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RESUMEN 
 

Para que un producto a base de agentes de control biológico sea  competitivo a nivel 

comercial, se requiere de formulaciones de polvos secos que se puedan manejar y almacenar 

de igual forma que los pesticidas químicos. Es por eso que se busca que la formulación final 

sea en forma de polvos secos, que puedan ser rehidratados en agua. El método más común 

para obtener este tipo de formulado es el secado por aspersión, 

 

El secado por aspersión es una operación unitaria mediante la cual una suspensión es 

asperjada en forma fina en una cámara de desecación entrando en contacto con una corriente 

de aire caliente lo que permite una desecación muy rápida. Sin embargo, esta técnica presenta 

el problema de que disminuye considerablemente el número de células viables obtenidas en el 

formulado final. 

 

Se ha demostrado que el principal daño sufrido por las esporas de T. harzianum durante 

el secado por aspersión es debido a la temperaturas elevadas que se usan en el proceso y que 

durante el almacenamiento el daño sufrido por las esporas es debido a la oxidación de 

macromoléculas 

 

Una estrategia empleada para la protección de microorganismos en el proceso de 

secado y el almacenamiento es la microencapsulación, que es un proceso mediante el cual, 

partículas o gotas pequeñas (núcleo) son rodeadas por una cubierta (pared) o embebidas en 

una matriz homogénea o heterogénea, para producir microcápsulas con diferentes propiedades 

funcionales.  

 

En este proceso, el paso crítico es la selección del material que formará la pared. Se ha 

reportado que se puede calcular una energía de activación (Ea), mediante el análisis de las 

curvas de secado de los materiales encapsulantes, la cual servirá como parámetro para evaluar 

la efectividad de estos. Por todo lo anterior se propone que el uso de materiales con mayor Ea 

disminuirá el daño térmico en las esporas de T, harzianum durante el proceso de secado, e 

incrementará la sobrevivencia en el almacenamiento disminuyendo los fenómenos de oxidación. 

 

En este trabajo se evaluó el efecto de la Ea del material encapsulante y de las 

temperaturas de entrada (TE) y salida (TS) del aire, durante el secado, sobre el daño térmico de 
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las esporas de Trichoderma harzianum, así como, el efecto de la Ea en los fenómenos de 

oxidación que dañan a las esporas durante el almacenamiento. 

 

En las formulaciones se fijó la concentración del material encapsulante en 20% (w/v) y la 

de esporas en 1x108 esp/ml y las temperaturas de proceso utilizadas fueron: TE = 150, 135 y 

120 °C y TS: 90, 80 y 70 °C. Se determinó la sobrevivencia después del secado así como la 

sobrevivencia en el almacenamiento a 4 y 29°C. 

 

Los valores de Ea obtenidos fueron 31.6 kJ/mol para la mezcla 1:1 de MD10-GA, 29.03 

kJ/mol para MD10, 23.94 kJ/mol para MD20, y 19.21 kJ/mol para GA. Se obtuvo un modelo del 

efecto de Ea, TE y TS en la sobrevivencia al proceso de secado, de acuerdo a este modelo,  los 

tres factores tienen un efecto sobre la sobrevivencia. Resulto evidente  que la combinación de 

alta Ea y altas temperaturas de proceso fue la que proporcionó la mayor resistencia, ya que el 

uso de la mezcla 1:1 de MD10-GA junto con las  TE= 150°C y TS=90°C permitió incrementar 11 

veces la sobrevivencia en las esporas con respecto a las no encapsuladas y 330 veces en el 

almacenamiento a 4C°  por 8 semanas. 

 

La evaluación de la concentración de especies reactivas de oxígeno (ERO) 

intracelulares permitió determinar que existe una relación inversa entre está y la sobrevivencia 

de las esporas en el almacenamiento, así como que al alcanzar concentraciones de ERO 

mayores a 6nM por 106 células la viabilidad de las esporas se reduce significativamente. 
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ABSTRACT 

 

In order to produce a commercially competitive product based on biological control 

agents it is required of dry dust formulations that can be handled and stored similarly that the 

chemical pesticides. It is why one looks for final formulation in form of dry dust, that can be 

dissolved in water. Spray drying is the way to obtain these formulations, 

 

Spray drying is a unitary operation in which a suspension is sprinkled in fine form in to a 

drying camera making contact with a hot airflow that allowa a drying. However, this technique 

presents the problem that the viable cells in the final formulation are considerably low. 

 

There has been demonstrated that the principal damage suffered by the T. harzianum 

spores trough the drying process is due to high temperatures that are used and that during the 

storage the damage suffered by the spores is due to the macromolecules oxidation. 

 

Microencapsulation is a strategy used to protect microorganisms trough drying process 

and to extended its shelf life. In this process, particles or droplets (core) are surrounded by a 

shell (wall) or embedded in a homogeneous or heterogeneous matrix to produce microcapsules 

with different functional properties 

 

Microencapsulation´s critical step is the wall material selection. It has been proposed that 

an activation energy (Ea) can be calculated, by analyzing drying curves from the encapsulating 

materials that can be used as a parameter for evaluating the effectiveness of these. For all that 

its proposes that the materials with highest Ea will reduce the thermal damage in T. harzianum 

spores in the drying process, and increase the survival in the storage diminishing 

 

In this work, the effect of spray-drying inlet (TE) and outlet (TO) air temperatures, and the 

activation energy (Ea) of the biopolymers on the survival of T. harzianum conidia was evaluated; 

and also the effect of the Ea in the macromolecules oxidation at storage. 

 

In the formulations wall material concentration was set at 20% (w / v) and cell 

concentration was 1x108 spore/ml. The process temperatures used were: TE = 150, 135 and 

120°C and TS = 90, 80 and 70°C. Survival was determined after drying. Survival was also 

evaluated after 12 weeks of storage at 4 and 29°C. 
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Ea values obtained were 31.6 kJ/mol for the 1:1 mixture of MD10-GA, 29.3 kJ/mol for 

MD10, 23.94 kJ/mol for MD20, and 19.21 kJ/mol for GA. A mathematical model for effect of Ea, 

TE and TS in survival to drying was calculated; the model show that the three factors have an 

effect on survival; and it was evident that the combination of high process temperatures and high 

Ea would provided the highest resistance to drying. The use of the 1:1 mixture of MD10-GA and 

TE = 150 ° C, TS = 90 ° C allowed to increase 11 times the survival after drying the spores, with 

respect to the non-encapsulated, and 330 times in storage at 4C° for 8 weeks. 

 

The evolution of reactive oxygen species (ERO), as a measure of oxidative stress, during 

storage at 29 ◦C was assessed. An inverse relationship was found between the conidia survival 

and ERO concentration during storage, and that if ERO concentration exceeds 6nm per 106 

cells; spores viability is significantly reduced. 
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1. INTRODUCCION 

 

Desde el momento en el que el hombre comenzó a depender de la agricultura para 

sustentar su forma de vida, se ha enfrentado ante el reto de controlar las plagas y 

enfermedades que atacan a sus cultivos, ya que esto representa la mayor parte de la pérdidas 

económicas en esta área; por lo tanto, a la par del desarrollo en las técnicas de cultivo, se han  

desarrollado técnicas de control de plagas, las cuales, tradicionalmente hacen uso de pesticidas 

químicos que atacan a un amplio espectro de fitopatógenos. Sin embargo, en el intento de 

aumentar los rendimientos se ha hecho uso indiscriminado de ellos lo que ocasiona efectos 

negativos en el medio ambiente y en la salud de los consumidores, además de que las especies 

fitopatógenas terminan por desarrollar resistencia a ellos. 

