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RESUMEN

Actualmente, la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura promueve practicas agricolas sostenibles, por lo que se buscan
alternativas para mejorar los sistemas de produccion que incrementen la
productividad y calidad de los cultivos con un minimo impacto ambiental. Una de
estas alternativas es la agricultura sostenible, cuyo objetivo es aumentar la
produccion agricola, disminuir el uso de agroquimicos y aprovechar el potencial
de los recursos naturales, tales como las bacterias promotoras del crecimiento
vegetal. El uso directo o indirecto de dichas bacterias esta ganando atencién
como una tecnologia sostenible para sustituir o complementar los fertilizantes
quimicos. Sin embargo, hay muy pocos productos comerciales debido a su
formulacién inapropiada y a los retos tecnolégicos para su produccion a escala
industrial. El desarrollo de formulaciones de inoculantes de alta calidad es un
gran desafio para la consolidacion de la tecnologia de los biofertilizantes. El uso
de una matriz como portador bacteriano puede traer ventajas como el aumento
de la supervivencia bacteriana en almacenamiento y en el suelo; lo anterior,
aumentaria la eficiencia de la inoculacion, pero, es importante tener en cuenta
aspectos como el costo, disponibilidad de materia prima, escalamiento y
eficiencia bacteriana. Por lo anterior, en este trabajo se estudiaron algunas
formulaciones elaboradas a base de alginato de sodio y nanoestructuras de silice
mesoporosa SBA-15 para contener un consorcio bacteriano. Se evalud la
viabilidad bacteriana a 1 afio en almacenamiento, la cinética de liberacion y
biodegradabilidad del material, asi como la efectividad bacteriana en el soporte
sobre la germinacion, altura, longitud de raiz y peso de un cultivo de lechuga. Se
encontré que, el SBA-15 mantiene la supervivencia bacteriana después de un
afio en almacenamiento, tiene una liberacion sostenida y controlada, ademas de
ser biodegradable en el suelo. En plantas de lechuga aumenta la germinacion de
semillas, la longitud de la raiz y el peso fresco; ademas, el uso del soporte es un
proyecto viable financieramente. Lo anterior hace que la formulacion propuesta

sea una alternativa atractiva para el desarrollo de biofertilizantes a gran escala.

Palabras clave: alginato de sodio, biofertilizante, PGPB, SBA-15



ABSTRACT

The Food and Agriculture Organization of the United Nations promotes
sustainable agricultural practices. Therefore, they seek alternatives to improve
production systems that increase the productivity and quality of crops with
minimal environmental impact. One of these alternatives is sustainable
agriculture, and its objective is to increase agricultural production, reduce the use
of agrochemicals and take advantage of the potential of natural resources, such
as plant growth-promoting bacteria. The direct or indirect use of such bacteria is
gaining attention as a sustainable technology to replace or complement chemical
fertilizers. However, there are very few commercial products due to their
inappropriate formulation and technological challenges for their production on an
industrial scale. Developing high-quality inoculant formulations is a high
challenge for the consolidation of biofertilizer technology. Using a matrix as a
bacterial carrier can bring advantages, such as increased bacterial survival in
storage and the soil and would increase the efficiency of inoculation. However, it
is relevant to consider aspects such as cost, availability of raw material, scaling,
and bacterial efficiency. Therefore, this work studied some formulations made
from sodium alginate and SBA-15 mesoporous silica nanostructures to contain a
bacterial consortium. The bacterial viability at one year in storage, the release
kinetics and biodegradability of the material, as well as the bacterial effectiveness
in the support on germination, height, root length, and weight of a lettuce crop,
were evaluated. We found that SBA-15 maintains bacterial survival after one year
in storage, has a sustained and controlled release, and is biodegradable in the
soil. In lettuce plants, itincreases seed germination, root length, and fresh weight.
In addition, the use of this support it is a financially viable project. This makes the
proposed formulation an attractive alternative for the development of large-scale

biofertilizers.

Key words: biofertilizer, PGPB, SBA-15, sodium alginate
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l. INTRODUCCION

En los ultimos afios, a nivel global, ha aumentado la atenciéon por mejorar los
sistemas agricolas; para ello se han buscado alternativas para incrementar la
productividad y calidad de los cultivos con el minimo impacto ambiental. Una de
las alternativas propuestas es la agricultura sustentable, cuyo objetivo es
aumentar la produccion agricola, disminuir el uso de agroquimicos y aprovechar
el potencial biolégico de plantas y microorganismos promotores de crecimiento
vegetal (Creus, 2017).

Las bacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPB) pueden ser utilizadas
para mejorar las caracteristicas del suelo y aumentar la disponibilidad de
nutrientes; de igual manera permiten aumentar el rendimiento y calidad de los
cultivos de interés econdmico. Lo anterior, debido a la capacidad que tienen las
bacterias para la fijacion, solubilizacion, movilizacion y reciclaje de nutrientes
(Kumar et al., 2018). No obstante, la aplicacion de las PGPB en el suelo y en los

cultivos debe ser cuidadosamente estudiado (Bashan et al., 2014).

El uso de bacterias en la agricultura surge como una alternativa para sustituir
parcial o totalmente la fertilizacién quimica (Grobelak et al., 2018); en este caso,
las bacterias son suministradas en forma de indculos, los cuales son una
preparacion de microorganismos benéficos sin un soporte o vehiculo (Creus,
2017). Por otra parte, los biofertilizantes son formulaciones basadas en
portadores que contienen microorganismos en cantidades suficientes para
beneficiar el crecimiento y nutricién de las plantas; ademas, éstos contienen

aditivos que permiten la proteccion y supervivencia celular (Viera et al., 2018).

El éxito de la tecnologia del biofertilizante depende de la cepa microbiana y la
formulacion del inoculante; sin embargo, para fines practicos, la formulacion es
la que define el éxito potencial de los biofertilizantes. La formulacién del
inoculante debe proporcionar estabilidad, viabilidad y proteccién a las células
microbianas (Lopez-Perez et al., 2015). En un biofertilizante, el soporte es el
vehiculo de entrega empleado para transferir microorganismos vivos desde el

fermentador hasta el suelo; éste debe tener la capacidad de entregar el numero

11



correcto de células viables en el momento adecuado para la planta (Sahu y
Brahmaprakash, 2016).

La mayor parte de los biofertilizantes comerciales tienen una calidad deficiente,
carecen de un soporte adecuado, y, en condiciones de campo, son almacenados
en malas condiciones de temperatura, luz y humedad. Lo anterior minimiza la
vida util del producto, y si el microorganismo no es robusto 0 no esta bien
protegido es dificil que sobreviva; lo anterior afecta la efectividad del producto
(Parnell et al., 2016). Por otro lado, no se tiene un régimen establecido para
evaluar la calidad de los biofertilizantes; esto tiene como consecuencia que al
ser utilizados en campo, no se obtengan los resultados que muestran las

investigaciones cientificas (Pathak y Kumar, 2016).

La formulacion de las PGPB es un problema crucial, pero se han realizado pocas
investigaciones sobre este tema (Lobo et al., 2019). Por lo tanto, es importante
estudiar cdmo afectan las propiedades fisicas, quimicas y biolégicas del soporte
a la viabilidad celular y a las caracteristicas promotoras de crecimiento vegetal
de las cepas bacterianas. Ademas de hacer una evaluacion del crecimiento y el
rendimiento del cultivo después de aplicar el producto, ya que el soporte como
vehiculo de transferencia del indculo altera la efectividad del inoculante (Sahu y
Brahmaprakash, 2016).

En el area agricola y de alimentos se han realizado estudios sobre distintos tipos
de materiales utilizados como soportes bacterianos. Entre ellos se encuentran la
turba, material mas utilizado por los productores de biofertilizantes (Araujo et al.,
2017), el carbdn, el biochar (Hale et al., 2015), la silica, el talco (Bejarano et al.,
2017), la perlita, la vermiculita, la bentonita, la atapulgita (Albareda et al., 2008;
Bejarano et al., 2017; Sangeetha y Stella, 2012), algunos polimeros sintéticos
(Azeem et al., 2014; Tao et al., 2011), diversos compuestos organicos (Araujo et
al., 2017; Arora et al., 2015b; Dhar et al., 2007; Li et al., 2017; W.O. Silva,
Stamford, Silva, Santos, Dolores, et al., 2016), el alginato (Joe et al., 2012) y
algunos nanomateriales (Safari et al., 2020). Sin embargo, los materiales
mencionados anteriormente no han tenido el éxito necesario o pruebas

suficientes como para minimizar el consumo de fertilizantes quimicos; ya sea por
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la poca efectividad del producto o por el desafio de su produccién a nivel
industrial (Parnell et al., 2016).

En este trabajo se desarrollaron varios soportes bacterianos con dos materiales
principales, uno a base de alginato de sodio y otro de silice mesoporosa SBA-
15, para contener un consorcio de PGPB. Se evalu6 el efecto que tiene cada
material sobre la viabilidad y cinética bacteriana durante un ano en
almacenamiento. Se evalud, ademas, la cinética de liberacién bacteriana y la
tasa de biodegradabilidad del material. In vitro, se obtuvo el porcentaje de
germinaciéon de semillas de lechuga. Y, finalmente, se evalud la efectividad del
consorcio inmovilizado en alginato de sodio y SBA-15 sobre la altura, longitud de
raiz y peso fresco de un cultivo de lechuga; adicionalmente, se realizé un analisis
de costos de produccion para cada uno de los soportes. Con la metodologia
anterior, se obtuvo una evaluacién de viabilidad bacteriana, efectividad in vivo y

viabilidad econdmica para un producto elaborado a base de PGPB.

Los resultados de este trabajo sugieren que las nanoestructuras de silice
mesoporosa SBA-15 son el soporte mas adecuado para contener un consorcio
bacteriano; lo anterior se debe a que presenta una viabilidad bacteriana de
3.67x10° UFC/ml, y tras un afio en almacenamiento a temperatura ambiente con
aumento en la tasa de crecimiento celular. La cinética de liberacién en el dia 30
fue de 4x10% UFC/g y mantiene una liberacion controlada y sostenida. La
biodegradabilidad del material es de 42.2% después de 30 dias en el suelo. Con
respecto a los resultados en plantas de lechuga se encontré que el SBA-15
aumenta 30% la germinacién de semillas, 26% la altura, 17.5% la longitud de la
raiz, y 25.4% el peso fresco de plantas de lechuga después de la cosecha.
Ademas, en la evaluacion financiera del proyecto se obtuvo una TIR de 137%

con una TREMA del 17%, y un periodo de recuperaciéon de 2 afos.

El SBA-15 es un soporte bacteriano adecuado, ya que conserva las células
viables, mejora sus propiedades como PGPB y es econdmicamente viable. Lo
que sugiere que el producto obtenido es de calidad, estable en almacenamiento
y al ser aplicado, y, de facil aplicacion para que los productores agricolas puedan

adoptar esta nueva tecnologia y disminuir el uso de agroquimicos.
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Il ANTECEDENTES

En la actualidad, la agricultura y la seguridad alimentaria enfrentan grandes
desafios, tales como el aumento de la poblacion y el incremento de ingresos en
los paises desarrollados; lo anterior acrecienta la demanda de productos
agricolas. Se estima que para satisfacer las necesidades alimentarias de la
poblacién en el 2050 sera necesario que el rendimiento de produccion agricola
anual sea 60% mayor que en el 2006 (FAO, 2016). Por lo que, ¢cdémo alimentar
de manera sostenible a una creciente poblacién mundial?, es una pregunta que

sigue sin respuesta.

De acuerdo con las proyecciones de la Organizacién de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y la Agricultura (FAO), la poblacion mundial alcanzara al
menos 9,800 millones para el 2050; asi que, para garantizar la seguridad
alimentaria mundial, se requiere al menos duplicar la produccién agricola actual
(FAO, 2017; FAO et al., 2018).

Aproximadamente el 39% de los ecosistemas terrestres se ven afectados por el
uso intensivo de la tierra y la urbanizacion; esto causa una grave degradacion
del suelo y disminucion de sus nutrientes naturales, minimizando asi, el potencial
de produccién de los sistemas de cultivo (Ellis et al., 2011). Lo anterior lleva a
los agricultores a intensificar la manera en la que llevan a cabo la agricultura, con
el fin de producir mas alimentos; para ello utilizan agroquimicos que impactan de

manera negativa al medio ambiente (Shelton et al., 2012).

Hasta ahora, los fertilizantes quimicos ayudan a alimentar al mundo al
proporcionar tres nutrientes principales para las plantas: nitrogeno, fésforo y
potasio (NPK). Aproximadamente 52.3 mil millones de toneladas de fertilizantes
se aplican anualmente para mantener los niveles de P disponibles en los
sistemas suelo-planta (FAO, 2017). Por otra parte, sélo alrededor del 0.2% es
utilizado por las plantas, y el resto es precipitado por cationes metalicos en el
suelo como Fe, Al, Mg, Ca, etc. Ademas, el uso extensivo de P puede conducir
al agotamiento inevitable de las reservas mundiales de fosfato de roca (Soumare
et al., 2020).

14



Desde la revolucion verde, hace cincuenta afos hasta ahora, los impactos han
sido grandes; por lo que, para mantener ambientes saludables, se deben aplicar
nuevas tecnologias, donde se incluye la inoculacidn de microorganismos
promotores de crecimiento vegetal (Garcia, 2012). El concepto de inoculacién
aun no se encuentra bien definido entre los productores agricolas; sin embargo,
puede definirse como la introduccién de microorganismos vivos, muertos o
atenuados en un organismo, para fines agricolas, en la tierra de cultivo (Rueda-
Puente et al., 2009).

Los microrganismos inoculados pueden reemplazar o minimizar el uso de
agroquimicos y limpiar suelos afectados por la contaminacion (Finley et al.,
2010). Ademas, mejoran el crecimiento de las plantas al aumentar la
disponibilidad de nutrientes en el suelo a través de sus diferentes funciones como
bioestimulantes, biofertilizantes y biocontroladores; lo anterior puede llevar a una
disminucion de la dependencia a productos quimicos. La disminucién en el uso
de agroquimicos permitira llevar a cabo una produccion agricola sostenible, con
cultivos de alta calidad y ambientes mas saludables (Frische et al., 2018),
garantizando la seguridad alimentaria en un clima cambiante (Timmusk et al.,
2017).

1.1 Microorganismos promotores de crecimiento vegetal.

En el suelo habitan una gran cantidad de microorganismos que tienen
propiedades que benefician a los cultivos, al suelo y a la calidad ambiental, tales
como los microorganismos promotores de crecimiento vegetal. Este tipo de
microorganismos presentan mecanismos de accién como la fijacién biolégica del
nitrégeno, produccion de fitohormonas, solubilizacién de nutrientes, produccion
de sideroforos y biorremediacion del suelo contaminado; todo ello permite

mejorar la calidad y rendimiento de los cultivos (F. Ahmad et al., 2008).

