativos (Anexo 16). 

 

Tabla 13.  

Halos de inhibición para los tratamientos empleados con B. cinerea CC-FCAGP-Bc-MG001 con 

diferentes concentraciones de microencapsulado de B. subtilis AC01 

Tratamiento Halo de inhibición (mm) Promedio de halo (mm) 

BC1R1 7 
 

7,33 
BC1R2 8 

BC1R3 7 

BC2R1 8  

7,67 BC2R2 8 

BC2R3 7 

BC3R1 8  
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Tratamiento Halo de inhibición (mm) Promedio de halo (mm) 

BC3R2 8 8 

BC3R3 8 

BC4R1 8  

8,67 BC4R2 9 

BC4R3 9 

BC5R1 10  

9,67 BC5R2 9 

BC5R3 10 

 

 

 

Figura 7. Resultado de actividad antifúngica de B. subtilis AC01 microencapsulado, con una 

concentración de 200 mg/mL frente a B. cinerea CC-FCAGP-Bc-MG001 

 

 

Se evaluó la actividad antagonista del microencapsulado de B. subtilis AC01 contra B. cinerea CC-

FCAGP-Bc-MG001 en diferentes tratamientos y concentraciones (10 mg/mL, 20 mg/mL, 50 mg/mL, 

100 mg/mL y 200 mg/mL). Los resultados no mostraron una correlación significativa entre la 

concentración de microencapsulado y su efecto antifúngico. El tratamiento BC5 a pesar de poseer la 

mayor concentración de microencapsulado, solo presentó un promedio de inhibición de 9,67 mm a las 

72 horas, lo que lo clasifica como sensible (+) al microencapsulado como se muestra en la Figura 7. 

Los tratamientos con menor concentración de microencapsulado no exhibieron resultados antagónicos 

significativos, traduciéndose en una nula inhibición (-). 
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Los resultados obtenidos sugieren que la actividad antagonista del microencapsulado de B. subtilis 

contra B. cinerea no depende únicamente de la concentración del microencapsulado. Es probable que 

otros factores intervengan en la actividad antagonista, además de la cantidad de microencapsulado 

presente. Uno de estos factores podría ser la resistencia de la pared celular del hongo. B. cinerea posee 

una pared celular gruesa y resistente, lo que puede dificultar la penetración de las enzimas o lipopéptidos 

antimicrobianos producidos por B. subtilis (Tenberge, 2007). Además, que existe la posibilidad que la 

cepa en específico haya desarrollado genes de resistencia ante cepas de control biológico (Weber & 

Petridis, 2023). 

 

Cabe destacar que al momento de evaluar los tratamientos (72 horas), el hongo B. cinerea CC-FCAGP-

Bc-MG001 se encontraba en su fase de crecimiento exponencial, caracterizada por un aumento 

significativo de la esporulación. Esta fase se evidencia por la presencia de conidios en gran parte de la 

superficie del cultivo (Miclea et al., 2012) como se observa en el Anexo 17 que son los tratamientos 

con menos concentración de microencapsulado.  

 

La Tabla 14 presenta a los de inhibición para los tratamientos empleados y su promedio con C. fulvum 

CC-FCAGP-Cf- Epi10 con diferentes concentraciones de microencapsulado de B. subtilis AC01. Hay 

que mencionar que fueron cinco tratamientos con tres replicas cada uno y con sus respectivos controles 

positivos y negativos (Anexo 18). 

 

Tabla 14.  

Halos de inhibición para los tratamientos empleados con C. fulvum CC-FCAGP-Cf- Epi10 con 

diferentes concentraciones de microencapsulado de B. subtilis AC01. 

Tratamiento Halo de inhibición (mm) Promedio de halo (mm) 

CF1R1 23 

22.67 CF1R2 22 

CF1R3 23 

CF2R1 28 

28.33 CF2R2 28 

CF2R3 29 

CF3R1 30 

30.67 CF3R2 32 

CF3R3 30 

CF4R1 35 
34.67 

CF4R2 34 
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Tratamiento Halo de inhibición (mm) Promedio de halo (mm) 

CF4R3 35 

CF5R1 34 

36 CF5R2 36 

CF5R3 38 

 

 

 

Figura 8. Resultado de actividad antifúngica de B. subtilis AC01 microencapsulado a 200 mg/mL 

frente a C. fulvum CC-FCAGP-Cf- Epi10 

 

 