 

 En las últimas décadas al buscar métodos alternativos para el control de plagas, se han 

logrado identificar antagonistas de origen biológico para reemplazar a los agentes químicos, los 

cuales han sido llamados agentes de control biológico (ACB), entre estos se encuentran 

varias especies de insectos, bacterias y hongos.  

 

Entre los microorganismos que han sido identificados como antagonistas de diversos 

fitopatógenos, se encuentran varias especies del género Trichoderma. Aislados de este género 

han sido utilizados para combatir diferentes enfermedades en cultivos de cebolla, frijol, 

zanahoria, fresa, lechuga, maíz, vid, ciruela, manzana y algodón; las cuales son causadas por 

diferentes especies de hongos fitopatógenos como: Botrytis, Fusarium, Pythium, Phytophthora, 

Rhizoctonia y Sclerotinia, entre otros (Chet, 1987; Wang et al., 2005).  

 

Los aislados de Trichoderma han resultado excelentes candidatos para usarse como 

agentes de control biológico, debido a que es un género que se localiza en suelos de todo el 

mundo, y que se ha aislado a partir de suelo, madera en descomposición y otras formas de 

materia orgánica y por lo tanto son capaces de crecer en sustratos de bajo costo y alta 

disponibilidad lo que aumenta los rendimientos y por lo tanto la ganancia económica al 

producirlos masivamente (Hjeljord y Tronsmo, 1998; Howell, 2003). 

  

En la actualidad se sabe que las especies del género Trichoderma utilizadas para el 

control de patógenos, pueden presentar diferentes mecanismos para funcionar como 

antagonistas y de estos se han descrito de manera completa: la producción de antibióticos, el 
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micoparasitismo, así como, la competencia por espacio y nutrientes con el parásito; sin 

embargo el principal mecanismo utilizado por estos microorganismos es el micoparasitismo. 

(Harman et al, 2004; Howell 2003).  

 

Para poder utilizar un organismo como agente de control biológico se requiere que este 

tenga una estructura de propagación que le permita desarrollarse y resistir de manera eficiente 

los cambios ambientales a los que se vea sometido; las especies de Trichoderma desarrollan 

tres tipos de propágulos que son: micelio, clamidosporas y conidios (Papavizas, 1985); de los 

cuales los conidios o esporas son la estructura natural de resistencia a condiciones ambientales 

adversas, como aquellas que se presentan durante las operaciones de acondicionamiento para 

la obtención de formulaciones que serán utilizadas en campo (Jin et al, 1991). 

 

 Aun cuando en la actualidad se han desarrollado procesos de fermentación mediante los 

cuales se logra la obtención de concentraciones altas de esporas de Trichoderma harzianum 

con viabilidad elevada, al momento de someter el material biológico a las operaciones de 

acondicionamiento para preservarlos y elevar su vida de anaquel y efectividad; la concentración 

de células viables se ve notablemente disminuida, y por lo tanto se da una disminución en los 

rendimientos y por lo tanto en los costos de producción de un formulado atractivo para ser 

comercializado (Fernández-Sandoval et al, 2012).  

 

La formulación es uno de los aspectos más importantes en lo que se refiere a la 

obtención de agentes de control biológico viables y con larga vida de anaquel, ya que afecta de 

manera importante el funcionamiento de los mismos (Fravel, 2005). En general el método más 

socorrido para la preservación de los microorganismos es el de secado, ya que permite mayor 

estabilidad, mejor manejo y capacidad de almacenamiento y por lo tanto es el método más 

utilizado para la obtención de formulados, pero esta operación genera daños en las células 

sometidas al mismo (Morgan et al, 2006).  

 

Se ha logrado establecer que en el secado de esporas de T. harzianum el daño principal 

es el térmico que se produce debido a las temperaturas de entrada y salida del secador, y que 

la deshidratación por sí misma no afecta la viabilidad de las esporas de T. harzianum, mientras 

que la pérdida de viabilidad durante el almacenamiento se debe principalmente a la oxidación 

de macromoléculas, por lo que es necesario el desarrollo de formulaciones que permitan 

disminuir el daño celular que ocasiona el proceso de secado (Fernández-Sandoval et al, 2012). 
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2. ANTECEDENTES 

2.1 MANEJO INTEGRADO DE PLAGAS Y CONTROL BIOLÓGICO 

 

 Desde el momento en el que el hombre comenzó a depender de la agricultura para 

sustentar su forma de vida, se ha enfrentado ante el reto de controlar las plagas y 

enfermedades que atacan a sus cultivos, ya que esto representa la mayor parte de las pérdidas 

económicas en esta área. Tan solo en EUA, se destinan alrededor de 26,800 millones de 

dólares para el combate a plagas, el cual de manera común se hace a través de pesticidas 

químicos que presentan una alta efectividad.  

 

Sin embargo, el uso indiscriminado de este tipo de sustancias ha ocasionado 

alteraciones en el equilibrio ecológico de los campos de cultivo, ya que en su mayoría no son 

biodegradables y por lo tanto se acumulan en el suelo; lo que ocasiona que el suelo se vuelva 

tóxico para el cultivo. Se presenta también el problema de la generación de resistencia en las 

plagas, esto conlleva a que su uso resulte inefectivo. Por último, los pesticidas químicos al ser 

absorbidos por la planta y ser ingeridos por el consumidor, ocasionan problemas graves de 

intoxicación (Hokkanen, 2007). 

  

Por lo anterior, se comenzó la búsqueda de estrategias alternativas para combatir a las 

plagas buscando disminuir al mínimo los efectos negativos al ecosistema, es decir, dando 

prioridad al uso de elementos naturales y considerando los aspectos toxicológicos, ecológicos y 

económicos que influyen en el control de plagas. Se busca además que estas estrategias sean 

viables a largo plazo, lo que se conoce como manejo integrado de plagas. El cual, combina el 

uso de variedades de plantas resistentes a los patógenos, con el control químico (uso de 

hormonas y feromonas) y uso de control biológico para combatir de manera eficiente a las 

plagas. 

 

El control biológico se refiere al uso de organismos que son enemigos naturales de los 

patógenos, o algún metabolito producido por ellos, para reducir o eliminar el desarrollo de 

plagas y enfermedades agrícolas (Viterbo et al., 2002). Los microorganismos utilizados en el 

control biológico incluyen bacterias, hongos, nemátodos y virus  que tienen amplio rango de 

acción sobre fitopatógenos y son llamados agentes de control biológico. Constantemente se 

están aislando cepas nuevas con actividad antagónica, además de que se generan nuevas 

cepas con mayor actividad antagonista por  medio de recombinación genética (Charnley, 1991).  
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Aun cuando el uso de productos de control biológico en el campo incrementa 

constantemente, en la actualidad estos productos solo representan alrededor del 1% de la 

ventas de plaguicidas agrícolas (Fravel, 2005). Aunque el uso de agentes de control biológico 

ha despertado gran interés, al ofrecer una alternativa distinta en el manejo de plagas, en 

comparación a los mecanismos usados por los diferentes pesticidas químicos, es necesario el 

desarrollo de productos comerciales con mayor competitividad y estabilidad. 