Las bacterias son el grupo de microorganismos mas abundante e importante que
interviene en la productividad y crecimiento de las plantas (M. Ahmad, Zahir,
Khalid, et al., 2013). Dichos organismos viven de manera libre en la rizosfera o

en los espacios intra e intercelulares de los tejidos vegetales, en ocasiones
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haciendo asociaciones simbidticas con las plantas. La simbiosis entre las plantas
y algunas bacterias se da por la segregacion de exudados a partir de las raices
de las plantas que sirven como alimento para las bacterias; las cuales, a su vez,
liberan compuestos que influyen de manera importante en el desarrollo vegetal
(H. Zhang et al., 2011).

Las PGPB regulan procesos importantes en el suelo, tales como la fijacion
biolégica del nitrogeno, la sintesis de acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico,
la actividad desaminasa; adicionalmente éstas regulan la solubilizacion de
nutrientes, la actividad quitinasa, la actividad catalasa, o la produccion de

compuestos que ayudan al control de fitopatégenos (Cherchali et al., 2019).

Existe una gran cantidad de reservorios de nutrientes esenciales en el ambiente,
pero no se encuentran disponibles para las plantas. La principal actividad de las
bacterias en el suelo es hacer esos nutrientes disponibles para que puedan ser

utilizadas por las plantas.

Dentro de los procesos de solubilizacion de nutrientes que realizan las PGPB se
encuentra la solubilizacion de fosfato, actividad muy importante en el suelo y en
la nutricion vegetal. La importancia de esta actividad radica en que la
disponibilidad del fosfato, en ocasiones, depende totalmente de las bacterias
solubilizadoras; estas ultimas segregan acidos organicos que solubilizan formas
fijas de fésforo y liberan formas disponibles en el suelo (Ramakrishna et al.,
2019).

El nitrégeno es un elemento que define la productividad de los cultivos, el cual
se encuentra en la atmésfera; el nitrégeno es fijado por bacterias de la rizosfera,
poniéndolo disponible para las plantas, siendo las bacterias esenciales en el ciclo
de nutrientes (Rasche y Cadisch, 2013). La actividad microbiana libera los
nutrientes que se encuentran unidos a la materia organica en los ecosistemas, y
su participacion es crucial para que se lleven a cabo los ciclos naturales y se
obtenga un flujo de materia prima 6ptimo. Ademas, nutrientes como el fosforo,
potasio, azufre, calcio, zinc y magnesio no pueden ser utilizados por las plantas,

a menos que estén mineralizados y disponibles para su absorcidon. La
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manipulacion del ambiente fisico y quimico de la rizosfera, como la aplicacién
exdégena de microorganismos, puede mejorar el rendimiento de la planta,
aumentar la disponibilidad de nutrientes y beneficiar al medio ambiente.
Ademas, dichos microorganismos pueden influir en la dinamica del agua y la
actividad enzimatica, lo que puede permitir una disminucion del uso de
agroquimicos (Ahemad y Kibret, 2014; Ahmadi et al., 2018).

Son diversos los mecanismos a través de los que actuan los microorganismos
en el suelo; sin embargo, los principales y los que se buscan para la elaboracion
de biofertilizantes son la fijacion biolégica de nitrégeno, la produccion de
fitohormonas, solubilizacion de nutrientes, produccion de sideroforos v,

actualmente, la remediacidn de ambientes contaminados.
ILII Formulacién de biofertilizantes.

De acuerdo con Malusa y Vassilev (2014), la definicion cientifica, técnica y legal
de biofertilizante es aquel “producto que contienen microorganismos vivos
basados en vehiculos (solidos o liquidos) que son utiles en agricultura en
términos de fijacion de nitrégeno, solubilizacién de fosforo o movilizacién de

nutrientes, para aumentar la productividad del suelo y / o cultivo”.

Los biofertilizantes son preparaciones que contienen microorganismos vivos o
latentes en una formulacion que permite un facil manejo, almacenamiento a largo
plazo, y la efectividad de los microorganismos que contiene. La formulacion se
basa en soportes liquidos o solidos que protegen y mantienen a los
microorganismos en cantidades suficientes para beneficiar el crecimiento y
nutricion de las plantas (Motsara et al., 1995). Los biofertilizantes se pueden
clasificar con base en los microorganismos que los componen, por su funcion o

por la asociacion que tienen con las plantas (Figura 1).
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Figura 1. Tipos de microorganismos utilizados como biofertilizantes, clasificados de acuerdo a

su funcién y tipo de asociacion a las plantas. Tomada y traducida de (Bhowmik y Das, 2018).

Los biofertilizantes son de bajo costo y carecen de efectos dafinos para el suelo
y el medio ambiente. La finalidad de estos productos es minimizar los
requerimientos de N, P y K, componentes principales de los fertilizantes

quimicos, en los cultivos agricolas.

Los productos biofertilizantes son los factores clave para lograr un sistema
agricola sustentable; éstos tienen la capacidad de mantener la salud del suelo y
el medio ambiente, mediante un producto con pocos insumos, econémico y que
sea capaz de contener microorganismos vivos en una composicién adecuada.
Lo anterior para que dichos microorganismos logren interactuar con las plantas
en su rizosfera, y facilitar a las plantas con diversos beneficios (Mazid y Khan,
2014)

En términos generales, al implementar fertilizantes quimicos al suelo, solamente
del 10 al 40% es absorbido por las plantas, mientras que el resto no es
aprovechado (60% al 90%) (Bhardwaj et al.,, 2014). Por lo anterior, los
inoculantes microbianos tienen una gran importancia en los sistemas de manejo
de nutrientes, para mantener la productividad agricola y promover un ambiente

saludable (Adesemoye y Kloepper, 2009).

El desarrollo de biofertilizantes es un trabajo técnico y especializado, con una
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serie de pasos a realizar antes de usarlo a nivel del suelo, como se describe en
la Figura 2. Un paso importante es el estudio cuidadoso de las bacterias que
seran utilizadas, para mejorar la calidad y crecimiento vegetal; ya que las cepas
bacterianas son especificas para cada cultivar (Bhowmik y Das, 2018).

* Aislamiento de microorganismos

*Busqueda de caracteristicas especificas.

*Pruebas bajo condiciones axénicas

*Pruebas a baja escala

*Pruebas bajo condiciones de campo/ evaluacion in situ

» Estudios de estandarizacion

*Indculo comerciall biofertilizante

(S N N N NS N, S—

Figura 2. Pasos por seguir para el desarrollo de un biofertilizante a nivel comercial.

Los biofertilizantes estan emergiendo como un remedio para las dificultades a
las que se enfrenta la agricultura actualmente, siendo utilizados principalmente
en la agricultura organica y sostenible. Mediante bases cientificas, se ha buscado
aumentar la cantidad de microorganismos benéficos en el suelo con la finalidad
de lograr la sostenibilidad agricola (Rueda-Puente et al., 2009). El éxito de esta
tecnologia depende de dos factores principalmente, la cepa microbiana y la
formulacion del inoculante; sin embargo, para fines practicos la formulacion es la

que define el éxito potencial de los biofertilizantes (Fages, 1992).

Una formulaciéon adecuada, con un soporte apropiado, evitara la pérdida de
actividad de las bacterias promotoras de crecimiento vegetal (Pacheco-Aguirre
et al., 2017). No obstante, de acuerdo a Lobo et al. (2019) una parte importante

a considerar en el aspecto tecnolégico también es el costo (Figura 3).
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Figura 3. Aspectos importantes que considerar cuando se hace el desarrollo de una

formulacién con inoculante microbiano.

Las cepas microbianas utilizadas para la elaboraciéon de un biofertilizante son
llamadas bioinoculantes, los cuales deben ser colocados en un soporte o
vehiculo que puede ser sdlido o liquido, junto con un agente osmoprotector y
nutrientes. El producto final se llama bioformulacién (Sahu y Brahmaprakash,
2016).

Cada formulacién es diferente de acuerdo con el uso del bioinoculante que lo
compone, el tipo de suelo y tipo de planta al que va dirigido, la naturaleza de la
aplicacioén, la disponibilidad de recursos del suelo y el ambiente en el que va a
ser utilizado. Por lo cual, cada bioinoculante debe ser perfectamente estudiado
en el medio ambiente donde se va a usar, ya que esto afecta la abundancia y el

rendimiento del bioinéculo (Nandimath et al., 2017).

Lupwayi et al. (2000) demostrdé que la calidad de los inoculantes microbianos
dependen principalmente del numero de células viables presentes en el inéculo.
Lo que comprueba que la formulacién es crucial para desarrollar un biofertilizante
exitoso, que conserve la cantidad de células y su efectividad en condiciones

ambientales.

La investigacion acerca del desarrollo de formulaciones para los bioinéculos esta
tomando un gran impulso en los ultimos afos; sin embargo, se centra en el

desarrollo de productos y deja de lado la investigacion basica. La literatura
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cientifica exclusiva sobre el desarrollo de formulacion es muy limitada y se
encuentra fragmentada (Xavier et al., 2004). Algunas investigaciones se centran
en estudios comparativos de diferentes soportes con un enfoque mas
agronomico que de bioingenieria (Sahu y Brahmaprakash, 2016). Otras van
dirigidas al desarrollo de cepas mejoradas; sin embargo, las cepas obtenidas no
se encuentran en el mercado actualmente. Esta division notable de la
investigacion es una posible razén de la inadecuada tecnologia de formulacién
actual (Brahmaprakash y Sahu, 2012). Ademas, se incluyen las condiciones
ambientales que cada dia son mas impredecibles, tales como las sequias, alta
salinidad, la erosion del suelo y la falta de riego; todas las anteriores pueden
reducir rapidamente las bacterias introducidas, siendo estos desafios un area de
oportunidad para la investigacion dentro de la bioingenieria.

1.1 Cualidades de los modelos de bioformulacion.

Las cualidades que debe tener un biofertilizante son evaluadas en muchos
trabajos de investigacion. Xavier et al. (2004) mencionan que la formulacién
comprende células microbianas viables en un soporte adecuado, junto con
aditivos que proporcionan estabilidad a las células, proteccion durante el
almacenamiento y transporte. La formulacién debe ser de facil manejo, facil de
aplicar, que se entregue al objetivo de la manera mas apropiada; también ésta
debe proteger a los microorganismos a factores ambientales dafinos para

mantener o mejorar la actividad de los microorganismos en campo.

La bioformulacion debe admitir la mayor cantidad de células viables posibles, ya
que se ha demostrado que existe una relacion entre el numero de células de la
bioformulacién y su efectividad (Lupwayi et al., 2000; Smith, 1992); por lo que
tener una vida util suficiente a temperatura ambiente, el inoculante deber ser
facilmente obtenido y mezclado por procesos industriales ya existentes, que
permita la adicion de nutrientes (Bashan, 1998). Ademas, la formulacion debe
ser comercialmente viable, no debe tener efectos adversos sobre el ambiente
(Sivasakthivelan y Saranraj, 2013), debe ayudar a mejorar las propiedades del
suelo (Pandya y Saraf, 2010), resistir los cambios de pH en almacenamiento y

proporcionar proteccion contra agentes externos extremos (Bashan, 1998).
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Una caracteristica importante es que el inoculante debe competir con los
microorganismos nativos del suelo por los nutrientes y nichos habitables; de igual
manera, el inoculante debe sobrevivir y conservar sus cualidades para promover
el crecimiento vegetal del cultivo (Bonkowski y Clarholm, 2012), la liberacion del
bioinoculante debe ser controlada en el tiempo (Bashan y Carrillo, 1996) y debe

completar los estandares BIS para biofertilizantes (Yadav, 2009).
ILIV  Cualidades del soporte.

El soporte adecuado es indispensable en un biofertilizante. Es el vehiculo de
entrega, sélido o liquido, empleado para transferir microorganismos vivos desde
el fermentador industrial hasta la rizosfera. La caracteristica mas importante de
un soporte es la capacidad de entregar el numero correcto de células viables en
condiciones fisioloégicas en el momento adecuado para la planta (Sahu y
Brahmaprakash, 2016).

El soporte o portador adecuado juega un factor clave en el novedoso sistema de
administracion para la colonizacién de raices rapida y activa, facilidad de manejo
y para mantener suficientes unidades formadoras de colonias viables; ademas,
una vida util prolongada eficiente para mantener las células frescas como para
mantener la capacidad de los microorganismos, para asi establecer una relacién

simbidtica con las plantas (Kamal y Ashish, 2020).

Las caracteristicas principales de un soporte de calidad incluyen tener alta
capacidad para retener agua, rentable en cuanto a disponibilidad y costos
(Mishra y Dahich, 2010), no téxico en la naturaleza (Bazilah et al., 2011),
fisicoquimicamente uniforme (Muresu et al., 2003), estéril o facil de esterilizar,
de pH neutro o capacidad de amortiguacion ajustable (Keyser et al., 1993), que
contenga un suplemento nutricional. Ademas, debe ser adecuado para contener
la mayor cantidad de células microbianas posibles, y que asegure su crecimiento
y supervivencia. De naturaleza manejable para realizar la mezcla, el curado y el
envasado del producto final (Smith, 1992). Para obtener un sistema de
administracion eficiente se utilizan, preferiblemente, formulaciones econdmicas,

inertes y sélidas secas para una buena estabilidad, manipulacién, transporte,
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idoneidad y almacenamiento a largo plazo (Kamal y Ashish, 2020)

La Tabla 1 muestra una relacién de los principales soportes utilizados en la

produccion de bioformulaciones vy fertilizantes.

Tabla 1. Vehiculos y materiales utilizados como revestimiento y portadores de bioinéculos y

fertilizantes.
Soportes y vehiculos Aplicacién Propiedades fisicas, quimicas y Referencias
para fertilizantes biolégicas del material.
Ventajas y desventajas
Carbono: 60-80% (Ding et al., 2010)
Retencién de nitrogeno Nitrégeno: 0.2-2%
C:N 45-350
Material de soporte en C oxidable: 80-750 mglkg (Gonzalez et al.,
formulaciones para pH: 4.5-10.2 2015)
liberacion controlada Conductividad eléctrica: 0.1-3
Fertilizantes para dS/m (Cai et al., 2016)

Carbén y biochar

liberacion sostenida

Abono con nitrégeno de

liberacion lenta

Portador de inéculo de
PGPB

Area de superficie especificas:
0.02-200 m?/g

(Rose et al., 2016)
Capacidad de retencion de agua:

20-300%

Didmetro de apertura de poro: 2- (Hale et al., 2015)

25 um

Contienen nutrientes y
caracteristicas que afectan las
propiedades del suelo y las

poblaciones microbianas, pero es
necesario aumentar cantidad de

nutrientes para mejorar viabilidad

celular.
pH: 8-9
Conductividad eléctrica: 0.04
Fertilizantes de
Perlita, vermiculita, dS/m
. . liberacion controlada ) . (Wu y Liu, 2008)
bentonita y atapulgita Capacidad de retencién de agua:
muy absorbentes
140-150%

Materiales mas utilizados, facil
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Soportes y vehiculos Aplicacién

para fertilizantes

Propiedades fisicas, quimicas y Referencias
del

Ventajas y desventajas

biolégicas material.