El microencapsulado de B. subtilis AC01 presentó una actividad antagónica altamente efectiva contra 

el hongo C. fulvum CC-FCAGP-Cf-Epi10 en todas las concentraciones evaluadas, desde la mínima 

hasta la máxima. El tratamiento CF1 con una concentración de 10 mg/mL (1%) presentó un promedio 

de inhibición de 22,67 mm, clasificándolo como sumamente sensible (+++) al microencapsulado. Los 

demás tratamientos (CF2, CF3, CF4 y CF5) también mostraron resultados considerables de halos de 

inhibición, con promedios de 28,33 mm, 30,67 mm, 34,67 mm y 36 mm, respectivamente, ubicándolos 

en la categoría de sumamente sensibles (+++).  

 

Según (Wang et al., 2018) las cepas del género Bacillus presentan una notable capacidad para inhibir 

significativamente el crecimiento de microorganismos patógenos que causan enfermedades como el 

hongo C. fulvum Cooke, que afecta las zonas aéreas de las plantas. Diversos estudios han demostrado 

que los metabolitos biológicos producidos por Bacillus como iturina y surfactina (Shali et al., 2017) 

juegan un papel crucial en el control de patógenos fúngicos. Estos metabolitos ejercen su efecto 

principalmente a través de la destrucción de la membrana celular del hongo. 
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Adicionalmente, B. subtilis produce enzimas líticas capaces de degradar la pared celular de los 

microorganismos patógenos. La pared celular fúngica, compuesta por glicoproteínas, polisacáridos y 

otros componentes (Bowman & Free, 2006), varía en su composición según la especie fúngica. En el 

caso de C. fulvum, la producción de enzimas como quitanasas y β-glucanasas por parte de Bacillus 

genera un efecto inhibidor significativo en todas las concentraciones estudiadas como se muestra en el 

Anexo 19. Estas enzimas degradan los polisacáridos que conforman la pared celular del hongo a través 

de la hidrólisis de sus enlaces glucosídicos (Shafi et al., 2017). 

 

Como se observa en la Figura 8, existe una relación directa entre la concentración del microencapsulado 

y el diámetro de inhibición. A mayor concentración de microencapsulado, se observa un mayor diámetro 

del halo de inhibición alrededor del punto de aplicación. Este fenómeno se debe a que, a mayor 

concentración de microencapsulado, hay mayor cantidad de células de B. subtilis AC01 disponibles para 

ejercer su acción antagónica contra el hongo. Como resultado, se produce una mayor liberación de 

metabolitos antimicrobianos y enzimas líticas, lo que genera un efecto inhibidor más extenso sobre el 

crecimiento del hongo. 

 

3.1.3.3. Diseño experimental  

 

Las medias marginales estimadas para cada hongo se las muestra en la Tabla 15 y en la Figura 9.  

Tabla 15.  

Medias marginales para cada hongo fitopatógeno estudiado 

Variable dependiente: diámetro de halo de inhibición (mm) 

Hongo fitopatógeno Media Desv. Error 

Intervalo de confianza al 95% 

Límite inferior Límite superior 

B. cinerea 8.267 0.226 7.795 8.738 

C. fulvum 30.467 0.226 29.995 30.938 

 

 

En la Tabla 15 se puede apreciar que para el hongo de B. cinerea CC-FCAGP-Bc-MG001 la media de 

los halos de inhibición es de 8.267 y para C. fulvum CC-FCAGP-Cf- Epi10 la media es 

significativamente mayor con un valor de 30.467. La desviación estándar del error para los dos es de 

0.226 y con un intervalo de confianza al 95%, lo que nos indica que la media de los halos de inhibición 

para los hongos está bien delimitada.  
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Figura 9. Comparación de medias marginales estimadas de los diámetros de los halos de inhibición 

según cada hongo fitopatógeno 

 

En la Figura 9 los datos muestran una clara diferencia en la respuesta de los hongos de Botrytis y 

Cladosporium ante los tratamientos con el microencapsulado de B. subtilis AC01. El hongo 

fitopatógeno de C. fulvum CC-FCAGP-Cf- Epi10 exhibe una activad inhibitoria mucho más alta en 

comparación con B. cinerea CC-FCAGP-Bc-MG001. Las diferencias entre las medias (30.467 para 

Cladosporium frente a 8.267 para Botrytis) sugiere que Cladosporium es más susceptible o que los 

tratamientos tienen un efecto más fuerte sobre este hongo.  