 

En general el uso de agentes de control biológico en campo se ha enfocado a cultivos en 

los cuales no se puede hacer uso de control químico debido a que se requiere lograr un 

producto de alta calidad que será utilizado como alimento y que pueda ser certificado como 

inocuo. Tal es el caso de los productos que serán certificados como orgánicos y que en la 

actualidad son muy solicitados en ciertos sectores de la población. De igual forma se hace uso 

de los agentes de control biológico combinándolos con dosis bajas de pesticidas para reducir la 

resistencia que los fitopatógenos pueden desarrollar a estos últimos (Fravel, 2005). El bajo uso 

de los agentes de control de biológico se debe a que el mecanismo de acción de este tipo de 

productos no son conocidos por los agricultores, además de que se subestima la capacidad de 

los agentes de control biológico para eliminar a los fitopatógenos y el alto costo de producción 

(Fravel, 2005). 

 

2.1.1 Uso de T. harzianum como agente de control biológico 

  

Los productos utilizados en el control biológico que son elaborados a base de hongos no 

solo cumplen la función de actuar como antagonistas de otros hongos e insectos, sino que 

también presentan la capacidad de inducir el crecimiento de las plantas que se están cultivando. 

(Jenkins y Grzywacz, 2000)  

   

Diferentes especies de Trichoderma han sido utilizadas de forma efectiva para combatir 

plagas de varios hongos fitopatógenos, entre los cuales están Botrytis, Rhizoctonia, Sclerotium, 

Phytum, Phytophtora y Fusarium, sobre muchos cultivos (Fravel, 2005; Batta, 2004). Los 

hongos de esta especie actúan como hiperparásitos competitivos, ya que producen metabolitos 

antifúngicos y enzimas hidrolíticas a los que se les atribuyen los cambios estructurales a nivel 

celular encontrados en sus hospederos, entre los que se encuentran desintegración del 

citoplasma, granulación, vacuolización y lisis celular (Ezzyyani et al, 2004). 

b b 
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Las especies de Trichoderma son los organismos más utilizados para el control de 

enfermedades de plantas producidas por hongos, puesto que presentan características que los 

hacen candidatos ideales para esta tarea, como su alta adaptabilidad e inocuidad a plantas 

superiores (Papavizas et al, 1982). Los organismos del género Trichoderma hacen uso de tres 

mecanismos para atacar a los fitopatógenos, y estos son: producción de antibióticos de 

naturaleza volátil o no volátil, competencia directa por el espacio y nutrientes y parasitismo 

directo sobre los hongos fitopatógenos. (Yedida et al, 1999, Harman et al, 2004)  

 

En el caso específico de T. harzianum para poder actuar como micoparásito, esta 

especie produce enzimas que degradan la pared celular de los hongos fitopatógenos  como 

son: -1,3-glucanasas, quitinasas, proteasas y celulasas (Herrera-López et al, 1999; Sid Ahmed 

et al, 2000); además produce antibióticos como lactonas, isonitrilos, poliquétidos, peptaiboles, 

entre otros (Hjeljord y Tronsmo, 1998). 

 

La especie Trichoderma produce tres propágulos: micelio, clamidiosporas y esporas; de 

ellas el micelio es la forma mediante la cual estos organismos realizan su acción antagónica 

sobre el patógeno, pero presenta el inconveniente de que es poco resistente a las operaciones 

necesarias para el acondicionamiento, por lo que es poco práctico utilizarlas con este propósito.  

Las clamidosporas surgen de la modificación de segmentos de hifas producidas asexualmente, 

que requieren un mayor tiempo de producción y maduración, y que aun cuando son capaces de 

sobrevivir en el suelo por periodos largos de tiempo, solo el 8% resiste el proceso de secado 

(Papavizas et al, 1984; Agosin y Aguilera, 1998).  

 

Los conidios o esporas son la estructura de resistencia que de manera natural genera el 

hongo al encontrarse en condiciones ambientales adversas, requieren menos tiempo de 

producción para obtener concentraciones más altas que las obtenidas en la producción de 

clamidosporas, y presentan la gran ventaja de poseer una mayor resistencia al proceso de 

secado (Jin et al, 1991). A partir de todo esto es sencillo deducir que los conidios son la 

estructura más deseable para ser utilizada en la formulación de productos para control 

biológico, ya que se les puede dar un mejor manejo y acondicionamiento; además de que se 

adaptarán fácilmente a las condiciones ambientales en las que sean aplicados. 
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De acuerdo con Agosin y Aguilera (1998) las características indispensables para que un 

agente de control biológico con base en esporas de Trichoderma sea económicamente viable 

son: 

1. Un sistema de producción eficiente (>1x107 esp/ml). 

2. Una relación esporas/micelio elevada. 

3. Resistencia a las operaciones de acondicionamiento, en particular al secado. 

4. Presentar una alta estabilidad y vida de anaquel del producto final, sin refrigerar. 

5. Capacidad de soportar cambios ambientales de temperatura, deshidratación y 

humedad relativa que le permitan establecerse en el suelo. 

6. Eficacia consistente de lote a lote de producción. 

 

2.2 PASOS PARA EL DESARROLLO DE PRODUCTOS COMERCIALES DE 

ACB DE FITOPATÓGENOS  

1. Obtención y aislamiento de antagonistas.- Obtención de cultivos puros. 

2. Selección de antagonistas.- Ensayos in vitro e in vivo 

3. Tecnología de producción y escalamiento del proceso  

4. Formulación 

5. Registro y comercialización 

 

Aun cuando cada paso es importante para el desarrollo del producto, la tecnología de 

producción, escalamiento del proceso y la formulación son los pasos críticos en lo que a 

rendimiento del proceso se refiere, ya que de estos dependerá la cantidad y calidad obtenida de 

conidios en el producto comercial. En el caso específico de T. harzianum se han desarrollado 

procesos de obtención de conidios en los que se logra producir hasta 5.4 x 108 conidio ml-1, con 

una viabilidad hasta del 60%. Pero aún no se han desarrollado procesos de formulación que 

permitan mantener los mismos niveles de viabilidad después del acondicionamiento. 

 

2.3 FORMULACIÓN 

 

Aun cuando se ha demostrado que los agentes de control biológico tienen un gran 

potencial en contra de fitopatógenos protegiendo diversos cultivos agrícolas; es necesario que 

sean formulados y acondicionados para la obtención de productos capaces de ser 

almacenados, distribuidos y aplicados dentro del mercado agrícola. La formulación puede 
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afectar aspectos de la función del agente de control biológico, como la vida de anaquel y 

efectividad (Jenkins y Grzywacz, 2000). 

 

Hasta la fecha se han empleado varios métodos para formular y liberar agentes de 

control biológico, entre estos se incluyen los medios líquidos, sin embargo, estos formulados 

son voluminosos, difíciles de transportar y de baja estabilidad biológica, por lo que se han 

descartado para uso comercial. Por otra parte las formulaciones sólidas deshidratadas no 

presentan dichas desventajas y son las más utilizadas para la formulación de esporas de 

hongos antagonistas (Fravel, 2005).  