Portador de inoculantes

bacterianos

manejo. (§angeetha y
Alto costo de extraccion, falta de Stella, 2012)
(Thompson, 1980)

(Hale et al., 2015)

disponibilidad en algunas
regiones, tiene problemas para
mantener la viabilidad celular,
dificil colonizar raices o semillas,
supervivencia deficiente. Requiere
la implementacién de nutrientes
para mejorar la supervivencia

celular.

Fertilizante de nitrégeno

de liberacion controlada

Turba

Acarreador de
microorganismos en

bioformulaciones

Carbono: 40%

Nitrogeno: 1.24%

Relacion C:N 33

C oxidable: 1000 mg/kg

pH: 4-5

Conductividad eléctrica: 0.5 dS/m.

(Araujo et al., 2017)

Capacidad de retencion de agua:
600%

Material mas utilizado y de facil

(Albareda et al.,

2008)

manejo, buena supervivencia al
poco tiempo.

Alto costo para extraccién de
materiales, falta de disponibilidad
tiene

en algunas regiones,

problemas para mantener la
viabilidad celular, dificil colonizar

raices o semillas, supervivencia

deficiente
- ) .. pH:6-8. (Xinggang Wang et
Fertilizante de liberacién
Perlas de alginato y gel Flexibilidad y rigidez variable a al., 2016)
controlada de doble o )
de alginato de calcio o conveniencia. (Xia Wang et al,
recubrimiento . . .
Viscosidad variable. 2017)
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Soportes y vehiculos Aplicacién Propiedades fisicas, quimicas y Referencias
para fertilizantes biolégicas del material.
Ventajas y desventajas
Ferilizanie . bacteriano . Inocuo y seguro. (Campos et al,

microencapsulado/enca

psulacion de
microorganismos en
complejos de alginato-

arcilla

Estable

Proporciona estabilidad, viabilidad
y proteccion a las células
microbianas, entrega el numero

correcto de células.

2014)
(Fravel, 1985)

Polimeros

Revestimiento de
fertilizantes de liberacion

Resistencia mecanica.

Rigidez variable

(Tao et al., 2011)

controlada Propiedades mecanicas variables.
Revestimiento de Termoestables (Donida y Rocha,
fertilizantes no Mantiene estables los compuestos 2002)
amigables con el medio que contiene. (lbrahim 'y Jibril,
ambiente  (poliuretano, Son contaminantes. 2005)
acido poliacrilico) Son caros. (Lan et al., 2011)
Revestimientos (Azeemetal., 2014)
amigables con el medio (Mathews y Narine,
ambiente, sintéticos 2010)
(policaprolactona, (Niu y Li, 2012)
etilcelulosa) y no (Y. Wang et al,
modificado (almidon, 2005)
agar).
Verde (Perez et al., 2018)
Bajo costo
Pueden almacenarse a

Hidrogel de quitosano-
almidon

temperatura y humedad ambiente
durante un periodo prolongado

conservando la viabilidad de las

Aserrin y cenizas de

madera

bacterias.
Fertilizante a base de Respetuosos con el medio (L. Zhang et al,
nitrégeno con polimero ambiente. 2016)

de base biolégica
derivado del aserrin de

langosta licuado

Acarreador de

bioindculos.

Liberacion controlada.
Proporciona estabilidad y
proteccion al indculo.

Poca disponibilidad.

(S. Zhang et al,
2016)

(M. Arora et al,
2015)
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Soportes y vehiculos

Aplicacién

Propiedades fisicas, quimicas y

Referencias

para fertilizantes biolégicas del material.
Ventajas y desventajas
pH: 0.8 (Araujo et al., 201 7;
Relacion C:N 18.4%
C: 14.35%
N: 4.9%
P:2.7%
K:1.4%
Fertilizante a base de _
. o ) . Tiene una humedad adecuada
Quitosano y humus nitrégeno de liberacion . .
para asegurar  supervivencia
controlada
bacteriana
Contiene nutrientes.
Es econdmico.
Contiene otros microorganismos
que pueden competir con los del
indculo.
Liberacion lenta de pH:6.8 (Kulikova et al.,
nitrégeno de sustancias Relacion C:N 18.4% 2018)
hdmicas modificadas C: 14.35%
N: 4.9% (Murphy et al,
P:2.7% 2003)
. o K:1.4% (W. 0. Silva,
Sustancias humicas Acarreador y
. Humedad adecuada para Stamford, Silva,
modificadas bioprotector de . ) .
. ) asegurar supervivencia bacteriana Santos, Freitas, et
microorganismos ) .
Contiene nutrientes. al., 2016)
promotores de o
Es econdmico.
crecimiento vegetal ) ) )
Contiene otros microorganismos
que pueden competir con los del
indculo.
Biopolimero muy abundante (Detroit, 1988)
Resistentes (Mulder et al., 2011)
Termo resistentes (Lietal., 2017)
Recubrimiento en
Lignina, materiales . ) . Carbono: 1-4%
fertilizantes de liberacion
celulésicos Liberacion controlada.

controlada

Aseguran viabilidad celular por
poco tiempo.

Minimiza el efecto promotor de
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Soportes y vehiculos Aplicacién Propiedades fisicas, quimicas y Referencias

para fertilizantes biolégicas del material.

Ventajas y desventajas

crecimiento vegetal.

Salvado

Compuesto de origen biolégico (Bahl 'y Jauhri,

Portador de )
) . No contamina 1987)
biofertilizantes a base de
de trigo, Abundante (Jackson et
algas verde azul

compost de hongos Aseguran viabilidad celular por 1991)

al.,

Portador de poco tiempo (Dhar et al., 2007)

bioinoculantes

Los materiales utilizados como soporte solido tienen mas ventajas debido a que
aumentan el suministro de fésforo a la planta, resistencia a patégenos y la
degradacion biologica de contaminantes organicos (Warren et al., 2009). Los
soportes solidos mas utilizados son el suelo, materiales de desecho de plantas,
harina de soya, aceite de soja, aceite de cacahuate, salvado de trigo y desechos
agricolas, materiales inertes y perlas de alginato. Sin embargo, también pueden
utilizarse los cultivos microbianos liofilizados simples y microorganismos
secados en aceite, los cuales pueden ser colocados dentro de un vehiculo sélido

o ser utilizados tal cual (Sahu y Brahmaprakash, 2016).

El soporte solido mas utilizado por los productores de biofertilizantes es la turba;
sin embargo, su disponibilidad es limitada. Por lo que los investigadores buscan
nuevas alternativas viables y eficaces, capaces de contener la mayor cantidad

de microorganismos.

Los nano-portadores son materiales que se estan explorando como alternativa
para la formulacién de los biofertilizantes, ya que, al tener un tamafio de particula
mas pequefio tienen un area de superficie mayor; lo anterior aumenta la
resistencia de las bacterias a la desecacién al aumentar la cobertura de las
células bacterianas. Lo anterior sugiere que los nano-portadores pueden tener

superioridad sobre otros soportes (Nakkeeran et al., 2006).

Algunos compuestos nanoestructurados han sido utilizados para contener

células vivas, virus, proteinas y acidos nucleicos; lo anterior con la finalidad de
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protegerlos de condiciones ambientales adversas y permitir su liberaciéon
controlada, presentando buenos resultados a nivel laboratorio (Stojanov y
Berlec, 2020).

Safari et al. (2020) encontraron que una formulacidén de nanoarcilla con alginato
promueve la viabilidad y estabilidad para la solubilizacion de fosforo de P.
kilonensis, incluso después de 6 meses en almacenamiento a 4 °C. Ademas, se
ha sugerido que las nanoparticulas mejoran la disponibilidad de nutrientes,
aumentan la viabilidad celular y la tasa de crecimiento bacteriano al proteger los
inoculantes en campo; ademas, ayudan a las plantas a soportar condiciones
adversas al inducir la secrecion metabolitos secundarios y fijacion de nutrientes
por las PGPB (de Moraes, et al., 2021).

Algunas nanoestructuras evaluadas en interaccion con PGPB son la nanozeolita
con Bacillus spp. sobre Zea mays incrementa la cantidad de clorofila y
carotenoides, azucares totales, proteinas, germinacién de semillas y la altura de
raiz y tallo (Chaudhary et al., 2021). Nanotitania en sinergia con Alcaligenes
faecalis, Paenibacillus polymyxa, Bacillus thuringiensi aumenta la biomasa de
Triticum aestivum L bajo condiciones de estrés salino y estrés patogénico
causado por Fusarium culmorum (Timmusk et al., 2018). El diéxido de nanosilicio
con Pseudomonas taiwanensis, Pantoea agglomeranscom aumenta la altura de
plantas de maiz, numero de hojas, contenido de clorofila, proteinas solubles,
fenoles, flavonoides y carotenoides (Kukreti et al., 2020).

Las bioformulaciones, ademas del soporte, contienen algunos aditivos que
mejoran la supervivencia de los microorganismos. En conjunto, el soporte y los
aditivos tienen la finalidad de proteger al in6culo en almacenamiento y después
de la exposicion a condiciones ambientales extremas (Manikandan et al., 2010).
La seleccidén de aditivos se basa en su capacidad para proteger las células
bacterianas almacenadas en condiciones extremas, tales como alta temperatura,
desecacion y sustancias toxicas. Los polimeros que tienen alto peso molecular
con buena solubilidad en agua, no toxicos al medio y con naturaleza quimica

compleja suelen ser buenos aditivos (Deaker et al., 2004).
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Los polimeros mas utilizados como aditivos son polivinilpirrolidona (PVP), metil
celulosa, alcohol polivinilico, polietilenglicol, goma arabica, trehalosa, glicerol,
Fe-EDTA, alginato de sodio y tapioca (Singleton et al., 2002). La naturaleza y
concentracion de los aditivos en la formulacion afectan el rendimiento del inoculo;
en este sentido, Dayamani (2010) encontré que Pseudomonas sp y Bacillus sp
tienen una mejor funcionalidad con PVP K-15 a una concentracion del 2%,
Acinetobacter sp mejora su actividad cuando se inocula con polietilenglicol al 2%,
mientras que Azotobacter sp en presencia de glicerol al 2% y Azospirillum sp.
con PVP y PEG al 1% y 2% aumentan su poblacién. Otro estudio sugiere que al
complementar el medio de crecimiento bacteriano con un 3% de melazay 0.1%
(p/v) de cloruro de amonio mejora la calidad del inoculante; cuando se adiciona
acido ascorbico al 0.02% (p/v) mejora la efectividad de las sustancias protectoras
(Patil et al., 2012).

ILV Importancia de los soportes para bacterias promotoras de

crecimiento vegetal.

En la actualidad, pocos microorganismos se han comercializado como
biofertilizantes y la mayoria se encuentran en América del Norte, Europa y Asia
(particularmente India). La baja financiacién de investigacion y desarrollo en esta
area, la mala calidad de dichos productos, y el bajo nivel de adaptabilidad a las
necesidades del agricultor podrian explicar su bajo uso; lo anterior a pesar de su
reputacion de ser faciles de usar, no toxicos, baratos, ecologicos y sostenibles
(FAQO, 2016). Esto ha provocado una falta de credibilidad en estos productos y
dificulta su venta. Por lo tanto, los cientificos y los fabricantes de biofertilizantes
deben colaborar para superar los cuellos de botella en el proceso de
bioformulacién bacteriana (Soumare et al., 2020).

El primer criterio para determinar la calidad de los biofertilizantes es la densidad
de células viables de los microorganismos deseados. De acuerdo a algunos
estudios existe una fuerte correlacion entre el numero de células supervivientes
en las semillas, la nodulacion de la raiz y el efecto promotor de crecimiento
(Velineni y Brahmaprakash, 2011). Por lo tanto, es necesario tener el mayor

numero de microorganismos por semilla o planta; asi, una vez inoculados en el
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suelo, sean capaces de competir con microorganismos nativos y compensar la

muerte de algunas células por estrés bidtico y abidtico (Navi, 2004).

Actualmente se implementa el uso de microorganismos como biofertilizantes; sin
embargo, todavia existe una brecha significativa para la comprensién de su papel
en la agricultura y ecologia vegetal. Lo que si se encuentra documentado es que
la aplicacion de algunos microorganismos tiene un impacto positivo en el
crecimiento y productividad de las plantas; lo anterior mediante mecanismos
como resistencia a factores bidticos y abidticos (Huang et al., 2014), resistencia
a plagas (Shen et al., 2015), a metales pesados (Das et al., 2017), altas
concentraciones de sal (Shrivastava y Kumar, 2015), y pH extremo (Pourrut et
al., 2011).

Es necesario intensificar la busqueda de microorganismos promotores de
crecimiento vegetal de importancia local, asi como los nutrientes adecuados para
asegurar su supervivencia en las formulaciones. Se deben explorar medios para
hacer un suministro adecuado de in6culos en la rizosfera, que sean convenientes

para el nivel de mecanizacion de la agricultura (Manikandan et al., 2010).

Hay microorganismos que promueven el crecimiento vegetal en diferentes
sistemas de cultivo, pero la restriccion puede estar en la bioformulacion y la
limitada busqueda de un soporte adecuado que asegure la viabilidad y eficacia
microbiana. Asi mismo, la educacion de los agricultores sobre el uso,
almacenamiento y tratamiento adecuado de los diferentes biofertilizantes es
crucial para su éxito en el campo. Los criterios de seleccion de la estrategia
Optima para el desarrollo de un biofertilizante dependeran del equilibrio entre
estabilidad, eficacia, viabilidad econdmica y facilidad de uso, asi como la
generacion de una practica agricola sostenible y ecologica. El efecto de la
encapsulacion basada en polimeros sobre el rendimiento de PGPB se ha
evaluado; sin embargo, no hay un analisis sistematico del rendimiento de estos
microorganismos cuando se encapsulan en una matriz con polimeros (Aguirre et
al., 2017).

Los principales obstaculos por superar para que los biofertilizantes sean
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comercialmente aceptados son (Soumare et al., 2020):

Soporte adecuado. El punto débil de la comercializacion  suele ser el
rendimiento del indculo microbiano. Un microorganismo puede ser eficiente
en condiciones de laboratorio y/o invernadero, pero formular ese organismo
en un portador adecuado es un paso dificil. La eleccion del material portador
es fundamental porque éste es el unico vehiculo de entrega de
microorganismos Vvivos desde la unidad de produccion a las plantas en el
campo. Por lo tanto, la investigacion debe centrarse en este paso para
encontrar soportes que satisfagan las necesidades de un buen portador
(Mishra y Arora, 2016).

Estandares de calidad. Los estandares de calidad son la principal
preocupacion de la biotecnologia microbiana. Las caracteristicas que definen
la calidad de un biofertilizante incluyen la presencia de la cepa recomendada
en forma activa y el numero requerido. Actualmente, el marco de control de
calidad no esta bien definido, los estandares de calidad actuales prescritos
por las agencias reguladoras de un pais no autentican la cepa utilizada para
la produccién comercial; como resultado, la mayoria de los inoculantes
producidos en el mundo son de calidad relativamente baja (Thuita et al.,
2018).