 

Las medias marginales para cada concentración de microencapsulado evaluado en este estudio se 

muestra en la Tabla 16 y en la Figura 10.  

 

Tabla 16.  

Medias marginales para la concentracion de B. subtilis AC01 microencapsulado 

Variable dependiente: diámetro de halo de inhibición (mm) 

Concentración de 

microencapsulado Media Desv. Error 

Intervalo de confianza al 95% 

Límite 

inferior 

Límite 

superior 

C1:10 mg/mL 15.000 0.357 14.254 15.746 

C2:20 mg/mL 18.000 0.357 17.254 18.746 

C3:50 mg/mL 19.333 0.357 18.588 20.079 

C4:100 mg/mL 21.667 0.357 20.921 22.412 

C5:200 mg/mL 22.833 0.357 22.088 23.579 
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Como se puede observar en la Tabla 16 las medias marginales muestran un crecimiento gradual en los 

halos de inhibición, a medida que aumenta la concentración de microencapsulado de B. subtilis AC01. 

Esto sugiere que mayores concentraciones de microencapsulado están asociadas con una mayor 

actividad inhibitoria sobre los hongos, según la medida de los halos de inhibición. Se emplea unos 

intervalos de confianza al 95% para cada nivel de concentración lo que indica una precisión razonable 

en las estimaciones de las medias.  

 

 

 

Figura 10. Comparación de medias marginales estimadas de los diámetros de los halos de inhibición 

según cada concentración de B. subtilis AC01 microencapsulado 

 

 

Estas medias marginales de la concentración de microencapsulado complementan los datos anteriores 

sobre los hongos de C. fulvum CC-FCAGP-Cf- Epi10 y B. cinerea CC-FCAGP-Bc-MG001, 

proporcionando información adicional de como la concentración de microencapsulado influye en la 

actividad inhibitoria observada en la Figura 10. 

 

 

Las medias marginales del factor A (hongo fitopatógeno) y del factor B (concentración de 

microencapsulado) comparadas entre si se las evidencia en la Figura 11. 
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Figura 11. Medias marginales de los hongos fitopatógenos de B. cinerea CC-FCAGP-Bc-MG001 y C. 

fulvum CC-FCAGP-Cf- Epi10 con las diferentes concentraciones de microencapsulado de B. subtilis 

AC01 con la media de los halos de inhibición para cada tratamiento 

 

 

Se obtuvo las medias marginales de la intersección AxB combinando cada nivel de los hongos 

fitopatógenos con cada concentración de microencapsulado. La media marginal de cada concentración 

de microencapsulado (C1 a C5) indica que hay un aumento en los halos de inhibición con el aumento 

de la concentración del microencapsulado. Por otro lado, la media marginal de cada hongo (Botrytis y 

Cladosporium) muestran que C. fulvum CC-FCAGP-Cf- Epi10 tiene halos de inhibición mucho más 

grandes que B. cinerea CC-FCAGP-Bc-MG001. 

 

 

Se infiere que para Botrytis los halos de inhibición para cada concentración de microencapsulado serán 

menores en comparación con Cladosporium. Del mismo modo, para Cladosporium), los halos de 

inhibición aumentarán con la concentración de microencapsulado y serán significativamente mayores 

que para Botrytis.  

 

 

Por otro lado, la Tabla 17 indica el análisis de varianza, el modelo, la intersección de datos y cada 

variable, es decir todos los efectos del estudio.  
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Tabla 17.  

Prueba de Efectos Inter-Sujetos 

Variable dependiente: diámetro de halo de inhibición (mm) 

Origen 

Tipo III de suma de 

cuadrados gl Media cuadrática F Sig. 

Modelo 

corregido 

4047.633a 9 449.737 586.614 <0.001 

Intersección 11252.033 1 11252.033 14676.565 <0.001 

Hongo 3696.300 1 3696.300 4821.261 <0.001 

Concentración 229.467 4 57.367 74.826 <0.001 

Hongo * 

Concentración 

121.867 4 30.467 39.739 <0.001 

Error 15.333 20 0.767 
  

Total 15315.000 30 
   

Total corregido 4062.967 29 
   

a. R al cuadrado = .996 (R al cuadrado ajustada = .995) 

 

 

En la Tabla 17 se describe las pruebas de Efectos Inter-Sujetos, en donde el modelo general es altamente 

significativo (p < 0.001) al ser menor a 0.05 (intervalo de confianza), al igual que el tipo de hongo tiene 

un efecto muy significativo en los halos de inhibición, con C. fulvum CC-FCAGP-Cf- Epi10 mostrando 

mayores halos de inhibición de B. cinerea CC-FCAGP-Bc-MG001. Las diferentes concentraciones de 

microencapsulado tienen efecto significativo en los halos de inhibición, con concentraciones mayores. 