 

Uno de los factores limitantes en el uso de productos microbianos de control biológico es 

la vida de anaquel, la cual se refiere al periodo de tiempo durante el cual los propágulos del 

agente microbiano son capaces de mantenerse viables e infectivos. Para poder competir con 

los productos de control químico, la vida de anaquel de los productos biológicos deberá ser tan 

larga como sea posible y, estos no deberían requerir refrigeración o tratamientos especiales. Se 

ha sugerido que el producto deberá tener una vida de anaquel de por lo menos 1 a 2 años, a 

temperatura ambiente, para ser comercialmente aceptable (Pedreschi y Aguilera, 1997; Abadías 

et al., 2000).  

 

Las formulaciones que permiten a un agente de control biológico encontrarse en un 

estado de baja actividad metabólica hacen al agente más tolerante a diferentes tipos de estrés 

ambiental, tales como cambios bruscos de temperatura y humedad, y por lo tanto se aumenta 

su vida de anaquel (Elzein et al., 2004). Así, la conservación del agente de control biológico 

depende del éxito con que se logre una reducción de su actividad metabólica mediante las 

operaciones de acondicionamiento pero minimizando los daños debidos a la temperatura y a 

una gran remoción de agua, en conjunto con optimizar las condiciones de almacenamiento 

(Horaczek y Viemstein, 2004b). 

 

2.4 CONSERVACIÓN  DE MICROORGANISMOS 

 

La conservación de microorganismos para aplicaciones comerciales y de laboratorio por 

medio de secado ha sido practicada desde comienzos del siglo XX (Aguilera y Karel, 1997). 

Una gran variedad de microorganismos son deshidratados para conservar sus propiedades 

biológicas, como por ejemplo, levaduras para la panificación, cultivos utilizados en 
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fermentaciones comerciales y agentes de control biológico (Teixeira, et al., 1995; Bayrock y 

Ingledew, 1997; Horaczek y Viemstein, 2004a). La liofilización, el secado por aspersión o por 

lecho fluidizado son las metodologías de deshidratación, más utilizadas para preservar 

alimentos, productos agrícolas y farmacéuticos, entre otros (Teixeira et al, 1995; Morgan, et al, 

2006). Sin embargo, un problema que se presenta de manera general en el secado de 

microorganismos es la obtención de una baja viabilidad que depende de las condiciones de 

operación, como temperatura de secado y deshidratación producida. 

 

La liofilización es el método más usado para la preservación de colecciones de cultivos. 

Durante este proceso el producto se deseca congelándolo primero y sublimando después el 

agua. Sin embargo, no se utiliza ampliamente para acondicionar agentes de control biológico 

debido a que eleva los costos de producción de manera considerable y se requiere de mucho 

tiempo para deshidratar el producto, por lo tanto no es factible su uso a nivel industrial (Morgan 

et al., 2006). Por otro lado, mediante  el secado se pueden producir grandes cantidades de 

material deshidratado a menor costo y menor tiempo que con la liofilización. El secado por lecho 

fluidizado usa un flujo ascendente de aire caliente que es forzado a través de un lecho de 

sólidos de forma tal que los sólidos quedan suspendidos en el aire y así son deshidratados 

(Morgan et al., 2006); mientras que en el secado por aspersión, una suspensión es asperjada 

en forma fina en una cámara de desecación entrando en contacto con una corriente de aire 

caliente lo que permite una desecación muy rápida (Perry y Green, 1997). 

 

2.5 DAÑO CELULAR DURANTE EL PROCESO DE SECADO  

 

Tres son los factores principales que provocan daño celular durante el secado: la 

deshidratación, la temperatura (estrés térmico) y la oxidación de macromoléculas (Bayrock y 

Ingledew, 1997). 

 

2.5.1 Daño por deshidratación 

La deshidratación es la eliminación de agua de un material por diferentes mecanismos, 

como la evaporación en el proceso de secado, la sublimación en la liofilización, la adsorción de 

agua por algunos solutos en la osmosis, entre otros. El parámetro más adecuado para expresar 

el grado de deshidratación de un producto es la actividad de agua (Aw). La actividad de agua 

está definida como la relación entre la presión de vapor de agua en un material y la presión de 
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vapor de agua pura a la misma temperatura. La Aw es un parámetro mucho más determinante 

de la calidad y estabilidad de un producto biológico que la cantidad total de agua presente 

(Fennema, 1996), ya que se refiere a el agua disponible, desde el punto de vista 

termodinámico, para efectuar reacciones biológicas (Grant, 2004).  

 

La deshidratación es, generalmente, el factor de mayor peso en el daño celular durante 

el proceso de secado (Jin et al., 1996; Bayrock y Ingledew, 1997). Generalmente se acepta que 

el daño por deshidratación ocurre primero en la membrana, lo cual constituye la principal causa 

de inactivación de microorganismos debido a la remoción de moléculas de agua de las 

moléculas de fosfolípidos y proteínas de membrana (Lievense y Van´t Riet, 1993). 

 

Durante la deshidratación, la integridad funcional y estructural de las membranas 

biológicas se daña irreversiblemente, ya que al rehidratarlas se provoca la fusión entre 

vesículas y redistribución de partículas intermembranales, como proteínas y lípidos (Jin et al., 

1991). Además existe una pérdida de viabilidad inherente, la cual se ha atribuido a alteraciones 

en proteínas intracelulares, debido a que la deshidratación induce interacciones proteína-

proteína que pueden provocar cambios irreversibles en su conformación; en tanto que, en 

enzimas provoca una pérdida de su actividad (Crowe et al., 1996). 

 

La desestabilización de membranas durante la deshidratación se debe principalmente a 

la fusión y transición de fase de los lípidos (Crowe et al., 2002). La fusión de membranas puede 

ser observada con microscopía electrónica cuando éstas son deshidratadas sin azúcares; 

también es posible apreciar la prevención de este proceso cuando se deshidratan en presencia 

de sacarosa o trehalosa (Crowe y Crowe, 1982; Crowe et al., 1998). La transición de fase de 

lípidos es promovida por la remoción del agua ligada por puentes de hidrógeno a las regiones 

hidrofílicas de los fosfolípidos de membrana, lo que incrementa las interacciones de Van der 

Waals entre las cadenas hidrocarbonadas adyacentes; ya que, la distancia entre ellos se 

reduce. Esto causa un incremento en la temperatura de transición de fase (Tm) de los lípidos de 

membrana y, por tanto, su transición a la fase de gel a temperatura ambiente. Después de la 

rehidratación, las membranas deshidratadas, que están en fase de gel, experimentan una 

transición a líquido cristalino. Como la membrana cambia de fase hay regiones con defectos de 

unión en la bicapa lipídica, lo que resulta en la pérdida de la integridad de la membrana (Leslie 

et al., 1995; Billi y Potts, 2002). 
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Sin embargo, la adición de un disacárido como la trehalosa antes de secar, ocasiona 

que la Tm de los lípidos de membrana disminuya al reemplazar el agua entre las cabezas de los 

fosfolípidos, previniendo la transición de fase y su desarreglo después de la rehidratación (Chen 

et al., 2000). Así, las membranas estarán en fase de líquido cristalino a temperatura ambiente, 

incluso las deshidratadas, y no pasarán por la transición de fase durante la rehidratación esto se 

esquematiza en la figura 2.1 (Crowe et al., 1992). 

 
Figura 2.1 Mecanismo por el cual la trehalosa  impide la desnaturalización de la bicapa lipídica de la membrana 

celular al reaccionar con el agua (óvalos), propuesto por Crowe et al, (1992) 

 

De manera general las células conservadas a Aw entre 0.4 a 0.7 tienen mayor vida de 

anaquel, que aquéllas almacenadas a Aw más bajas o más elevadas que éstas (Potts, 1994). 