Procedimiento de control de calidad. Para garantizar la seguridad, la
eficacia y la conformidad del producto con las normas prescritas, el control
de calidad y la regulacion de los biofertilizantes son pasos importantes. El
control de calidad del in6culo debe realizarse en diferentes etapas: seleccion
y eficiencia a escala de laboratorio e invernadero por parte de los
investigadores, formulacion que incluye la eleccién del soporte, empaque y
almacenamiento a escala industrial. Cada paso requiere experiencia y todo
debe regirse por estandares (bajo regulacion). Desafortunadamente, todas
las unidades de produccion de biofertilizantes no siguen este procedimiento

debido a la falta de respaldo técnico (Soumare et al., 2020).

Por lo anteriormente expuesto, uno de los principales problemas a resolver en

las proximas décadas es minimizar la dependencia de los fertilizantes quimicos,
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mejorando la formulacion y calidad de los biofertilizantes. En primer lugar, pasar
del laboratorio y el invernadero a las pruebas de campo requerird una serie de
enfoques novedosos; es decir, como cultivar, almacenar los microorganismos y
mas instalaciones adecuadas para enviar, formular y aplicarlos. En segundo
lugar, seria esencial educar al publico sobre el uso de productos a base de
microorganismos en la agricultura a gran escala, ya que generalmente se piensa

que los microorganismos son agentes causantes de enfermedades.

Es necesario encontrar estrategias alternativas que sean respetuosas con el
medio ambiente; en este sentido, en el futuro, los biofertilizantes no sélo actuaran
como alternativa potencial para alimentar a la poblacion emergente, sino que
también mejoraran la productividad y apoyaran el crecimiento de las plantas en

condiciones de estrés (Kour et al., 2020).

IlLVI Descripcidon de especies bacterianas y materiales a utilizar en

este trabajo.
Bacillus pumilus.

B. pumilus es una bacteria presente en el suelo y tiende a interactuar con las
raices de las plantas (Gutierrez-Manero et al., 1996); morfolégicamente es un
bacilo aerobio Gram positivo formador de esporas (Priest, 1993). Se ha
evidenciado que esta bacteria tiene actividad como promotora de crecimiento
vegetal; su cultivo acumula una gran cantidad de giberelinas bioactivas
utilizables fisiolégicamente por las plantas hospederas, provocando elongacion

del tallo (Gutiérrez-Mariero et al., 2001).

Existen estudios que comprueban que cepas de B. pumilus puede ser utilizada
como inoculante para la produccién de biofertilizantes, con el fin de aumentar el
rendimiento en los cultivos (Yasmin et al., 2013). Se ha probado su efectividad
en plantas de arroz (A. Khan et al., 2016; Win et al., 2018), tomate (Sirajuddin et
al.,, 2016), maiz (Breedt et al., 2017), amaranto (Pandey y Negi, 2018),
Glycyrrhiza uralensis (Xie et al., 2019), banano (C. de F. B. da Silva et al., 2018)
y trigo (Yasmin et al., 2013).
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B. pumilus tiene la capacidad de conferir a las plantas tolerancia a las bajas
temperaturas (Pandey y Negi, 2018), a la sequia (Xie et al., 2019), a altas
concentraciones de sal y a patégenos (A. Sharma et al., 2019). Hay reportes que
indican que puede ser utilizado como agente de biocontrol para Rhizoctonia
solani (Rostami et al., 2017), larvas de gusano del maiz (Disi et al., 2018), gusano
de raiz del maiz (Joseph Onwusemu Disi et al., 2019), y Ralstonia solanacearum
(Shen et al., 2018). Ademas, dicha cepa es capaz de metabolizar de manera
efectiva el herbicida isoproturon fenilurea por lo que puede ser utilizada como

agente de biorremediacion (Giri et al., 2017).

B. pumilus fue aislada de una composta de la Universidad Auténoma de
Querétaro; al evaluarla se encontré que tiene actividad como solubilizadora de
fosfato, inhibe el crecimiento de Fusarium oxysporum, promueve la germinacién
de semillas de lechuga vy jitomate. Ademas, dicha bacteria individualmente o
combinacién con Stenotrophomonas rhizophila aumenta la altura y grosor de
tallo, area foliar y clorofila de plantulas de jitomate, chile jalapeio, lechuga y
acelga (Martinez-Cano, 2019). Sin embargo, es necesario realizar mas pruebas
con la finalidad de evaluar sus cualidades para ser considerada en la elaboracién

de biofertilizantes.
Stenotrophomonas rhizophila.

S. rhizophila es un bacilo Gram negativo, puede encontrarse en la rizosfera o de
manera endofita en las plantas, raiz, tallos y hojas (Alavi et al., 2013). Esta cepa
bacteriana tiene un papel ecolégico importante en los ciclos biogeoquimicos
(Wolf et al., 2002); la cepa no es patdgena, tiene alta resistencia a la salinidad y
produce espermidina, enzima degradadora de la pared celular de las plantas.
Ademas, tiene la capacidad de formar biopeliculas, produce flagelos y diversos

polisacaridos de superficie y adhesion (Alavi et al., 2014).

En la agricultura, la cepa S. rhizophila ha sido utilizada y estudiada como
promotor de crecimiento vegetal y como control biolégico de patdgenos. Dicha
bacteria ha sido utilizada para proteger a las plantas en condiciones de sequia y

salinidad, debido a su liberacién de glucosilglicerol que permite una alta retencién
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de agua en el suelo (Roder et al., 2005). S. rhizophila tiene la capacidad de
producir dodecanal que inhibe el crecimiento de una gran cantidad de hongos
(Ryan et al.,, 2009). Hay estudios que evaluan la actividad promotora de
crecimiento de esta cepa bacteriana en plantas de pepino en suelos salinos
(Egamberdieva et al., 2011), plantas de tomate, algodén y pimiento dulce en
suelos no estériles (Schmidt et al., 2012); y, en sinergia con B. japonicum en soja
bajo estrés salino mejora las raices, brotes y peso de las plantas (Egamberdieva
et al., 2016).

Esta cepa bacteriana forma biopeliculas osmoprotectoras que confieren a las
plantas tolerancia a altas presiones osmaticas y proteccion ante patégenos (Alavi
et al., 2013). Esta reportado que S. rhizophila tiene actividad fungistatica contra
Fusarium solani, F. oxysporum, Fusarium sp. y F. oxysporum f. sp. lycopersici
(Blagova et al., 2015).

En una composta de la Universidad Autonoma de Querétaro fueron obtenidos
dos aislados de esta cepa bacteriana que presentan cualidades como
promotores de crecimiento vegetal; éstas tienen la capacidad de solubilizar
fosfatos in vitro. Cuando las cepas son inoculadas de manera individual o en
consorcio con Bacillus pumilus tienen la capacidad de aumentar la altura y grosor
de tallo, area foliar y clorofila en plantas de chile jalapefo, acelga, lechuga y
jitomate (Martinez-Cano, 2019). No obstante, es necesario realizar mas pruebas
para evaluar sus cualidades para ser considerada para la elaboracion de

biofertilizantes.
Alginato de sodio.

El alginato es un polimero de origen natural compuesto por acido D-manurénico
y acido L-glucuronico, el cual puede ser extraido de diferentes algas (Rahelivao
et al., 2013) y algunas bacterias (Hay et al., 2010). Las ventajas que muestra
este polimero en el proceso de encapsulado es su naturaleza no toxica, es
biodegradable, tiene la capacidad de liberar de manera lenta los compuestos
encapsulados, es de facil manejo, tiene alta disponibilidad y es de bajo costo
(Bashan et al., 2002; Chan et al., 2011; Charles-Navarro et al., 2010). Ademas,
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la encapsulacion con alginato no requiere cambios fisicoquimicos extremos
durante el proceso (Reyes-Reyes et al, 2018), aumentando la estabilidad,
biodisponibilidad y vida util del compuesto o microorganismo encapsulado
(Avendaino-Romero et al., 2013).

La tecnologia de la encapsulacion se lleva a cabo utilizando alginato en su forma
de sal sédica del acido alginico, y se observa la interaccién con iones de calcio
formando puentes ionicos entre el calcio y los grupos carboxilo del alginato. Del
proceso anterior se forma un copolimero de bloques homopoliméricos de
residuos de B-D-mannuronato y su 5-epimero a-L-guluronato enlazados en 1 -
4. El intercambio de iones y la interaccién con el copolimero permite la formacién
de capsulas (Ortiz et al., 2018).

En el proceso de encapsulacién la concentracion de alginato es de suma
importancia, ya que de esto depende la consolidacion y formacion de las
capsulas. Las mejores proporciones reportadas para dicho proceso es una
mezcla de alginato al 2% y cloruro de calcio 1 M (Lupo, Gonzalez y Maestro,
2012).

La tecnologia de la encapsulacién con alginato se encuentra en expansion en la
industria farmacéutica, alimentaria, de probioticos, entre otras (Avendaio-
Romero et al., 2013; Campos et al., 2014; Pasin et al., 2012). En la agroindustria
se ha utilizado para encapsular microalgas para el tratamiento de aguas
residuales (Bashan et al., 2004; Charles-Navarro et al., 2010). Por otro lado,
Hernandez et al. (2018) reportaron que al encapsular colonias de Azospirillum
brasilense no hay liberacién de la cepa al introducirse en agua durante 6 meses;
sin embargo, al introducir las capsulas en caldo de cultivo hay formacion de
colonias. Los resultados comprueban la viabilidad y conservacion de la cepa
dentro de la capsula; por lo cual, al poner en contacto las capsulas con semillas
de maiz en germinacion las células bacterianas colonizan los pelos radiculares

de las plantulas.

El alginato es considerado el polimero experimental mas comun en la agricultura,

y es uno de los materiales mas utilizados para la encapsulacién de bacterias. Lo
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anterior debido a que tiene una excelente estabilidad en el medio ambiente. Sin
embargo, el alto costo del alginato, ademas de su rapida difusién y liberacién de
compuestos, limita su aplicacidén a gran escala (Meftah Kadmiri et al., 2021). Para
superar esta limitacion, la adicion de aditivos puede producir una matriz
excelente para controlar la liberacion de microorganismos biofertilizantes, reducir
costos de produccion, aumentar la materia seca de las capsulas, la resistencia
mecanica, aumentar la eficiencia de encapsulacion y controlar la liberacion;
ademas, se mejora la viabilidad y estabilidad celular, asi como el efecto del
biofertilizante en las plantas (He et al., 2016; Safari et al., 2020).

Actualmente, se cuenta con estudios que demuestran que el alginato de sodio
puede ser utilizado en la agricultura para la inmovilizacion de bacterias
promotoras de crecimiento vegetal; sin embargo, es necesario realizar mas

investigaciones que demuestren su efectividad.
Material de silice mesoporosa SBA-15.

La nanotecnologia incluye el uso de nanomateriales y representa uno de los
enfoques mas novedosos en la medicina y en la ciencia en general. Los
nanomateriales tienen propiedades fisicoquimicas utiles, son biocompatibles y
no toxicos; ademas, pueden detectar y responder a estimulos ambientales
(Shahriar et al.,, 2019). EI campo de la nanotecnologia proporciona varios
ejemplos de la aplicacion de nanoparticulas para procesos de ingenieria
ambiental donde se ven involucradas técnicas de inmovilizacion microbiana. Las
nanoparticulas representan una nueva generacion de soportes flexibles y
versatiles para células microbianas, que proporcionan grandes superficies
especificas por volumen (Giese et al., 2020). Sin embargo, aun no se han
explorado numerosas posibilidades en el desarrollo de células microbianas

inmovilizadas sobre soportes de base nano destinados a la agricultura.

La sintesis de materiales funcionales con estructuras mesoporosas ha sido de
gran importancia en los ultimos afios debido a sus diversas aplicaciones. Los
materiales mesoporosos se han aplicado en 6ptica (Huo et al., 1997), como

catalizadores, soportes de enzimas y adsorbentes selectivos de proteinas (Yun
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et al., 2002), asi como adsorbentes de metales pesados y contaminantes
organicos (Liu et al., 2000; Newalkar et al., 2003).

Los materiales SBA-15 consisten en estructuras de silice mesoporosa hexagonal
bien ordenadas con tamafio de poro uniformes, de hasta 300 angstroms. SBA-
15 se sintetiza en medios acidos para producir mesofases de co-polimero de
bloques de silice hexagonal bidimensional altamente ordenadas. SBA-15 esta
formado por estructuras porosas con espacios de 74.5 a 320 angstroms,
fracciones de volumen de poros de hasta 0.85, y espesores de paredes de silice

de 31 a 64 angstroms.

Los materiales de silice mesoporosa se preparan a temperaturas de 35 a 80 °C,
y se utilizan co-polimeros tribloque de poli (6xido de alquileno) adicionados de
moléculas organicas codisolventes, que pueden tener diferentes funciones. El
material obtenido de esa reaccion tiene una amplia gama de tamarios, con poros

y espesores de pared uniformes (Zhao et al., 1998).

SBA-15 es uno de los materiales mesoporosos mas econdémicos, versatiles y
estables térmica e hidrotérmicamente, lo que aumenta su potencial como soporte
(Arellano et al., 2008). Ademas, es un material considerado hibrido organico-
inorganico, lo que le confiere las ventajas de los polimeros organicos y los
materiales inorganicos. Sus principales aplicaciones incluyen la adsorcion,
separacion, catalisis y sensores. La eficiencia del material mesoporoso puede
mejorar al injertar un compuesto funcional como polimero, tiol y grupos amina
(Thomas et al., 2019).
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ll. HIPOTESIS

La inmovilizacién de un consorcio bacteriano con propiedades promotoras de
crecimiento vegetal en un soporte polimérico aumentara el crecimiento de
plantas de lechuga, debido a la mayor viabilidad bacteriana derivada de la
proteccion y estabilidad en almacenamiento y en el suelo, asi como una

liberacidn prolongada, en comparacion con la turba.
V. OBJETIVOS
Objetivo General

Desarrollar un soporte para inmovilizar un consorcio bacteriano con propiedades
promotoras de crecimiento vegetal y evaluar su efecto sobre el rendimiento de

un cultivo.
Objetivos Especificos

1. Desarrollar y evaluar un soporte para inmovilizar un consorcio formado
por Bacillus pumillus y Stenotrophomonas rhizophila elaborado a base de
material de Silice Mesoporoso SBA-15.

2. Desarrollar y evaluar un soporte para inmovilizar un consorcio entre
Bacillus pumillus y Stenotrophomonas rhizophila elaborado a base de
alginato de sodio.

3. Determinar la actividad promotora del crecimiento vegetal del consorcio
bacteriano inmovilizado in vitro.

4. Evaluar la efectividad del consorcio inmovilizado en ambos soportes sobre

el rendimiento de un cultivo.
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V. METODOLOGIA

Sintesis de
material
MESOPOroso
SBA-15

Estandarizacién
y colocacion
del consorcio

en el material

Evaluacion
de viabilidad
bacteriana

Soporte de
Alginato de
sodio

Estandarizacién
del inoculo
bacteriano

Encapsulacion
de
consorcio
en alginato
de sodio

\

Y

Evaluacion
de viabilidad
bacteriana

e

Efecto
promotor de
crecimiento

vegetal

Porcentaje de germinacion.