A su vez la interacción entre el tipo de hongo y la concentración es significativa, sugiriendo que el 

efecto de la concentración varía dependiendo del tipo de hongo.  

 

 

Finalmente, en la Tabla 18 se describe los resultados de una prueba post hoc de comparaciones múltiples 

entre las medias de los grupos y determinar si existen diferencias significativas entre ellas. En este caso 

los grupos corresponden a las diferentes concentraciones de microencapsulado de B. subtilis (C1 a C5).  
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Tabla 18.  

Prueba de comparaciones múltiples 

Concentración de 

microencapsulado N 

Subconjunto 

1 2 3 

HSD Tukeya,b C1 6 15.0000 
  

C2 6 
 

18.0000 
 

C3 6 
 

19.3333 
 

C4 6 
  

21.6667 

C5 6 
  

22.8333 

Sig. 
 

1.000 0.101 0.183 

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. 

 Se basa en las medias observadas. 

 El término de error es la media cuadrática (Error) = .767. 

a. Utiliza el tamaño de la muestra de la media armónica = 6.000. 

b. Alfa = 0.05. 

 

 

La prueba de HSD de Tukey nos muestra tres subconjuntos, en el primero se encuentra C1 con una 

significancia 1.000 lo que indica que no hay diferencias significativas. El segundo está conformado por 

C2 y C3, con una significancia de 0.101 que sugiere que no existe diferencias significativas entre estas 

concentraciones. Por último, el tercer subconjunto contiene a C4 y C5 con una significancia de 0.183 

por tanto no presenta diferencias significativas.  

 

En base a los resultados de las pruebas de ANOVA y HSD de Tukey muestran diferencias significativas 

tanto en los efectos principales (Tipo de hongo y concentración de microencapsulado) como en la 

interacción entre estos factores. En este caso la Ha es sustentada gracias a que las diferencias en los 

diámetros de los halos de inhibición entre los dos hongos y las concentraciones evaluadas son 

significativas. Además de que la interacción entre el tipo de hongo y la concentración es significativa, 

indicando que el efecto de la concentración varía dependiendo del tipo de hongo.  
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3.1.3.4. Verificación de hipótesis 

 

 

H0 ≠ 0 Se rechaza la hipótesis nula. 

 

 

Ha = 0 Se acepta la hipótesis alternativa, se concluye que existen diferencias significativas en los 

diámetros de los halos de inhibición entre los dos tipos de hongos fitopatógenos y la concentración del 

microencapsulado de B. subtilis AC01. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



39 
 

CAPÍTULO IV.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

 

 

Conclusiones 

 

 

• La microencapsulación de la cepa B. subtilis AC01 se llevó a cabo mediante secado por 

aspersión, utilizando una mezcla de maltodextrina y goma arábiga en una proporción de 3:1 

como polímeros encapsulantes. El proceso se realizó en condiciones óptimas, con una 

temperatura de entrada de 145 °C y una temperatura de salida de 70 °C, empleando una 

proporción de 20:80 entre el ingrediente activo y el polímero. Esto resultó en un rendimiento 

del 25,31 % debido a las pérdidas ocasionadas por la temperatura de secado. 

 

• El proceso de encapsulación por secado por aspersión alcanzó una eficiencia del 82.5% y 

presentó un porcentaje de humedad del 9.47%, lo que se traduce en una eficiencia total del 

90.53%. Adicionalmente, el microencapsulado fue analizado mediante Espectroscopia de 

Infrarrojos por Transformada de Fourier (FTIR), revelando picos correspondientes a los grupos 

funcionales que conforman la bacteria microencapsulada.  

 

• Se determinó, a través de pruebas in vitro, la capacidad antagonista de B. subtilis AC01 

microencapsulado frente a la cepa C. fulvum CC-FCAGP-Cf-Epi10 a diferentes 

concentraciones. Los resultados mostraron que todas las concentraciones probadas fueron 

sumamente efectivas y lograron inhibir el crecimiento del patógeno. Se determino que su CMI 

es 10 mg/mL y su CFM 50 mg/mL. Sin embargo, en el caso de la cepa B. cinerea CC-FCAGP-

Bc-MG001, la inhibición fue baja, y en los tratamientos con menor concentración de 

microencapsulado, la inhibición fue nula.  