En este rango de Aw, las células presentan muy baja actividad metabólica y se incrementa la 

estabilidad de proteínas y lípidos de membrana o pared celular debido a la interacción que 

presentan estas moléculas con algunos compuestos como la trehalosa u otros azúcares, los 

cuales estabilizan las membranas (Crowe et al., 1992). 

 

2.5.2 Estrés térmico 

La temperatura tiene un impacto importante sobre la viabilidad de los microorganismos 

La exposición a altas temperaturas por largos periodos de tiempo, es extremadamente 

perjudicial para las enzimas no termoestables,  ya que cambian su configuración espacial, lo 

que las hace inactivas y detiene múltiples vías metabólicas indispensables para la célula (Hutter 

et al, 1995). Asimismo, se presenta una desnaturalización de proteínas citosólicas y de 

membrana, rompiendo el equilibrio osmótico y ocasionando finalmente la muerte celular. 

 

Fosfolípidos 

Deshidratación y fusión 

Deshidratado c/ trehalosa 

Retención 

Deformación 

Rehidratación 

Transición 

No Transición 
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La velocidad de muerte celular (relacionada al estrés térmico) depende de la resistencia 

intrínseca del microorganismo (relacionada con su energía de inactivación), de la temperatura y 

del tiempo que es sometido a dicha temperatura. Para la mayoría de las reacciones químicas, 

incluyendo reacciones enzimáticas, de crecimiento y muerte celular, se ha encontrado que la 

constante de velocidad (k) depende de la temperatura (T) y se ajusta a la ecuación de Arrhenius 

(Ec 1) 

RT

Ea

ekk



 0       (Ec 1)            
TR

E
kk a 1

lnln 0                 (Ec 2) 

Donde k0 es el factor de frecuencia o constante de Arrhenius y Ea es la energía de 

activación de la reacción, que se define como la energía requerida para que se lleve a cabo una 

reacció, en este caso la muerte celular (Perry y Green, 1997).  

 

A través de esta ecuación se puede calcular la energía de inactivación de un 

microorganismo conociendo las constantes de velocidad de muerte térmica a diferentes 

temperaturas y tomando el logaritmo natural de la expresión de Arrhenius (Ec. 2). 

 

En el caso de T. harzianum, el medio de cultivo en el cual se producen las esporas tiene 

un gran impacto en la resistencia de las esporas a diferentes tipos de estrés, incluyendo el 

térmico; esporas producidas en medio sólido presentaron una pared celular gruesa además de 

pocos organelos celulares. Por el contrario, esporas producidas en medio sumergido en cultivo 

por lote presentaron más organelos y una delgada pared celular, siendo menos resistentes a la 

desecación, radiación y a otras condiciones ambientales, debido probablemente al grosor de su 

pared celular que es la primera estructura en contacto con el ambiente. Así, dependiendo la 

forma en que se produzcan estas esporas, ya sea en estado sólido o líquido, se presentará una 

morfología, la cual modulará su resistencia a distintas condiciones ambientales (Muñoz et al, 

1995). Por otro lado se ha demostrado que el valor de la energía de inactivación de conidios de 

T. harzianum (39.0 kcal mol-1) es menor a la mitad de energía de inactivación de esporas de 

microorganismos termorresistentes, y por lo tanto son mucho más sensibles al estrés térmico 

(Fernández, 2006). 

 

La actividad de agua también juega un papel muy importante en la termorresistencia de 

las células. Se ha reportado que la actividad de agua del medio de producción, del medio de 

calentamiento (donde se lleva a cabo el tratamiento térmico) y del medio de recuperación tiene 
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un considerable efecto en la resistencia de las esporas al tratamiento térmico. Diversos estudios 

demuestran que la termoestabilidad de las células también depende de factores como: la 

resistencia intrínseca del microorganismo, la actividad de agua del medio de cultivo en la que 

son producidas, las condiciones de estrés a las que son sometidas durante el cultivo, e incluso, 

la concentración intracelular de trehalosa, como carbohidrato de reserva y que se ha 

relacionado con la termorresistencia (Pedreshi et al., 1997; Blaszyk et al., 1998; Coroller et al., 

2001). 

 

2.5.3 Oxidación de macromoléculas 

 

El oxígeno es una molécula importante para llevar a cabo diversos procesos biológicos, 

actúa principalmente durante el proceso de respiración celular aceptando 4 electrones y 

reduciéndose hasta formar agua, sin embargo, durante este proceso también se producen 

especies químicas por la reducción incompleta del oxígeno y en conjunto son llamadas 

especies reactivas de oxígeno (ERO).  Casi todas las clases de biomoléculas incluyendo DNA, 

proteínas y lípidos, pueden ser atacadas por radicales libres, pero los lípidos son 

probablemente los más susceptibles. La membrana celular es rica en ácidos grasos poli-

insaturados, los cuales son fácilmente atacados por radicales de oxígeno (Kohen y Nyska, 

2002; Zhonghu et al., 2003).  

 

En sistemas biológicos los aldehídos son siempre producidos cuando los hidroperóxidos 

de lípidos se rompen, por lo que es de interés identificar y medir estos compuestos como un 

índice del grado de oxidación de lípidos (Esterbauer y Cheeseman, 1990). Al contrario de las 

especies reactivas de oxígeno, los aldehídos son de una vida media más larga y pueden por lo 

tanto difundir de su sitio de origen y reaccionar y atacar sitios o blancos intracelulares, actuando 

como "segundos mensajeros tóxicos" de la compleja cadena de reacciones que son iniciadas, si 

los ácidos grasos poli-insaturados de la bicapa membranal son convertidos a hidroperóxidos de 

lípidos. Entre los muchos aldehídos que se pueden formar durante la peroxidación de  lípidos, 

los más intensamente estudiados por sus efectos dañinos dentro de las células y tejidos, son 

malondialdehído y los 4-hidroxialquenales, en particular 4-hidroxinonenal y 4-hidroxihexenal 

(Esterbauer et al., 1991). 

 

El mecanismo de la oxidación ocurre principalmente posterior al secado y determina la 

vida de anaquel del material biológico que se ha secado (Fernández-Sandoval et al., 2012). 
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Este proceso de oxidación ocasionado por el proceso de secado (temperatura, actividad de 

agua de salida), da inicio con el ataque a los fosfolípidos de la membrana o pared celular, con la 

formación de radicales libres y malondialdehído, ocasionando un cambio en la relación de 

ácidos grasos insaturados / saturados por una peroxidación, lo que afecta directamente la 

permeabilidad de la misma y ocasiona la disminución de la viabilidad del microorganismo. 

 

El agua puede actuar como antioxidante a baja Aw por hidratación de trazas de iones 

metálicos, formando enlaces de hidrógeno con hidroperóxidos, y promoviendo recombinaciones 

de radicales libres, sin embargo, también puede actuar como promotor de la oxidación a altos 

valores de Aw debido a que promueve la movilidad de moléculas que pueden desencadenar la 

oxidación dentro de la célula, la disolución de precipitados catalíticos y al aumento de nuevas 

superficies catalíticas (Maltini et al., 2003). 