Condiciones de invernadero
Altura, raiz y peso freso

Evaluacion de
costos de produccién
para cada soporte.

Figura 4. Metodologia que contiene los principales pasos a seguir para la obtenciéon de dos

soportes y su evaluacion.
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1. Desarrollo y caracterizaciéon de un soporte de silice mesoporosa
SBA-15.

Sintesis de materia de silice mesoporoso ordenado SBA-15.

El material de silice mesoporoso SBA-15 se preparé mediante el proceso Sol-
Gel de acuerdo con el procedimiento propuesto por Flodstrom y Alfredsson
(2003); se utilizé el Pluronic (P123) como surfactante neutro, agente director de

la mesoestructura.

El P123 se disolvié en una solucién de 75 ml de acido clorhidrico4 My 112.5 ml
de agua desionizada con agitacién constante a 35 °C en plato caliente con
agitador magnético. Una vez disuelto el P123 se inicié el proceso Sol-Gel; se
adicionaron 11 ml de tetraetil ortosilicato (TEOS), precursor de la silice, y la

solucion se dejo a 35 °C con agitacion constante durante 24 horas.

Transcurridas las 24 horas se efectud el proceso de madurado. El gel obtenido
se colocod en un recipiente de polipropileno, se tapd y se colocé en la mufla

durante 24 horas a una temperatura de 80 °C.

El recipiente con el gel madurado se dejé enfriar y el solido se recuperd por
filtracion. El sdélido se coloco en un crisol y se dejé secar a temperatura ambiente.
Posteriormente, el crisol se colocé en la mufla a 110 °C por 18 horas, a una
rapidez de calentamiento de 2 °C/min. Sin sacar el sélido de la mufla, se calciné
a 550 °C por 4 horas a una rapidez de calentamiento de 1 °C/min. El proceso
anterior dio como resultado el material de silice mesoporoso ordenado SBA-15.

Colocacion de un consorcio bacteriano estandarizado de Bacillus pumillus

y Stenotrophomonas rhizophila en material de silice mesoporoso SBA-15.

Para hacer la propagacion bacteriana se preparé caldo de cultivo Luria Bertani
(LB); de acuerdo con las indicaciones del proveedor, se esterilizd en autoclave
durante 15 minutos a 121 °C y se dej6 enfriar. Se prepararon tres matraces de
caldo de cultivo, uno para cada cepa bacteriana: Stenotrophomonas rhizophila,

Bacillus pumilus y Stenotrophomonas rhizophila 2.
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Se inoculé la bacteria en el caldo de cultivo utilizando un asa bacterioldgica,
siguiendo las indicaciones de las buenas practicas de laboratorio de la OMS
(2012). Los matraces se colocaron en incubadora con agitacion rotatoria a 150
rom durante 48 horas a 28 + 2 °C hasta la fase logaritmica de las cepas

bacterianas (Kimberley et al., 2004).

Para preparar el consorcio bacteriano se inoculé un ml de cada cultivo en fase
logaritmica de las cepas bacterianas en caldo nutritivo (previamente preparado
y esterilizado); posteriormente, se incubd a 28 + 2 °C durante 24 horas hasta
obtener una concentracién bacteriana de 10° unidades formadoras de

colonia/ml.

Posteriormente se confirmo la cantidad de unidades formadoras de colonia
(UFC). Se hicieron diluciones seriadas, se tomé un ml de cada dilucion y se
sembré en caja Petri con agar nutritivo. Las cajas se incubaron durante 24 horas
a 30 £ 2 °C. Se contaron las colonias presentes en las cajas y se registrd la

densidad celular (Camacho et al., 2009).

Finalmente se colocd el caldo de cultivo con el consorcio bacteriano
estandarizado en el material de silice mesoporoso SBA-15 utilizando el método

de incubacién por adsorcion.

Las nanoestructuras preparadas se esterilizaron en autoclave antes de la
inmovilizacion a 121 °C durante 15 minutos. Una vez esterilizadas, las
nanoestructuras se incubaron con 100 ml de la suspension bacteriana
estandarizada a 10° UFC/ml, durante 12 horas durante la noche en condiciones
estaticas. Después de la incubacién, las nanoestructuras cargadas de bacterias
inmovilizadas se secaron bajo condiciones ambientales (Jayani et al., 2020;
Safari et al., 2020).

El material fue almacenado en frascos color ambar libres de humedad a4 °Cy
25°C (Skrlec et al., 2019). Después de 14 horas se midio la viabilidad celular
sobre el soporte de SBA-15 al final de la inmovilizacion.
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Efecto del soporte a base de silice mesoporoso SBA-15 sobre la viabilidad

del consorcio bacteriano.

La viabilidad bacteriana se evalu6 de acuerdo con lo descrito por Manikandan et
al. (2010). Se prepard6 caldo de cultivo nutritivo y se esterilizd. Posteriormente,
se agregd al caldo nutritivo una cantidad conocida de material de silice
mesoporoso que contenia el consorcio bacteriano, y se incub6é a 25 + 2°C

durante 2 dias.

Se prepard una dilucion en serie del caldo de cultivo transfiriendo 1 ml del caldo
a 9 ml de agua destilada estéril para obtener una dilucion 10'; se repite el paso
hasta obtener una dilucion 10-°. Se tomaron 10 ul de cada dilucion y se colocaron
en placas Petri con agar nutritivo identificadas. Las placas se incubaron a 25 + 2
°C durante 48 horas (Novinscak y Filion, 2020). Las colonias individuales se
contaron mediante el método de la placa de gota. Se hicieron tres repeticiones

para cada dilucion (Somasegaran y Hoben, 1994).

Se calcularon datos de cinética bacteriana de acuerdo con Pisabarro (2009)

utilizando las siguientes ecuaciones:

.. LnN — LTI.NO (1)
Tasa de crecimiento (1) = f
InN — LnN
Tasa de muerte (k) = fo (2)
Xt
Numero de generacion (g) = ll,ln(Z) (3)
‘ (4)

Tiempo de generacion (T) = —

Donde:

N: numero final de UFC
No: UFC inicial

t: tiempo

Este procedimiento se realiz6 cada mes durante 1 afo, para evaluar la viabilidad
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celular del producto en un afio de almacenamiento y determinar la fase de

declive.
Cinética de liberacion bacteriana

La cinética de liberacion se estudio segun el método descrito por He et al. (2015).
Se sumergié 1 mg de SBA-15 en 10 ml de solucidén salina estéril, y se mantuvo
durante 30 dias a temperatura ambiente. Se tomaron alicuotas de 100 pl en
diferentes tiempos, y se determin6 el numero de bacterias viables en solucion
por el método de conteo en placa en agar nutritivo. Los experimentos se
realizaron por triplicado y los resultados se expresaron en términos de Log
UFC/g.

Prueba de biodegradabilidad del material de soporte

La biodegradabilidad del material SBA-15 fue evaluada por la pérdida de masa

durante 30 dias expuestos al suelo.

En diferentes bolsas de nylon de malla muy fina se colocaron 10 mg de
nanoparticulas de SBA-15 (Wi), y se enterraron a 5 cm del suelo. Para el
experimento, el suelo se mantuvo a temperatura ambiente y se reg6 diariamente
con agua destilada. El control de biodegradabilidad se realizé pesando las
muestras enterradas a diferentes tiempos (Whb), y la tasa de biodegradacién se
calculé con la Ec. (5). Los experimentos se llevaron a cabo en cinco repeticiones
(He et al., 2015).

. . W, =W, (5)
Biodegradabilidad = — x 100
i

2. Desarrollo y caracterizacion de un soporte a base de alginato de
sodio.

Preparacién de las capsulas de alginato de sodio.

Se prepard el indculo de cada bacteria en caldo de cultivo Luria Bertani

previamente esterilizado. Se inoculdé una colonia pura en 100 ml de caldo de
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cultivo y se incubd a 28 + 2 °C en agitacion rotatoria constante de 150 rpm
durante 48 horas, hasta la fase de crecimiento exponencial media (Yu et al.,
2012).

Se hizo una mezcla 1:1:1 del inéculo obtenido para cada bacteria. La
estandarizacién del inéculo se realiz6 mediante diluciones con solucion salina al
0.9% estéril, hasta obtener una densidad celular bacteriana de 10° UFC/ml.
Posteriormente se realizaron diluciones en serie 10 veces. Se tomd 1 ml de cada
dilucion y se inoculd en placas de agar nutritivo. Después de 24 horas de
incubacion a 30 + 2 °C, se registrd el crecimiento celular para comprobar la

densidad bacteriana (Kalam et al., 2017).

La encapsulacion del consorcio bacteriano en alginato de sodio se hizo utilizando
la metodologia propuesta por Joe et al. (2012). Se utilizé alginato de sodio y
cloruro de calcio de la marca Sigma-Aldrich. Se prepararon tres diferentes
formulaciones adicionando como aditivos turba (1:3 w/w) y carboximetilcelulosa
5% (Meftah Kadmiri et al., 2021).

En 100 ml de suspension bacteriana estandarizada se agregd 100 ml de alginato
de sodio al 2% en agitacién baja a 30 °C durante 1 hora en condiciones de
asepsia, para las capsulas control. Ademas, se prepararon una solucién mas de
alginato de sodio con turba en una proporcion 1:3 w/w y una solucion de alginato
con carboximetilcelulosa al 5%. Ambas soluciones se adicionaron a 100 ml de

suspension bacteriana.

La suspensién bacteriana con alginato de sodio se colocé en botellas de infusion
de solucion salina esterilizadas, y se montaron en un soporte. El contenido de
las botellas de infusidon se dejé caer en una solucion de cloruro de calcio 0.1 M
para formar las capsulas de alginato por contacto. El flujo se ajusté para producir
una gota uniforme de 200 a 250 mm. Las capsulas de alginato se dejaron en la

solucién de CaClz durante 30 minutos.

Las perlas se extrajeron de la solucion de CaClz, se enjuagaron en 500 ml de

solucién salina al 0.9% 4 veces en condiciones asépticas, y se transfirieron a
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caldo nutritivo a 20 °C. Las bacterias se multiplicaron en esta mezcla durante 12
h adicionales a 30 £ 2 °C a 100 rpm. Luego, las perlas de alginato se separaron
del medio de cultivo mediante filtracion con papel, y se enjuagaron 3 veces con
500 ml de solucion salina.

Las perlas de alginato se empaquetaron en una bolsa de polietiieno de alta

densidad a razdn de 200 g por bolsa y se almacenaron a 4 °Cy 25 °C.

Efecto del soporte a base de alginato de sodio sobre la viabilidad del

consorcio bacteriano.

Se midié la viabilidad celular de las capsulas de alginato recién preparadas, y a
diferentes tiempos después de su empaquetado. Se tomaron 10 capsulas
muestreadas al azar, y se colocaron en 10 ml de tampdn de fosfato de potasio
(0.25, pH 6.8 £ 1) en un tubo de ensayo por 16 a 24 horas a 30 °C. Para facilitar
la solubilidad las capsulas se agitaron durante 5 minutos a la maxima velocidad

en un Vortex.

Se prepararon diluciones en serie de la solucién donde se liberaron las bacterias;
se transfirid 1 ml de la solucién a 9 ml de agua destilada estéril para obtener una
dilucion 10!, y se repitié el proceso hasta obtener una solucién 10°. De las
diluciones, se pipetearon 10 ul y se colocaron en placas Petri con agar nutritivo
(Novinscak y Filion, 2020). Las placas se incubaron a 25 + 2 °C y las colonias
individuales se contaron mediante el método de la placa de gota; se hicieron tres
repeticiones para cada dilucion (Somasegaran y Hoben, 1994). Ademas, se
calcularon datos de cinética bacteriana, de acuerdo con Pisabarro (2009), como
en el soporte de SBA-15.

Este procedimiento se realiz6 cada mes durante 1 afo, para evaluar la viabilidad

celular a lo largo de un afio de almacenamiento.
Cinética de liberacion bacteriana

La cinética de liberacion se estudié segun el método descrito por He et al. (2015).

Se sumergié un gramo de las capsulas de alginato en 10 ml de solucion salina
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estéril y se mantuvo durante 30 dias a temperatura ambiente. Se tomaron
alicuotas de 100 ul en diferentes tiempos, y se determiné el numero de bacterias
viables en solucion por el método de conteo en placa en agar nutritivo. Los
experimentos se realizaron por triplicado, y los resultados se expresaron en

términos de Log CFU/g.
Prueba de biodegradabilidad del material de soporte

La biodegradabilidad de las capsulas de alginato fue evaluada por la pérdida de
masa durante 30 dias expuestos al suelo.

En diferentes bolsas de nylon de malla fina se colocaron 100 mg de capsulas
(Wi) y se enterraron a 5 cm del suelo. Para el experimento, el suelo se mantuvo
a temperatura ambiente y se rego diariamente con agua destilada. El control de
biodegradabilidad se realiz6 pesando las muestras enterradas a diferentes
tiempos (Wb), y la tasa de biodegradacién se calcul6é con la ecuacién (5). Los

experimentos se llevaron a cabo en cinco repeticiones (He et al., 2015).
Control con turba.

La turba se esterilizd en autoclave a 121 °C durante 1 hora, la esterilizacion se
repitié por tres dias. La turba se dejo secar en condiciones de asepsia. Una vez
seca y estéril, la turba se colocé en una bolsa de plastico previamente
desinfectada y se le agregaron aproximadamente 100 ml de in6culo a una
concentracion de 10° UFC/ml. La mezcla se homogenizé perfectamente, sin que
se presentara saturacion de humedad. La bolsa se sellé y se almacen6a 4 °Cy

a temperatura ambiente (Quiroz-Sarmiento et al., 2019).

Para el control se evalud la viabilidad del consorcio bacteriano, cinética de

liberacion bacteriana y prueba de biodegradabilidad.
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3. Determinacién de actividad promotora del crecimiento vegetal del

consorcio bacteriano inmovilizado in vitro.
Pruebas de germinacion

El experimento se realiz6 bajo condiciones de laboratorio con un disefio
completamente al azar. Se hicieron 4 réplicas de 25 semillas de lechuga cada
una. Como control se utilizé el inéculo dispuesto en turba y como control negativo

el agua destilada estéril.

Las semillas se desinfectaron en etanol al 70% (v/v) durante 1 minuto, seguido
de hipoclorito de sodio al 2.5% (w/v) durante 20 minutos. Se lavaron 3 veces con
agua destilada estéril y se descartaron las semillas flotantes. Por otro lado, se

esterilizd papel filtro previamente cuadriculado.

En campana de extraccion se coloco el papel filtro cuadriculado en cada caja
Petri, y se humedecié con 5 ml de agua destilada estéril. Con pinzas se colocaron

las 25 semillas de lechuga desinfectadas.

Los tratamientos utilizados fueron los soportes propuestos: capsulas de alginato,
capsulas de alginato + carboximetilcelulosa, capsulas de alginato + turba,
material de silice mesoporoso SBA-15. Para las capsulas de alginato se
emplearon 5 capsulas para cada caja Petri. Para el material de silice mesoporoso
se agrego en el agua destilada a una concentracion de 100 ppm (Magafia-Lépez
et al., 2022).