 

• Finalmente, se determinó que B. subtilis AC01 presenta un resultado favorable frente a un 

proceso de microencapsulación utilizando polímeros como goma arábiga y maltodextrina, con 

rendimientos del 90.53%. Además, presenta un resultado favorable como forma de control 

biológico frente a C. fulvum CC-FCAGP-Cf-Epi10 con resultados favorables, a diferencia de 

su uso para el control de B. cinerea CC-FCAGP-Bc-MG001 en donde la inhibición de su 

crecimiento fue relativamente baja. Esto conlleva un posible uso de B. subtilis AC01 con el fin 

de reducir el uso de fungicidas químicos utilizados para el control de C. fulvum en la producción 

de S. lycopersicum.  
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Recomendaciones  

 

 

• Realizar análisis de vida útil del microencapsulado y determinar la viabilidad de las células 

microencapsuladas con respecto al tiempo y las condiciones de conservación como la humedad 

y temperatura.  

 

• Mantener los polvos microencapsulados en un ambiente seco y almacenados en recipientes que 

los protejan de la entrada de humedad, ya esto puede reducir la eficiencia para futuros análisis 

del microencapsulado.  

 

• Analizar la cepa de B. cinerea CC-FCAGP-Bc-MG001 mediante tecnicas moleculares para 

evidenciar si presenta genes de resistencia ya que su inhibición es baja.  
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ANEXOS 

 

 

Anexo 1. Activación de cepas 

   

B. subtilis AC01 
B. cinerea CC-FCAGP-Bc-

MG001 

C. fulvum CC-FCAGP-Cf- 

Epi10 

 

 

Anexo 2. Preparación de inóculo de B. subtilis AC01 

 

 

 

Anexo 3. Centrifugación de células de B. subtilis AC01 
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Anexo 4. Resuspención de células de B. subtilis AC01 en solución salina 

 

 

 

Anexo 5. Proceso de microencapsulación por secado por aspersión 

 

 

Mezcla de polímeros e ingrediente activo Microencapsulación por secador por aspersión 

  

Resultado final de la microencapsulación 
Recolección y almacenamiento de 

microcápsulas 
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Anexo 6 

Lavado de células de hongos fitopatogenos 

  

Lavado de células de B. cinerea CC-FCAGP-

Bc-MG001 

Lavado de células de C. fulvum CC-FCAGP-Cf- 

Epi10 

 

 

Anexo 7. Conteo de células en hemocitómetro 

 

 

 

Anexo 8. Células de hongos fitopatógenos resuspendidas en solución salina 
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Anexo 9. Preparación de soluciones soluciones de microencapsulado a diferentes concentraciones 

 

 

 

Anexo 10. Prepararación de control positivo con el producto comercial Amistar Top 

   

Producto comercial 
Preparación de control 

positivo 
Control positivo 

 

 

Anexo 11. Herramienta BLAST Online- secuencias significativas de B. subtilis 

 

 

 

Anexo 12. Rendimiento de las microcápsulas después del secado por aspersión 

Principio activo: 1,54 g 
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Contenido de los materiales encapsulantes: 6,16 g 

Maltodextrina: 4,62 g 

Goma arábiga: 1,54 g 

Agua: 26 g 

Rendimiento  

% 𝑟𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑑𝑒 𝑚𝑖𝑐𝑟𝑜𝑒𝑛𝑐𝑎𝑝𝑠𝑢𝑙𝑎𝑑𝑜: 
𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 

𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙
∗ 100 

% 𝑟𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑑𝑒 𝑚𝑖𝑐𝑟𝑜𝑒𝑛𝑐𝑎𝑝𝑠𝑢𝑙𝑎𝑑𝑜: 
8,53 𝑔 

33,7 𝑔
∗ 100 % 

% 𝑟𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑑𝑒 𝑚𝑖𝑐𝑟𝑜𝑒𝑛𝑐𝑎𝑝𝑠𝑢𝑙𝑎𝑑𝑜: 25,31 % 

 

 

Anexo 13. Eficiencia de microencapsulación 

𝑀𝐸 =
(𝐴 − 𝐵)

𝐴
∗ 100 

Donde: 

A= concentración bacteriana total en la suspensión.  