 

Se sugiere que la oxidación de macromoléculas además de ser una función del tiempo, 

depende del nivel de deshidratación o la disponibilidad del agua en las células o material 

almacenado. Como es reportado por Champagne et al. (1991) la remoción de agua a altos 

niveles en las estructuras celulares puede exponer superficies, o espacios entre éstas, al 

oxígeno causando degradación oxidativa de proteínas y compuestos celulares. 

 

2.6 FACTORES DE DAÑO CELULAR EN T. harzianum DURANTE EL 

SECADO Y ALMACENAMIENTO 

 

En estudios realizados en el Instituto de Biotecnología de la UNAM se observó que la 

pérdida de viabilidad de las esporas de T. harzianum después del proceso de secado es función 

directa de la temperatura de entrada y salida del aire en el secador.  

 

En la figura 2.2a se muestra como al deshidratar lentamente esporas de T. harzianum, 

haciendo uso de sales que mantienes diferentes valores de actividad de agua, no se observó 

diferencia significativa en el porcentaje de células viables después de 15 días de secado. De 

igual manera, en la figura 2.2b se puede observar los porcentajes de sobrevivencia que se 

obtuvieron al deshidratar las esporas con vacío (2 horas), los cuales no difieren 

significativamente de los obtenidos por el método lento, por lo tanto ni el proceso de 

deshidratación, ni la velocidad del mismo influyen en el porcentaje de sobrevivencia de esporas. 

Por otro lado se secaron por aspersión el mismo tipo de esporas manejando tres temperaturas 
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de entrada del aire (80, 100 y 120°C) y diferentes temperaturas de salida, las cuales están en 

función de la temperatura de entrada, se observó que a menor temperatura de entrada y salida 

mayor porcentaje de sobrevivencia, observándose una disminución mayor al incrementar la 

temperatura de entrada (Fernández, 2006). 

 

De igual forma se evaluó el efecto de la temperatura de almacenamiento y la actividad 

de agua en la vida de anaquel de las esporas de T. harzianum, observándose que de manera 

general el porcentaje de sobrevivencia es mayor si se almacena a 4°C. Después de 75 días a 

4°C se llegan a tener porcentajes de sobrevivencia arriba de 70%; mientras que en las 

almacenadas a 25°C solo las que tienen Aw de entre 0.3 y 0.7 mantienen un porcentaje de 

sobrevivencia por arriba de 50%. (Fernández, 2006) 

 

Al evaluar las concentraciones de ERO y Malondialdehído (MDA) en las muestras 

anteriores, se observó que a ambas temperaturas de almacenamiento la concentración de estas 

se incrementa con el tiempo y disminuye con la actividad de agua, la concentración de ERO y 

MDA es mayor (Fernández, 2006)  

 

 

 

 

 

 
Figura 2.2  a) Muestra los porcentajes de sobrevivencia en función de la deshidratación con sales 
expresada como Aw. b) Muestra los porcentajes de sobrevivencia en función de la deshidratación a vacio 
expresada como  Aw. En ambos casos se trabajó a 4°C. 

 

Por todo lo anterior, es necesario el desarrollo de estrategias que permitan mejorar la 

estabilidad de las esporas de T. harzianum para que puedan ser usadas de manera comercial, 

por lo que es necesario incrementar la resistencia de las mismas al calor, pudiéndose hacer uso 

de técnicas de encapsulación con agentes termoprotectores, de igual forma es necesario 
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disminuir la oxidación de las moléculas en la espora para alargar su vida de anaquel a 

temperatura ambiente. 

  

2.7 MICROENCAPSULACIóN 

 

El estudio de la conservación de microorganismos durante largos periodos de tiempo ha 

ido en incremento en los últimos años debido al desarrollo de tecnologías emergentes como la 

producción de probióticos y de agentes de control biológico (Morgan et al., 2006). Estas 

tecnologías requieren productos con una alta concentración de células viables que puedan ser 

almacenados por periodos relativamente largos conservando sus propiedades biológicas.  

 

Ejemplo de lo anterior es el estudio de la producción de prebióticos a base de 

bifidobacterias, que son anaerobios obligados, y por lo tanto, su exposición al oxígeno ocasiona 

la acumulación de metabolitos tóxicos al interior de la célula, lo que lleva a una pérdida 

importante de su viabilidad (Talwalkar et al., 2004). Por esta razón la protección de 

bifidobacterias contra el medio ambiente mediante su microencapsulación es una de las 

estrategias que han despertado gran interés en los últimos años (O´Riordan et al, 2001; Lian et 

al., 2003; Ross et al., 2005; Rodríguez-Huezo et al., 2007).  

 

De igual forma se ha reportado el uso de la microencapsulación para la estabilización de 

bacterias lácticas (Desmond et al., 2002; Fávaro-Trindade y Grosso, 2002; Corcoran et al., 

2004, Ananta et al., 2005). En el caso de la microencapsulación de agentes de control biológico 

Horaczek y Viernstein (2004a) han estudiado la microencapsulación de esporas de Beauveria 

brongniartii (bioinsecticida) utilizando como método de encapsulación el secado por aspersión. 

 

 . La microencapsulación está definida como un proceso mediante el cual partículas o 

gotas pequeñas (núcleo) son rodeadas por una cubierta (pared), o embebidas en una matriz 

homogénea o heterogénea, para producir microcápsulas con diferentes propiedades 

funcionales (Gharsallaoui et al., 2007).  

 

Este tipo de partículas pueden obtenerse mediante diferentes métodos como son 

liofilización, extrusión, co-cristalización, inclusión molecular, secado por aspersión, etcétera 

(Desai y Park, 2005). El más económico de todos ellos es el secado por aspersión, por lo que 

se ha vuelto la técnica más común de microencapsulación en la industria de los alimentos. . En 
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este proceso el material encapsulante se homogeniza con el ingrediente activo, esta mezcla 

(solución, emulsión o suspensión) es alimentada en el secador y atomizada en una cámara 

donde el agua es evaporada mediante aire caliente. Las microcápsulas son colectadas a la 

salida del secador. 

  

En la microencapsulación, el paso más crítico es la elección de los componentes del 

material envolvente o pared, ya que de ello dependerá la eficiencia y estabilidad del material 

encapsulante. En el caso del secado por aspersión es necesario que los agentes 

encapsulantes, sean altamente solubles en agua, ya que se requiere alimentar una mezcla 

acuosa al secador (Gouin, 2004). De igual forma al seleccionar dichos componentes debe 

tomarse en cuenta sus propiedades fisicoquímicas como: solubilidad, peso molecular, 

difusividad, emulsificación, baja viscosidad en soluciones acuosas y formación de película 

(Reineccius, 1988). 

  

La microencapsulación está definida como la tecnología de los sólidos o líquidos 

empacados en cápsulas que pueden liberar su contenido a tasas controladas bajo condiciones 

específicas. Generalmente las microcápsulas tienen la habilidad de proporcionar ciertas 

propiedades funcionales, modificando y mejorando la forma física y las propiedades de una 

sustancia (Shahidi y Han, 1993). 

 

Entre los materiales más usados para la microencapsulación de ingredientes se 

encuentran los carbohidratos, como almidones y maltodextrinas, esto porque son considerados 

como buenos agentes encapsulantes, pues en soluciones con alto contenido de sólidos 

presentan baja viscosidad y buena solubilidad. Sin embargo presentan la desventaja de que 

carecen de las propiedades necesarias para lograr una película estable, las cuales están 

asociadas con otro tipo de agentes encapsulantes como las gomas. Por lo anterior,  es común 

que se usen mezclas de ambos materiales, para lograr una mayor estabilidad en los productos 

(Gharsallaoui et al., 2007).  