Tras 21 dias después de la siembra se determiné el porcentaje de germinacion
(Ecuacion 8), segun lo sugerido por Abdul-Baki y Anderson (1973).
semillas germinadas (8)

% d naciéon = x 100
% de germinacion total de semillas utilizadas
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4. Evaluacion de la efectividad del consorcio inmovilizado en el

soporte sobre el rendimiento y calidad de un cultivo de lechuga.

El experimento se realizé en invernadero en un disefio completamente al azar, y
los tratamientos se asignaron lo mas uniforme posible; lo anterior, para permitir
que solo las diferencias potenciales entre los tratamientos se perciban con
facilidad.

Primeramente, se hizo la siembra de las semillas de lechuga en semilleros

previamente desinfectados y como sustrato se utilizé peat moss.

Las semillas se desinfectaron en etanol al 70% (v/v) durante 1 minuto, seguido
de hipoclorito de sodio al 2.5% (w/v) durante 20 minutos. Se lavaron 3 veces con
agua destilada estéril y se descartaron las semillas flotantes. Las semillas fueron
colocadas en los semilleros y se mantuvieron hasta la emergencia.
Posteriormente se realizo el trasplante en macetas. Para ello se preparo la tierra

de cultivo con turba, tierra negra y perlita.

Capsulas de alginato + turba. La tierra de cultivo preparada se mezcl6 con las
capsulas de alginato a una razon de 10 g de capsulas por cada 100 g de sustrato;
se homogenizo6 y en condiciones de asepsia se coloco en las macetas haciendo
el trasplante de la plantula de lechuga (Quiroz-Sarmiento et al., 2019; Panichikkal
et al., 2021).

SBA-15. La tierra de cultivo preparada se coloco en la maceta y se realizé el
trasplante de la plantula de lechuga. El SBA-15 se agrego por aspersion en una

concentracion de 100 ppm (Magana-Lépez et al., 2022).

Turba. La tierra de cultivo preparada se mezclé con 10 g de turba por cada 100
g de sustrato, se homogenizo y se hizo el trasplante de la plantula de lechuga
(Quiroz-Sarmiento et al., 2019).

El disefio experimental fue completamente al azar. Se emplearon 10 plantas para

cada tratamiento. El experimento se realizo por triplicado.
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Tabla 2. Cantidad utilizada para cada tratamiento.

Tratamiento Cantidad

Turba + in6culo 10 g/100 g de sustrato
Capsulas de alginato + turba 50 capsulas/plantula
SBA-15 (aspersion) 100 ppm

Control negativo Agua destilada

Una vez realizado el trasplante se mantuvo bajo riego cortos y frecuentes para
mantener la humedad en las capas mas superficiales del suelo. El experimento
finalizd cuando las plantas estuvieron listas para la cosecha. Se midié la altura

de las plantas, la longitud de la raiz y el peso fresco (Kamal y Ashish, 2020).
5. Analisis de costos de produccion para cada soporte bacteriano.

Se realizd una evaluacién financiera de proyectos de inversién para cada
soporte, y mediante el valor de la TIR y la TREMA se determind si el proyecto es

rentable o no en términos financieros.

Para obtener la TIR y la TREMA se utilizé el programa Excel, se calcul6 la
totalidad de la inversion inicial, lo egresos de operacion, los intereses que
deberan pagarse por la parte de la inversion financiada con capital ajeno, los

impuestos y la rentabilidad (Meza, 2017).
6. Analisis estadistico de los datos.

Se llevo a cabo un analisis de varianza (Muller y Fetterman, 2003), pruebas de
comparacién de medias y pruebas Tukey, utilizando el programa de estadistica

Statgraphics.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Desarrollo y caracterizacién de un soporte de silice mesoporosa

SBA-15 y alginato de sodio.
Formulacién con el material de silice mesoporoso SBA-15.

Para el soporte con material de silice mesoporosa SBA-15 se obtuvo un polvo

blanco y fino que contenia en su estructura al consorcio bacteriano (Figura 5);

éste una vez seco se utilizoé a lo largo de la experimentacion.

Figura 5. Formulacién obtenida con material de silice mesoporosa SBA-15. a) Se observa el
medio de cultivo y el SBA-15 por separado. b) Momento en el que el SBA-15 se pone en
contacto con el medio de cultivo antes de la incubacién. ¢) Se observa el material seco que ya
contiene el consorcio bacteriano.

Las caracteristicas fisicas del material de silice mesoporoso SBA-15 no se
modificaron cuando se puso en contacto con el medio de cultivo con el consorcio

bacteriano.

El material SBA-15 presenta grandes cantidades de mesoporos en su estructura,
que es donde se albergan las PGPB, lo que da origen a una fuerte asociacion
bacteria-material organico; esto es importante debido a que, si la union es muy
fuerte, la liberacion de las PGPB al medio sera mucho mas complicada. En un
estudio realizado por Velazquez-Herrera et al. (2022) encontraron que el uso de

SBA-15 como soporte bacteriano complica la liberacion bacteriana al medio; sin
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embargo, al agregar LDH y preparar un nanocompuesto LDH/SBA se facilita

notablemente la liberacion.
Formulacion con alginato de sodio.

Para las capsulas de alginato de sodio se obtuvieron tres formulaciones distintas
(Figura 6), las cuales contenian al consorcio bacteriano en su interior y una vez
secas se utilizaron a lo largo de la experimentacion:

e Alginato (ALG)

e Alginato con carboximetilcelulosa como aditivo (ALG+CMC)

¢ Alginato con turba como aditivo (ALG+Turba)

Figura 6. Formulaciones desarrolladas con alginato de sodio como soporte. Se prepararon

tres formulaciones a) alginato de sodio, b) carboximetilcelulosa como aditivo y ¢) turba como
aditivo.

Se tomé una muestra de 10 capsulas de cada formulacion y se midié el diametro
a cada una de ellas en fresco y en seco; los resultados se condensaron en la

Tabla 3 para las capsulas frescas, y en la Tabla 4 para las capsulas secas.

Tabla 3. Diametro medio obtenido de la medicion de 10 capsulas en fresco muestreadas al

azar.

ALG ALG+CMC ALG+Turba
Diametro medio (mm) 3.86 3.23 3.5
Desviacion estandar 0.23 0.12 0
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Tabla 4. Diametro medio obtenido de la medicién de 10 capsulas en seco muestreadas al azar.

ALG ALG+CMC ALG+Turba
Diametro medio (mm) 4.02 3.07 2.5
Desviacion estandar 0.56 0.11 0.1

Las capsulas de alginato de sodio con turba presentaron una forma regular y
homogénea comparadas con las que se elaboraron solo con alginato de sodio.
Algunos estudios sugieren que el uso de polisacaridos con minerales arcillosos
para proteger las células inmovilizadas asegura una liberacion lenta al medio
ambiente. He et al. (2017) encontraron que la adicion de bentonita a la
formulacion a base de alginato aumenta el contenido de sdlidos, y la porosidad
del alginato utilizado como vehiculo de Raoultella planticola. Por otro lado,
Liffourrena y Lucchesi (2018) aplicaron perlita como relleno de microesferas de
alginato, y aumentaron la estabilidad mecanica del gel. Finalmente, Meftah
Kadmiri et al. (2021) encontraron que la adicion de materiales arcillosos al
alginato de sodio favorece la reaccidén de entrecruzamiento, mejorando asi la
forma y apariencia de la capsula. Lo anterior se relaciona con los resultados
obtenidos en este trabajo, ya que, al agregar turba a la formulacion, las capsulas

presentaron un diametro mas homogéneo.
Efecto de los soportes sobre la viabilidad del consorcio bacteriano.

La prueba de viabilidad bacteriana se realizé6 a dos temperaturas, 4 °C y

temperatura ambiente, durante un afo en almacenamiento.

Las formulaciones mantenidas a temperatura ambiente (Figura 8) presentaron
una mayor viabilidad bacteriana que las que se mantuvieron a 4 °C (Figura 7).
Siendo el SBA-15 y el alginato con turba los que presentaron una mayor
viabilidad bacteriana a 12 meses en almacenamiento, 3.67x10° UFC/ml y
5.93x108 UFC/ml, respectivamente.
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Almacenamiento a 4°C
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Figura 7. Viabilidad bacteriana presentada por cada una de las formulaciones propuestas
almacenadas a 4 °C. La viabilidad bacteriana se midi6 cada mes durante un afo. Se utilizé
prueba de Tukey con p < 0.05. Las barras de error representan el intervalo de confianza

individual.

A 4 °C, la viabilidad para cada formulacion propuesta fue, para alginato 2.2x108
UFC/ml, alginato con carboximetilcelulosa de 4.83x108 UFC/ml, alginato con
turba de 5.9x108 UFC/ml y SBA-15 de 3.67x10° UFC/ml. ElI SBA-15 fue el
material que presentd una mayor cantidad de células viables después de 12
meses en almacenamiento a 4 °C. El control de turba presentd viabilidad
bacteriana hasta el cuarto mes en almacenamiento; después de este mes ya no
hubo crecimiento bacteriano, lo que indica que a 4 °C la turba mantiene vivas las

células bacterianas durante 4 meses en almacenamiento.
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Almacenamiento a Temperatura Ambiente
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Figura 8. Viabilidad bacteriana presentada por cada una de las formulaciones propuestas
almacenadas a temperatura ambiente. La viabilidad bacteriana se midié cada mes durante un
ano. Se utilizé prueba de Tukey con p < 0.05. Las barras de error representan el intervalo de

confianza individual.

Por otro lado, a temperatura ambiente la viabilidad bacteriana de cada soporte
fue para el alginato 4.67x108 UFC/ml, alginato con carboximetilcelulosa de
6.67x108 UFC, alginato con turba de 8.33x108 UFC/ml, y SBA-15 de 2.0x10"°
UFC/ml. ElI SBA-15 fue el material que presentd una mayor cantidad de células
viables después de 12 meses en almacenamiento a temperatura ambiente. El

control de turba presentd viabilidad bacteriana de 5 meses en almacenamiento.

Los resultados obtenidos indican que la viabilidad bacteriana de las
formulaciones varié dependiendo de la temperatura de almacenamiento. Las
formulaciones mantenidas a temperatura ambiente presentaron una mayor
viabilidad bacteriana en comparacién con aquellas mantenidas a 4 °C. Tanto el
SBA-15 como el alginato con turba fueron los que mostraron una mayor
viabilidad bacteriana después de 12 meses de almacenamiento, tanto a

temperatura ambiente como a 4 °C.

Lo anterior nos indica que la temperatura de almacenamiento es un factor crucial
que puede afectar la viabilidad bacteriana a largo plazo. Se ha demostrado que
las bajas temperaturas, como 4 °C, pueden tener efectos negativos en la
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supervivencia de las bacterias durante periodos prolongados de
almacenamiento. Esto se debe a que las bajas temperaturas pueden provocar
dafo en las membranas celulares, y alterar las funciones metabdlicas de las

bacterias, lo que resulta en una disminucion de la viabilidad (Yu et al., 2021).

En el caso del SBA-15, se observé que mantuvo una alta viabilidad bacteriana
después de 12 meses tanto a temperatura ambiente como a 4 °C. El SBA-15 es
un material mesoporoso con propiedades de liberacién controlada, lo que puede
ayudar a proteger las bacterias durante el almacenamiento y mejorar su
supervivencia. Ademas, el SBA-15 puede proporcionar un entorno favorable
para las bacterias al mantener una alta capacidad de retencién de agua y

nutrientes (Zhang et al., 2018).

En cuanto al alginato con turba, también se observé una alta viabilidad
bacteriana después de 12 meses de almacenamiento. La turba puede
proporcionar un ambiente propicio para las bacterias al retener la humedad y
proporcionar nutrientes adicionales. Esto puede ayudar a mantener la viabilidad
de las bacterias durante el almacenamiento a largo plazo (Kodama et al., 2019).
Ademas, el uso de materiales aditivos desempena un papel importante en la
proteccion y conservacion de las bacterias durante el almacenamiento (Liu et al.,
2020).

Hay diversos estudios donde utilizan alginato como soporte para PGPB.
Schoebitz et al. (2012) encontraron que las perlas secas de alginato que
contenian A. brasilense presentaban 76% de células viables después de un afo
de almacenamiento. Por otro lado, Souza-Alonso et al. (2021) estudiaron la
encapsulacion de P. libanensis utilizando alginato, y observaron que la viabilidad
celular se mantenia hasta 90 dias en almacenamiento. Saberi-Riseh y Moradi-
Pour (2020) informaron que la encapsulacion en alginato mejord
significativamente la tasa de supervivencia de B. subtilis en comparacion con la
forma libre del microorganismo. Young et al. (2006), por su parte, demostraron
que la encapsulacion de bacterias en perlas de alginato enriquecidas con acido
hiumico mantiene la viabilidad bacteriana después de 5 meses en

almacenamiento, lo que promueve con éxito el crecimiento de la lechuga.
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Los datos de cinética de viabilidad bacteriana se presentan en la Tabla 5. De
acuerdo con los mismos, las formulaciones que presentan una mejor cinética de
viabilidad bacteriana, estadisticamente, son las capsulas de alginato con turba
almacenadas a temperatura ambiente y el material de silice mesoporosa SBA-
15 almacenada a temperatura ambiente, sin diferencia estadistica significativa
entre ellas. Ambas formulaciones presentan datos positivos de tasa de
crecimiento, numero de generacion y tiempo de generacion, mientras que
presentan datos negativos para tasa de muerte. Lo anterior indica que dichas
formulaciones promueven el crecimiento de las bacterias contenidas aun en

almacenamiento.

En un estudio realizado por Zago et al. (2019) encontraron que, al encapsular A.
brasilense en perlas de alginato, el crecimiento bacteriano se mantuvo durante

90 dias, lo que asegurd una mejor viabilidad celular.

Tabla 5. Cinética de viabilidad bacteriana presentados por cada uno de los soportes propuestos.
Las letras indican diferencia estadistica significativa entre los datos. Se utilizo una prueba de

Tukey con p < 0.05

Formulacién

Tasa de crecimiento Tasa de muerte (k) Ndmero de Tiempo

(M)

generacion (g)

generacion (T)

ALG 4 °C

ALG Tamb
ALG+CMC 4°C
ALG+CMC Tamb
Turba amb
ALG+Turba 4 °C
ALG+Turba
Tamb
SBA-154°C
SBA-15 Tamb
Turba 4 °C

-1.55E-03+3.33E-05¢9
-1.31E-03+4.33E-05
-7.29E-04+5.68E-06¢°
-4.21E-04+3.74E-05¢
-7.29E-04+5.68E-06¢°
-1.81E-04+1.02E-05°¢
7.24E-04+3.57E-062

-6.99E-05+1.10E-05°
7.47E-04+4.53E-062
-4.21E-04+3.74E-05¢

1.55E-03+3.33E-052
1.31E-03+4.33E-05°
7.29E-04+5.68E-06¢
4.21E-04+3.74E-05¢
7.29E-04+5.68E-06¢
1.81E-04+1.02E-05¢
-7.24E-04+3.57E-069

6.99E-05+1.10E-05
-7.47E-04+4.53E-069
4.21E-04+3.74E-05¢

-2.69E-01+0.0058¢
-2.27E-01+0.0075f
-1.26E-01+9.8E-04°
-7.28E-02+0.006¢
-1.26E-01+9.8E-04°
-3.14E-02+0.0018¢
1.25E-01+6.18E-042

-1.21E-02+1.90E-03
1.29E-01+7.85E-042
-7.28E-02+0.006¢

-446.605+9.582
-529.817+17.632°
-950.741+7.39°
-1656.2+149.7°
-950.741+7.39°
-3829.91+£219.7¢
957.878+4.722

-10073.4+1544.7¢
927.75+£5.612
-1656.2+149.7°

Cinética de liberacion bacteriana de los materiales.