B= concentración de la bacteria sin microencapsular encontrada en el sobrenadante. 

𝑀𝐸 =
(1𝑥105𝑐𝑒𝑙/𝑚𝐿 − 1,75𝑥104𝑐𝑒𝑙/𝑚𝐿)

1𝑥105𝑐𝑒𝑙/𝑚𝐿
∗ 100 

𝑀𝐸 = 82,5 % 

 

 

Anexo 14. Porcentaje de humedad del microencapsulado 
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Anexo 15. Medición del diámetro de inhibición para B. cinerea CC-FCAGP-Bc-MG001 con diferentes 

concentraciones de microencapsulado de B. subtilis AC01 y sus respectivos controles 

Tratamiento Réplica Tratamiento y control Halos de inhibición (mm) 

 

 

BC1 

1 BC1R1 7 

1 C+ 16 

1 C- 0 

2 BC1R2 8 

2 C+ 15 

2 C- 0 

3 BC1R3 7 

3 C+ 17 

3 C- 0 

 

 

 

BC2 

1 BC2R1 8 

1 C+ 14 

1 C- 0 

2 BC2R2 8 

2 C+ 15 

2 C- 0 

3 BC2R3 7 

3 C+ 14 

3 C- 0 

 

 

 

BC3 

1 BC3R1 8 

1 C+ 14 

1 C- 0 

2 BC3R2 8 

2 C+ 14 

2 C- 0 

3 BC3R3 8 

3 C+ 15 

3 C- 0 

 

 

 

 

BC4 

 

1 

 

BC4R1 

 

8 

1 C+ 13 

1 C- 0 

2 BC4R2 9 
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Tratamiento Réplica Tratamiento y control Halos de inhibición (mm) 

2 C+ 14 

2 C- 0 

3 BC4R3 9 

3 C+ 14 

3 C- 0 

 

 

 

BC5 

1 BC5R1 10 

1 C+ 17 

1 C- 0 

2 BC5R2 9 

2 C+ 15 

2 C- 0 

3 BC5R3 10 

3 C+ 15 

3 C- 0 

 

 

Anexo 16. Tratamientos para B. cinerea CC-FCAGP-Bc-MG001 con diferentes concentraciones de 

microencapsulado de B. subtilis AC01 

    

C1:10 mg/mL C2:20 mg/mL C3: 50 mg/mL C4:100 mg/mL 

 

 

Anexo 17. Medición del diámetro de inhibición para C. fulvum CC-FCAGP-Cf- Epi10 con diferentes 

concentraciones de microencapsulado de B. subtilis AC01 y sus respectivos controles 

Tratamiento Réplica Tratamiento y control Halos de inhibición (mm) 

 

 

 

CF1 

1 CF1R1 23 

1 C+ 34 

1 C-  0 

2 CF1R2 22 

2 C+ 30 
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Tratamiento Réplica Tratamiento y control Halos de inhibición (mm) 

2 C- 0 

3 CF1R3 23 

3 C+ 32 

3 C- 0 

 

 

 

CF2 

1 CF2R1 28 

1 C+ 32 

1 C-  0 

2 CF2R2 28 

2 C+ 31 

2 C- 0 

3 CF2R3 29 

3 C+ 32 

3 C- 0 

 

 

 

CF3 

1 CF3R1 30 

1 C+ 35 

1 C-  0 

2 CF3R2 32 

2 C+ 32 

2 C- 0 

3 CF3R3 30 

3 C+ 34 

3 C- 0 

 

 

 

CF4 

1 CF4R1 35 

1 C+ 40 

1 C-  0 

2 CF4R2 34 

2 C+ 39 

2 C- 0 

3 CF4R3 35 

3 C+ 41 

3 C- 0 

 

 

 

1 CF5R1 34 

1 C+ 35 

1 C-  0 
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Tratamiento Réplica Tratamiento y control Halos de inhibición (mm) 

CF5 2 CF5R2 36 

2 C+ 38 

2 C- 0 

3 CF5R3 38 

3 C+ 41 

3 C- 0 

 

 

Anexo 18. Tratamientos para C. fulvum CC-FCAGP-Cf- Epi10 con diferentes concentraciones de 

microencapsulado de B. subtilis AC01 

    

C1:10 mg/mL C2:20 mg/mL C3:50 mg/mL C4:100 mg/mL 
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