 

 Otros polisacáridos (alginato, carboximetil-celulosa, goma de algarrobo) y proteínas 

(proteínas de suero de leche, proteínas de soya, caseinatos) han sido utilizados como 

materiales encapsulantes usando secado por aspersión, pero su uso es poco eficiente debido a 

su baja solubilidad en agua y  a que sus soluciones son altamente viscosas: esto implica que la 
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cantidad de agua a remover de la suspensión es mayor y que la concentración del ingrediente 

activo en el flujo de alimentación del secador debe ser reducida (Desai y Park, 2005).  

 

 Las microcápsulas tienen un tamaño entre 0.2 y 50 μm. Las microcápsulas están 

formadas por el material encapsulado y el material de pared; este material puede ser 

seleccionado de una amplia variedad de polímeros naturales o sintéticos, dependiendo del 

agente activo que se va a encapsular y las características deseadas en las microcápsulas 

finales (Ré, 1998).  

 

Existen varias técnicas de encapsulación entre los que destacan el secado por 

aspersión, extrusión, aspersión en frío, lecho fluidizado, entre otros. Los materiales 

encapsulantes utilizados, están íntimamente ligados con el método utilizado para encapsular 

(Shahidi y Han, 1993; King, 1995; Risch, 1995).  

 

El método más usado para la microencapsulación en la industria de los alimentos es el 

secado por aspersión ya que este proceso es flexible y económico, usa equipos fácilmente 

disponibles, y produce partículas de buena calidad (Judie, 1988). El proceso de formación de 

las microcápsulas por este método involucra las siguientes etapas.  

1. Preparación de la suspensión.  

2. Secado de la suspensión en un secador por aspersión.  

 

La preparación de la suspensión es importante porque define las características y 

propiedades funcionales de las microcápsulas. Los materiales utilizados deben tener las 

siguientes propiedades (Shahidi y Han, 1993):  

. 

 Baja viscosidad a altas concentraciones y fácil manipulación durante el proceso de 

encapsulación. 

 Capacidad para dispersar o emulsionar el material activo y estabilizar la emulsión 

producida.  

 Que no sea reactivo con el material encapsulado durante el proceso de elaboración y 

almacenamiento.  

 Capacidad para conservar el material activo durante el proceso de encapsulación o 

almacenamiento.  



Antecedentes 

 

22 

 

 Capacidad para proveer la máxima protección al material activo contra las condiciones 

ambientales (oxígeno, calor, luz, humedad).  

 
Los materiales de pared deben poseer la habilidad de formar emulsiones estables, con 

un tamaño de partícula homogéneo, además las emulsiones deben tener un alto contenido de 

sólidos para que el proceso de secado por aspersión sea un proceso rentable.  

 

El secado de la emulsión, en un secador por aspersión, ha sido ampliamente empleado 

para el secado de alimentos sensibles al calor, fármacos y otras sustancias, debido a la rápida 

evaporación del disolvente. El secado por aspersión también puede ser utilizado como un 

método de encapsulación, cuando éste entrampa material “activo” dentro de una matriz 

protectora, la cual es esencialmente inerte al material que está siendo encapsulado. Comparado 

con otras técnicas convencionales de microencapsulación, está técnica ofrece la atractiva 

ventaja de producir microcápsulas en un simple proceso continuo (Shahidi y Han, 1993).  

 

La microencapsulación por la técnica de secado por aspersión es buena en la medida 

que alcance una alta retención del material encapsulado (buena eficiencia de encapsulación) 

durante el procesamiento y almacenamiento (Ré, 1998). Cuando se lleva a cabo el proceso de 

secado existe la formación de una red fina y densa (matriz) en la superficie del material. Las 

pérdidas del material encapsulado están gobernadas por la difusión de la fase líquida en el 

material. Una vez que se forma la costra seca, las pérdidas pueden ocurrir si el material 

encapsulado puede pasar a través de ella por un mecanismo de difusión o el material se 

degrada por la difusión de oxígeno hacia el interior de la microcápsula (Ré, 1998).   

 

 Matsuno y Adachi (1993) propusieron un método que puede ser útil para 

seleccionar una composición adecuada del material para la encapsulación de lípidos. Este 

método está basado en la determinación de la velocidad de secado de una emulsión durante la 

deshidratación. Debido a que la velocidad de secado isotérmica está determinada por la 

velocidad de difusión del agua durante el secado, la velocidad de secado es un reflejo de las 

características de la matriz encapsulante: entre más fina y densa sea la matriz, menor será la 

velocidad de secado. Estos autores reportan que la mejor protección contra la oxidación de 

lípidos está dada por materiales que presentan un decremento rápido de la velocidad de 

secado. En la figura 2.3 se muestran las curvas de secado típicas para diferentes materiales de 

pared; los polímeros con curvas cóncavas (1), forman capas en dos dimensiones, finas y 
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densas de forma inmediata durante el proceso de secado, previniendo de esta manera la 

interacción del núcleo con el exterior.  

 

Figura 2.3 Curvas de secado isotérmico de diferentes materiales de pared (Perez-Alonso, et. al., 2003 

 

 Este método fue reevaluado por Pérez-Alonso et al. (2003) debido a su falta de 

precisión y de discriminación entre materiales que presentan curvas de secado similares. Estos 

autores proponen que es posible calcular una energía de activación (Ea) mediante el análisis de 

las curvas de secado de los materiales encapsulantes. Aquellos materiales que requieren una 

mayor energía de activación durante el proceso de secado deberían ofrecer una mayor 

resistencia a la difusión de oxígeno a través de su matriz. Es importante mencionar que las 

maltodextrinas, los pulúlanos, la goma arábiga y la gelatina presentan este tipo de curvas de 

secado, lo que explica su uso extensivo y exitoso como materiales para la microencapsulación 

por secado por aspersión (Gharsallaoui et al., 2007). 

 

 Como ya se mencionó, el interés en el estudio de la microencapsulación para la 

protección de microorganismos al estrés térmico y oxidativo ha ido en aumento. Sin embargo la 

mayoría de estos estudios, están enfocados en bifidobacterias y bacterias lácticas. En el caso 

de agentes de  control biológico, Horaczek y Viernstein (2004a) han estudiado la 

microencapsulación de esporas de Beauveria brongniartii (bioinsecticida). Estos autores 

utilizaron una matriz compuesta por leche descremada y polivinilpirrolidona lo que permitió 

mantener una viabilidad de las esporas secadas por aspersión del 92 % al cabo de 12 semanas 

a 10 C. En 2011 Jin y Custis usaron microencapsulación mediante secado por aspersión para 

proteger esporas de T. harzianum, estos autores reportan que al usar glucosa al 2% y con 



Antecedentes 

 

24 

 

temperaturas de entrada y salida de 61 y 31°C respectivamente se logra incrementar tres veces 

la sobrevivencia de las esporas la secado con respecto a las esporas secadas sin protección.  

  

2.8 DETERMINACIÓN DEL DAÑO ESTRUCTURAL EN ESPORAS DE T. 

harzianum. 