La cinética de liberaciéon se evalué durante un mes, siendo el SBA-15 el material

que presenta una mayor liberacion bacteriana a través del tiempo, con un valor
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de 4x103% UFC/g en el dia 30; ademas, a partir del dia 5 la liberaciéon bacteriana
es controlada y sostenida. En la Figura 9 se aprecia la cinética de liberacion para

todos los materiales propuestos.
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Figura 9. Cinética de liberacion presentada por las formulaciones propuestas durante un mes.

Las curvas de liberacion bacteriana en solucién salina muestran dos fases tipicas
determinadas por He et al. (2016). La velocidad de liberacién celular mas rapida
se observa el primer dia en todas las formulaciones. Desde el dia 5 hasta el dia
30 se observd una liberacion estable en ambos materiales; sin embargo, SBA-
15 tuvo una mayor liberacion de células que ALG. Estos resultados pueden
deberse a la alta tasa de degradacidn que present6 el SBA-15. El
comportamiento de liberacion de las bacterias inmovilizadas depende del
material utilizado, lo cual es relevante al elegir el material para la formulacion de
biofertilizantes (Meftah Kadmiri et al., 2021).

Los resultados anteriores confirmaron que las formulaciones preparadas tienen
propiedades adecuadas para liberar bacterias; ademas, los materiales presentan
ciertas propiedades absorbentes que controlan el comportamiento de liberacion
controlada de las PGPB. La tasa de liberacion de las formulaciones fue rapida al
inicio y prolongada, propiedades requeridas para que una matriz polimérica sea
un buen sistema de suministro de bacterias promotoras de crecimiento vegetal
(Perez et al., 2018).
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El SBA-15 es conocido por su capacidad de liberacion controlada de diversos
compuestos, incluidos los microorganismos. Su estructura mesoporosa permite
la carga y el almacenamiento de bacterias en su interior, y la posterior liberacion
gradual en el entorno circundante (Lépez et al., 2019). Esta liberacion controlada
es deseable en aplicaciones donde se busca mantener una actividad bacteriana
sostenida durante un periodo prolongado, como en la agricultura o la

biorremediacion.

La cinética de liberacion observada en todas las formulaciones, con una
liberacion inicial acelerada seguida de una liberacién sostenida durante un mes,
es consistente con estudios previos que han utilizado materiales similares para

la liberacion controlada de microorganismos.

En un estudio realizado por Diez-Pascual et al. (2018), se emple6 un material de
silice mesoporosa para la liberacion de microorganismos. Los resultados
mostraron una liberacion inicial rapida seguida de una fase de liberacion

sostenida, lo que permitié una actividad bacteriana prolongada en el medio.

La liberacion controlada de bacterias es un aspecto importante para la
biofertilizacion y el biocontrol de enfermedadesen los cultivos. La capacidad de
los materiales como el SBA-15 para proporcionar una liberacion sostenida y
controlada de microorganismos puede mejorar la eficacia de estos productos y
minimizar la pérdida de estos en el entorno. Por lo anterior, los resultados
obtenidos en este experimento respaldan la utilidad de los materiales
mesoporosos en aplicaciones que requieren una liberacién controlada de

microorganismos.
Porcentaje de degradabilidad de los materiales.

La biodegradabilidad de las capsulas obtenidas en este trabajo fue confirmada
por la mayor pérdida de masa en condiciones naturales del suelo durante un

periodo de 30 dias.

Los resultados del ensayo de biodegradabilidad muestran que, a 30 dias en
contacto con tierra humeda, el SBA-15 es el material que presenta un mayor
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porcentaje de biodegradabilidad, siendo de 42.4%; mientras que el alginato con
turba tiene un porcentaje de degradabilidad de 39%, siendo ambos datos
diferentes estadisticamente. En la Figura 10 se muestra el porcentaje de
biodegradabilidad para todas las formulaciones.

El porcentaje de biodegradabilidad se evalu6 para verificar que los materiales
utilizados se degraden en el suelo en condiciones ambientales, y evitar la
acumulacion de materiales no biodegradables y los consiguientes problemas
ambientales (Luckachan y Pillai, 2011; Sturm, 1973
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Figura 10. Porcentaje de biodegradabilidad de los materiales propuestos como soportes de 7 a
30 dias. Se utiliz6 una prueba de Tukey con p < 0.05. Las barras de error representan el

intervalo de confianza individual

Los resultados obtenidos indican que las capsulas obtenidas en el estudio son
biodegradables en condiciones naturales del suelo. Sin embargo, las diferencias
en las tasas de degradacion de los materiales pueden atribuirse a la capacidad
metabdlica de las bacterias para utilizar los materiales como fuente de alimento.
Se ha demostrado anteriormente que cepas bacterianas como B. sp. o
Hydrogenopahaga sp. cepa UMI-18 degradan el alginato y lo utilizan como unica
fuente de carbono (Narsico et al., 2020). Ademas, Souza-Alonso et al. (2021)
encontraron que capsulas de alginato que contenian P. libanensis utilizadas
como biofertilizante para Vigna unguiculata se disuelven progresivamente en la

rizosfera de la planta.

En este experimento, ademas del consorcio bacteriano, las bacterias del suelo
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pudieron haber afectado en la tasa de degradacion, ya que no se realizdé en
condiciones estériles. Ademas, la biodegradacion de un material polimérico esta
directamente relacionada con su composicion, método de preparacion y también
con la actividad bioldgica de los microorganismos; lo anterior, da respuesta a la
variacion que tuvieron los porcentajes de degradacién de las formulaciones, ya

que todas son distintas (Mendoza-Labrador et al., 2021).

El SBA-15 es un material mesoporoso que se ha utilizado en diversas
aplicaciones, debido a su capacidad para degradarse en condiciones
ambientales. Varios estudios han demostrado la biodegradabilidad del SBA-15y
su uso en la liberacién controlada de compuestos bioactivos (Vallet-Regi et al.,
2007). Ademas, la estructura porosa del SBA-15 facilita la interaccién con los

microorganismos presentes en el suelo, lo que puede acelerar su degradacion.

En cuanto al alginato con turba, también se observé una biodegradabilidad
significativa. La turba es un material organico natural que se descompone en
condiciones adecuadas. La turba esta compuesta principalmente por materia
organica parcialmente descompuesta, lo que la hace susceptible a la actividad
de microorganismos y enzimas del suelo que promueven su degradacién
(Johansson et al., 2017).

La biodegradabilidad de los materiales utilizados en las capsulas es un aspecto
crucial, ya que garantiza que no haya acumulacion de residuos indeseables en
el medio ambiente. La capacidad de los materiales para descomponerse
naturalmente es importante en aplicaciones agricolas y ambientales, donde se
busca minimizar el impacto ambiental de los productos utilizados. Estos
hallazgos respaldan la viabilidad de utilizar estos materiales en aplicaciones que
requieren degradacion controlada y sostenible.

2. Determinacién de actividad promotora del crecimiento vegetal del

consorcio bacteriano inmovilizado.
Porcentaje de germinacion in vitro.

El porcentaje de germinacion para la formulacion de alginato de sodio fue de
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66%, para el alginato de sodio con carboximetilcelulosa como aditivo fue de 73%,
para el alginato de sodio con turba como aditivo fue de 86% y el de SBA-15 fue
de 89%; en contraparte, el control con agua destilada estéril fue de 58% vy el
control con turba fue de 76%. De acuerdo con la prueba de ANOVA hay
diferencia estadistica entre los tratamientos utilizados, siendo los mejores
tratamientos la formulacién de alginato con turba y el SBA-15; ambos
tratamientos no tienen diferencia estadistica significativa, los cuales aumentan la

germinacion alrededor de un 30% comparado con el control negativo.

La Figura 11 muestra el porcentaje de germinacion de semillas de lechuga para

cada formulacion evaluada.
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Figura 11. Porcentaje de germinacién para cada formulacién propuesta. Se utilizé una prueba

de Tukey con p < 0.05. Las barras de error representan el intervalo de confianza individual, y
las letras diferentes muestran diferencia estadistica significativa entre los tratamientos.

La adicién de turba como aditivo al alginato de sodio mostré un porcentaje de
germinacién de 86%, lo que representa un aumento del 30% en comparacion
con el control. La turba es ampliamente reconocida por sus propiedades
beneficiosas para el crecimiento de las plantas. La turba contiene una

combinacién de nutrientes esenciales, mejora la retencién de agua y promueve
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la aireacion del suelo; esto puede favorecer el desarrollo de las plantulas y, en
ultima instancia, la germinacion exitosa (Chen et al., 2018). Young et al. (2006)
encontraron que el crecimiento inicial de plantas inoculadas con PGPB
encapsuladas en alginato fue lento, pero el crecimiento posterior fue vigoroso
comparado con la inoculacién de bacterias libres, lo que podria explicarse por la

liberacion lenta de las bacterias.

Por otro lado, el tratamiento con SBA-15 resulté en un porcentaje de germinacion
del 89%, también con un aumento significativo del 30% en comparacién con el
control. El SBA-15 es un material mesoporoso que se ha utilizado en diversas
aplicaciones agricolas debido a su capacidad para retener y liberar nutrientes de
manera controlada, asi como su efecto beneficioso en el crecimiento de las
plantas (Lv et al., 2019). Velazquez-Herrera et al. (2022) reportan que el uso de
un nanocompuesto de LDH/SBA-15 como vehiculo de Streptomyces sp. acelera
en un 700% el crecimiento de plantulas de lechuga de 14 dias después de la
siembra debido a la accion fertilizante de la formulacion; sin embargo, no

reportan la tasa de germinacion de las semillas.

Estos resultados concuerdan con estudios previos que han demostrado el
potencial de los aditivos como la turba para mejorar la germinacién de semillas.
La incorporacién de materiales en la formulacion del alginato de sodio puede
proporcionar un entorno favorable para el desarrollo de las plantulas al
proporcionar nutrientes adicionales, mejorar la estructura del suelo y regular la
disponibilidad de nutrientes (Liu et al., 2020). Por otro lado, el SBA-15 mejora el
crecimiento de plantulas de chile, aunque en la tasa de germinacién no presenté
ningun efecto; los investigadores sugieren que la dosis y las especies de plantas
son importantes para la respuesta obtenida (Magana-Lopez et al., 2022).

En resumen, los resultados indican que los tratamientos de alginato de sodio con
turba y el SBA-15 fueron los mas efectivos para aumentar el porcentaje de
germinacidén en comparacion con el control. Estos hallazgos respaldan la idea de
que la adicion de aditivos especificos puede mejorar la eficiencia de la
germinacién de semillas y, por lo tanto, tener un impacto positivo en la

produccion de plantas.
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3. Evaluacion de la efectividad del consorcio inmovilizado en el soporte

sobre el rendimiento y calidad de un cultivo de lechuga.

Se realizo6 la siembra de las semillas de lechuga (Figura 12) y se obtuvieron 120
plantulas, a las cuales, mediante un disefio completamente al azar se aplicaron

las formulaciones propuestas.

Figura 12. Obtencién de plantulas de lechuga para la evaluacién in vivo de las formulaciones

propuestas.

Se preparo la tierra y se hizo el trasplante; a cada plantula se le agrego el
tratamiento correspondiente, y se mantuvieron en iguales condiciones para
evaluar el efecto de cada tratamiento sobre el crecimiento de la lechuga.
Cuarenta dias después del trasplante, las lechugas se encontraron listas para la
cosecha por lo que se realizaron las mediciones de altura, longitud de raiz y peso
fresco. En las Figuras 13 y 14 se observa una comparativa visual de las lechugas

obtenidas con cada tratamiento.
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Control negativo

Figura 13. Lechugas obtenidas con el soporte de SBA-15, con el control de turba y con el

control negativo.

. ALG+Turba  Contre )a : Control negativo

Figura 14. Lechugas obtenidas con el soporte de alginato de sodio con turba, con el control de

turba y con el control negativo.

Se midié la altura de las lechugas cosechadas, y se encontré que el tratamiento
de ALG+Turba generd las lechugas mas altas, de acuerdo con la prueba de
Tukey con un nivel de confianza del 95%, siendo la altura promedio de 20.28+1.2
cm. Las lechugas sometidas al tratamiento de SBA-15 tuvieron una altura
promedio de 18.45+£0.8 cm. Los dos tratamientos anteriores fueron comparados
con un control negativo, altura de 16.08+0.9 cm y un control con turba como
soporte, altura de 17.95+0.6 cm. De acuerdo con lo anterior, la formulacion de
ALG+Turba aumenta un 26% la altura de plantas de lechuga con respecto al
control negativo, y un 13% con respecto al control de turba. En la Figura 15 se

observa la distribucidon de la altura de las plantas con cada tratamiento.
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Figura 15. Altura de las lechugas obtenidas con los diferentes tratamientos evaluados. Se
utilizé una prueba de Tukey con p < 0.05. Las barras de error representan el intervalo de
confianza individual y las letras diferentes muestran diferencia estadistica significativa entre los
tratamientos.

Los resultados obtenidos en la altura de las plantas de lechuga sugieren que la
formulacién de ALG+Turba tuvo un impacto positivo en el crecimiento de las

plantas, en comparacién con los otros tratamientos y los dos controles utilizados.

Hay diversos reportes que demuestran que el alginato es un vehiculo efectivo
para la encapsulacién y liberacion controlada de PGPB; ademas, en
combinacién con diferentes materiales y microorganismos puede influir en la
eficacia de los biofertilizantes (Rana et al., 2021). Young et al. (2006) encontraron
que al encapsular B. subtilis en alginato y un microambiente enriquecido con
acido humico aumenta la altura del tallo de plantulas de lechuga de 21 dias en
un entorno estéril. Lo anterior se relaciona con los resultados obtenidos en este

trabajo.

En este trabajo el efecto de la formulacion sobre la altura de las plantas se puede
atribuir a una proteccion bacteriana adecuada en el suelo y a una liberacion
controlada de las PGPB utilizadas, lo que permite una mayor colonizacion de las

raices de las plantas (Santos et al., 2019). La turba, por su parte, pudo haber
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creado un microambiente adecuado para las bacterias dentro de la capsula y
una vez en el suelo contribuir a la mejora de las propiedades fisicas, quimicas y
bioldgicas del suelo; lo anterior resulta en un ambiente mas favorable para el
crecimiento de las plantas (Nesme et al., 2018).

La distribucién de la longitud de raiz con cada tratamiento se observa en la Figura
16, con el analisis de varianza y la prueba de Tukey se encontré que el mejor
tratamiento fue el de SBA-15, con una longitud de raiz promedio de 30.72+0.7
cm. Mientras que la longitud de raiz obtenida con el tratamiento de ALG+Turba
fue de 25.6320.9 cm, siendo las plantas con raiz mas pequeina a pesar de tener
la altura mayor. Por otro lado, el control de turba fue de 26.15+0.6 cm y el control
negativo fue de 27.7+0.5 cm. Por lo tanto, el SBA-15 aumenta un 17.5 % la
longitud de la raiz con respecto al control con turba, mientras que el aumento

comparado con el control negativo es del 10.9%.
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Figura 16. Longitud de raiz de las lechugas obtenidas con los diferentes tratamientos
evaluados. Se utiliz6 una prueba de Tukey con p < 0.05. Las barras de error representan el

intervalo de confianza individual y las letras diferentes muestran diferencia estadistica

significativa entre los tratamientos.

La longitud de la raiz es un parametro importante que puede influir en el

crecimiento y desarrollo general de las plantas. En estudios previos, se ha
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demostrado que las bacterias promotoras del crecimiento vegetal pueden afectar
positivamente el sistema de raices de las plantas, al estimular el crecimiento
radicular y mejorar la absorcion de nutrientes (Zhang et al., 2020; Kaur et al.,
2019). Los resultados obtenidos en este trabajo pueden deberse a la sinergia
entre la actividad promotora de crecimiento vegetal de las bacterias y un efecto
bioestimulante del SBA-15.

La estructura porosa del SBA-15 puede actuar como un reservorio de nutrientes
y agua, permitiendo una mayor disponibilidad para las raices de las plantas y
facilitando su crecimiento (Zhang et al., 2020). Ademas, se ha informado que las
interacciones entre las bacterias promotoras del crecimiento vegetal y los
materiales mesoporosos pueden promover la colonizacién y actividad de las
bacterias en la rizosfera; lo anterior, a su vez, puede beneficiar el desarrollo

radicular de las plantas (Li et al., 2019).

Finalmente, el peso fresco de las lechugas muestra que el tratamiento que
produce las lechugas con mayor peso, de acuerdo con el analisis estadistico, es
el soporte de SBA-15, con un peso promedio de 383.54+9.0 g. Los resultados
con los otros tratamientos fueron para ALG+Turba 351.67+13.2 g, control con
turba de 341.26+£12.25 g y control negativo de 305.77+8.5 g. Es decir, el soporte
de SBA-15 aumenta un 25.4% el peso fresco de lechugas en comparacioén con
un control negativo, y un 12.4% en comparacién con un control usando turba

como soporte. Los resultados, de forma grafica, se presentan en la Figura 17.
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Figura 17. Peso de las lechugas obtenidas con los diferentes tratamientos evaluados. Se
utilizé una prueba de Tukey con p < 0.05. Las barras de error representan el intervalo de
confianza individual y las letras diferentes muestran diferencia estadistica significativa entre los
tratamientos.

El peso fresco de las plantas es una variable que refleja el crecimiento y la
produccion de biomasa de las plantas. La capacidad de las PGPB para mejorar
el peso fresco de diferentes plantas y hortalizas ha sido ampliamente
documentada en la literatura cientifica (Glick, 2014; Saleem et al., 2018; Pérez-
Montafio et al., 2014). Asi como los diferentes mecanismos que tienen para
promover el crecimiento de las raices y la parte aérea de las plantas (Spaepen
et al., 2007; Egamberdieva et al., 2017).

Panichikkal et al. (2021) encapsularon Pseudomonoas sp. en perlas de alginato
junto con nanoparticulas de acido salicilico y éxido de zinc; ellos reportaron que
hay un aumento en las propiedades de biocontrol y promocioén del crecimiento
vegetal de plantulas de arroz en comparacion con las bacterias de vida libre.
Young et al. (2006), por su parte, demostraron que la aplicacion de B. subtilis
encapsuladas en alginato y acidos humicos promueve con éxito el crecimiento
de plantas de lechuga; lo anterior debido a una alta viabilidad bacteriana después

de 5 meses en almacenamiento.

68



De la misma forma que en los resultados de la longitud de raiz, se puede asumir
que existe una interaccion positiva entre el efecto que tienen las bacterias para
promover el crecimiento vegetal y el posible efecto bioestimulante que tiene el
SBA-15 (Magana-Lopez et al., 2022), asi como las propiedades propias su
estructura (Zhang et al., 2020).

La literatura cientifica respalda la idea de que la inoculacién de bacterias
promotoras del crecimiento vegetal, asi como la combinaciéon de diferentes
materiales en las formulaciones biofertilizantes, pueden mejorar
significativamente el crecimiento y el rendimiento de los cultivos (Zhang et al.,
2021; Mishra et al.,, 2017). Estos estudios han destacado los beneficios
potenciales de la aplicacion de PGPB en términos de mejor absorcion de
nutrientes, aumento de la resistencia al estrés abibtico y bidtico, y mejora de la

calidad de los productos agricolas.

Se debe considerar que las PGPB y los materiales de soporte influyen de manera
importante en el crecimiento de las raices y la absorcion de nutrientes de las
plantas (Huang et al., 2019; Yang et al., 2018); por lo que la eleccion de la
formulacion y el material de soporte adecuados puede ser crucial para obtener
resultados 6ptimos en términos de desarrollo radicular y rendimiento de los

cultivos.

Es importante destacar que los resultados del estudio realizado son especificos
para las condiciones experimentales y la especie vegetal utilizada; diferentes
cultivos pueden responder de manera diferente a las formulaciones
biofertilizantes. Ademas, la interaccion entre los microorganismos y las plantas
puede depender de varios factores, como el tipo de suelo, el climay las practicas

de manejo agricola (Olanrewaju et al., 2020).
4. Analisis financiero para cada soporte bacteriano.

De acuerdo con los resultados obtenidos de la viabilidad tecnoldgica del proyecto
se eligieron las formulaciones de ALG-turba y SBA-15.
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El andlisis financiero se llevé a cabo mediante una proyeccién de inversion en el

programa Excel.

Para el soporte de ALG-Turba se calcul6 la inversion de acuerdo a los activos
fijos, costos fijos, sueldos y salarios y costos variables indispensables para llevar
a cabo el producto a una capacidad de produccién de 50 kg de producto por
semana, el cual fue de $1,200,000.00 aproximadamente. El costo de venta del
producto se establecié en $150.00, de acuerdo con los costos de produccién y a
los precios estandar de la industria de los biofertilizantes. Asumiendo que las
ventas anuales son de $360,000.00 y se solicita un crédito por $1,000,000.00, el
valor de la TIR es de -22% y el de la TREMA es de 17%. Para el célculo de la
TREMA se consider6 el promedio del indice de inflacion de los ultimos 5 afios
(5.23%) y una prima de riesgo del 11%, valor actual de las TIIE.

Los resultados de la proyeccion de inversion con la formulacion de ALG-turba se

muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Tabla de proyeccion de inversién para la formulacion de alginato de sodio con turba.
Se considerd una inversion inicial de $1,200.000.00, ventas anuales de $360,000.00 y un
crédito bancario por $1,000,000.00 para la inversion inicial.

BASE 1 2 3 4 5
Ingresos $360,000.00 $360,000.00 $360,000.00  $360,000.00  $360,000.00
MENOS
C‘::ﬁ;gfs $264,940.86 $264,940.86  264,940.86 264,940.86 264,940.86

C°St:rfu‘;a|2:b'es $- $72,000.00  $72,000.00  $72,000.00 $72,000.00 $72,000.00
EBITDA

(utilidad) $23,059.14  $23,059.14  $23,059.14 $23,059.14  $288,000.00
MENOS

Depreciacion $- $65,450.00 $65,450.00  $65,450.00 $65,450.00 $65,450.00
Gastos

financieros

(préstamo) $- $130,710.09 $108,531.46  $83,040.64 $53,742.96 $20,069.91
intereses

Utilidad antes de $- -$173,100.94 -$150,922.32 -$125431.49  -$96,133.82  $202,480.09
impuestos
30% ISR $- $- -$45276.70  -$37,629.45 -$28,840.14 $60,744.03
10% PTU -$17,310.09 -$15,092.23  -$12,543.15 -$9,613.38 $20,248.01
UTILIDAD s

después de ’ -$155,790.85 -$90,553.39  -$75,258.90 -$57,680.29  $121,488.05
impuestos
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MAS
Depreciacion
Flujo Neto de

Efectivo (FNE)

PERIODO

a A~ WO N =2 0O

TIR

TREMA

FNE

-$500,000.00
-$90,340.85
-$25,103.39

-$9,808.90
$7,769.71
$186,938.05
-22%

17%

$65,450.00

-$90,340.85

Factor VPN
(Valor
Presente
Neto)

1.2859
1.6536
2.1264
2.7343
3.5161

$65,450.00
-$25,103.39

VPN

-$116,170.67
-$41,510.41
-$20,857.25
$21,244.87
$657,293.45

$65,450.00
-$9,808.90

Sumatoria
VPN

-$116,170.67
-$157,681.07
-$178,538.32
-$157,293.45
$500,000.00

$65,450.00
$7,769.71

Retorno
inversion
-$500,000.00
-$616,170.67
-$773,851.74
-$952,390.06

-$1,109,683.52

-$609,683.52

$65,450.00
$186,938.05

Pay Back

- A A A

Para el soporte de SBA-15 se calculé la inversion de acuerdo con los activos

fijos, costos fijos, sueldos y salarios y costos variables indispensables para llevar

a cabo el producto a una capacidad de produccién de 10 kg de producto por

semana, el cual fue de $632,663.42 aproximadamente. El costo de venta del

producto se estableciéo en $2.50 por gramo de producto de acuerdo con los

costos de produccién y a los precios estandar de la industria de los

biofertilizantes; se propone que la presentaciéon del producto sea de 100 gramos

con un costo de $250.00. Asumiendo que las ventas anuales son de
$1,200,000.00 y se solicita un crédito por $600,000.00, el valor de la TIR es de
137% y el de la TREMA es de 17% (Tabla 7).

Tabla 7. Tabla de proyeccion de inversion para la formulacién de SBA-15. Se consideré una
inversién inicial de $632,663.42, ventas anuales de $1,200,000.00 y un crédito bancario por

$600,000.00 para la inversion inicial.

BASE 1 2 3 4 5
Ingresos $1,200,000.00 $1,200,000.00 $1,200,000.00  $1,200,000.00  $1,200,000.00
MENOS
Costos fijos 214,940.86  214,940.86 214,940.86 214,940.86 214,940.86
anuales
Costos
variables $ - $33,000.00  $33,000.00 $33,000.00 $33,000.00 $33,000.00
anuales
EBITDA
(utilidad) $952,059.14  $952,059.14  $952,059.14 $952,059.14  $1,167,000.00
MENOS
Depreciacion $- $15,450.00  $15,450.00 $15,450.00 $15,450.00 $15,450.00
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Gastos
financieros
(préstamo)
intereses

Utilidad
antes de
impuestos

30% ISR
10% PTU

UTILIDAD
después de
impuestos

MAS
Depreciacion
Flujo Neto

de Efectivo
(FNE)

PERIODO
0
1
2
3
4
5

TIR

TREMA

FNE

-$500,000.00
$793,696.74
$541,600.10
$550,012.08
$559,680.31
$699,756.93

137%

17%

$71,890.55

$864,718.60

$-
$86,471.86

$778,246.74

$15,450.00

$793,696.74

Factor VPN
(Valor
Presente
Neto)

0.4221
0.1782
0.0752
0.0317
0.0134

$59,692.30

$876,916.84

$263,075.05
$87,691.68

$526,150.10

$15,450.00

$541,600.10

VPN

$335,009.98
$96,490.61
$41,360.11
$17,764.49
$9,374.82

$45,672.35

$890,936.79

$267,281.04
$89,093.68

$534,562.08

$15,450.00

$550,012.08

Sumatoria VPN

$335,009.98
$431,500.59
$472,860.69
$490,625.18
$500,000.00

$29,558.63

$907,050.52

$272,115.15
$90,705.05

$544,230.31

$15,450.00

$559,680.31

Retorno
inversion
-$500,000.00
-$164,990.02
$266,510.57
$739,371.26
$1,229,996.44
$1,729,996.44

$11,038.45

$1,140,511.55

$342,153.47
$114,051.16

$684,306.93

$15,450.00

$699,756.93

Pay Back

1
0.382363376
0
0
0

La TIR (Tasa Interna de Retorno) y la TREMA (Tasa de Rendimiento Minimo

Aceptable) son herramientas utilizadas en el andlisis financiero para evaluar la

viabilidad y rentabilidad de un proyecto de inversiéon. Ambas tasas proporcionan

informacion valiosa para la toma de decisiones y el analisis de riesgos (Vidaurri,
2013).

La TIR es la tasa de descuento que hace que el valor actual neto de un proyecto

de inversion sea igual a cero. En otras palabras, la TIR representa la rentabilidad

que se espera obtener de una inversion. Si la TIR es mayor que la tasa de

descuento utilizada para evaluar el proyecto, se considera que el proyecto es
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rentable. De acuerdo con los resultados, una TIR de -22% y una TREMA del 17%
sugiere que el proyecto de ALG-Turba no alcanza una rentabilidad aceptable, ya

que esta por debajo de la tasa de descuento utilizada.

En cuanto a SBA-15, se encontré una TIR del 137% y una TREMA del 17%.
Estos valores indican que el proyecto es altamente rentable, ya que la TIR es

mucho mayor que la TREMA.

Es importante tener en cuenta que el analisis financiero se basa en supuestos y
estimaciones que pueden variar en la realidad. Los resultados de la TIR y la
TREMA son sensibles a cambios en los flujos de efectivo, los costos y otros
factores relevantes. Ademas, es recomendable utilizar multiples herramientas y
meétodos de evaluacion, como el VAN y el analisis de sensibilidad, para obtener
una perspectiva mas completa del proyecto (Colum, 2013; Vidaurri, 2013).

VIl. CONCLUSIONES

Las nanoestructuras de silice mesoporosa SBA-15 son un material prometedor
para ser utilizado como soporte para inmovilizar bacterias promotoras del
crecimiento vegetal; ademas de sus propiedades bioestimulantes, éstas
mantienen la viabilidad bacteriana después de un afo en almacenamiento,
liberan las bacterias de manera controlada y sostenida durante un mes y son
biodegradables en el suelo. Por lo anterior, aumenta la tasa de germinacion, la

longitud de raiz y el peso fresco en plantas de lechuga.

Es de suma importancia disenar portadores de PGPB efectivos y accesibles que
mejoren la viabilidad celular, para asi reducir y/o reemplazar la utilizacién de

agroquimicos.
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