 

 La combinación de citometría de flujo y tinción con fluorescencia ha sido usada para 

evaluar de manera rápida la viabilidad de diferentes microorganismos reduciendo el error 

experimental en la determinación. (Ananta et al., 2005; Mc Hugh et al., 2007). De igual forma  el 

uso de ciertos compuestos fluorescentes, permite evaluar el tipo de daño ocasionado a las 

células al ser sometidas a algún tipo de estrés. 

 

 El colorante FUN-1 se ha usado como un indicador de actividad metabólica en hongos y 

levaduras (Millard, et al., 1997; Marr, et al., 2001). Muchas especies de levaduras y hongos 

absorben dicho colorante al interior de la célula, si la membrana celular está intacta el colorante 

se retiene y se observa una fluorescencia amarilla-verde brillante en el citoplasma. Sin embargo 

las células viables son capaces de transportar el colorante hacia las vacuolas y concentrarlo en 

unas estructuras cilíndricas intravacuolares (CIVS) y procesar el colorante para que emita una 

fluorescencia roja (Millard et al., 1997; Molecular Probes, 2001). Por otra parte, es ampliamente 

conocido que  el Ioduro de propidio (IP) puede ser usado para evaluar la viabilidad celular, pero 

también como indicador de daño a nivel de la membrana celular. El IP solo puede penetrar en la 

célula si la membrana tiene daño lo que le permite entrar al interior de la célula e interactuar con 

los ácidos nucleicos y producir una fluorescencia en rojo. Con todo esto se puede hacer uso de 

esta combinación de fluoróforos para evaluar el tipo de daño que sufren las células al ser 

sometidas al estrés térmico durante el secado por aspersión. 

 

De lo anterior se puede concluir, que aun cuando la microencapsulación ha sido utilizada 

exitosamente para incrementar la viabilidad de microorganismos luego del secado por 

aspersión, poco se ha estudiado en cuanto a la protección contra el estrés oxidativo que ocurre 

durante el almacenamiento del material biológico. De igual forma, la mayoría de los estudios se 

han enfocado en el estudio empírico del efecto de las variables de estudio (tipo y concentración 

de agente encapsulante, variables del proceso de secado) sobre la viabilidad celular sin llevar a 

cabo un análisis más profundo los daños celulares ocasionados y los factores que lo originan. 

Por lo que se pretende hacer un estudio que permita entender cómo es que la energía de 
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activación al secado del material, y su interacción con las condiciones del proceso de secado 

(temperaturas de entrada y salida), influyen sobre los daños celulares ocasionados durante el 

proceso de secado (daño térmico) y durante el almacenamiento (daño oxidativo). 
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3. HIPÓTESIS 

 

La microencapsulación con materiales de pared con mayor energía de activación 

disminuirá el daño térmico en esporas de Trichoderma harzianum secadas por aspersión e 

incrementará su sobrevivencia en el limitando el daño oxidativo de las esporas. 
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4. OBJETIVOS 

 

 

4.1 OBJETIVO GENERAL 

 

Evaluar la microencapsulación mediante secado por aspersión como una herramienta 

para proteger a las esporas de Trichoderma harzianum contra el estrés térmico (secado)  y 

contra el estrés oxidativo (almacenamiento) 

. 

4.2 OBJETIVOS  ESPECÍFICOS 

 

Desarrollar una técnica de citometría de flujo, que permita determinar el tipo de daño 

celular ocasionado a las esporas de Trichoderma harzianum durante el secado por 

aspersión. 

 

Estudiar el efecto de la energía de activación (Ea) del material de pared y de las 

temperaturas de entrada y salida del aire sobre la sobrevivencia de las esporas de 

Trichoderma harzianum microencapsuladas mediante secado por aspersión. 

 

Evaluar el efecto de la energía de activación del material de pared y de la temperatura  

de almacenamiento en la sobrevivencia y oxidación, de las esporas de Trichoderma 

harzianum microencapsuladas mediante secado por aspersión. 

 

Evaluar el efecto de la inclusión de un agente antioxidante en la formulación de esporas 

de Trichoderma harzianum microencapsuladas mediante secado por aspersión sobre la 

sobrevivencia y oxidación durante el almacenamiento. 
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5. METODOLOGIA 

 

5.1 Determinación de la Energía de activación de los agentes 

encapsulantes 

 

Para obtener los valores de energía de activación (Ea) de los diferentes agentes 

encapsulantes y de las mezclas de los mismos, se utilizó la metodología reportada por Pérez 

Alonso, et al., en el 2003. Los agentes encapsulantes utilizados fueron: maltodextrina 10DE 

(MD10), maltodextrina 20DE (MD20), goma arábiga (GA) y la mezcla 1:1 de goma arábiga y 

maltodextrina 10 (MD10-GA). Los valores de Ea obtenidos se muestran en la tabla 1 

 

Tabla 5.1. Energía de activación de los agentes encapsulantes 

Material Ea (kJ/mol) 

MD10 - GA 31.67 

MD10 29.03 

MD20 23.94 

GA 19.21 

 

 

5.2 Producción de esporas de T. harzianum 

5.2.1 Preparación de inóculo  

 

Se utilizó la cepa Trichoderma harzianum variedad CIAD 012, obtenida del Centro de 

Investigación en Alimentación y Desarrollo unidad Culiacán, que fue preservada en tubos 

inclinados con agar papa dextrosa (PDA). De estos tubos se inocularon placas de PDA y se 

incubaron por 6 días a 29°C, estas placas se expusieron a la luz solar diariamente durante 15 

minutos para favorecer la esporulación. 

 

Una vez transcurrido el tiempo de incubación, se recuperaron las esporas en condiciones de 

esterilidad agregando a las placas 8 ml de solución salina (8.5 g/l NaCl, 0.05% Tween 40), se 

lavaron y rasparon las cajas con un asa bacteriológica, para favorecer la suspensión de las 

esporas, la solución de esporas se recuperó en un matraz con oliva y se inoculó el medio de 

cultivo a razón de 1x105 esporas/ml. 
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5.2.2 Medio de cultivo  

  

El medio de cultivo tenía la siguiente composición 

 

Tabla 5.2. Composición del medio de cultivo usado para la producción de esporas de T. harzianum 

 

Compuesto Concentración (g/l) 

Glucosa 30 

Sulfato de Amonio 5.6 

Fosfato de potasio dibásico 7.0 

Fosfato de sodio monobásico 2.0 

Sulfato de Magnesio heptahidratado 1.5 

Cloruro de Calcio dihidratado 0.0671 

Cloruro férrico hexahidratado 0.008 

Sulfato de Zinc heptahidratado 0.0001 

Extracto de levadura 0.5 

   

5.2.3 Producción en cultivo sumergido de esporas 

 

Para los cultivos se utilizó un fermentador de 500 l  con un volumen de trabajo de 270 l, 

con temperatura de 29 °C y pH de 5.6, con tres impulsores Rushton, a una velocidad de 

agitación de 360 rpm y aireación de 0.5 vvm; para medir la tensión de oxígeno disuelto se utilizó 

un electrodo polarográfico de oxígeno esterilizable (Ingold, modelo A420), previamente 

calibrado a 100% de oxígeno disuelto y conectado a un amplificador de tensión de oxígeno 

disuelto. 

 

 Para el monitoreo de pH se utilizó un electrodo esterilizable, conectado a un transmisor – 

controlador de pH; para el control de pH a 5.6 se utilizó una solución de NaOH 50% (w/v) estéril 

que se adiciona con una bomba peristáltica. 

 

 El control de espuma se hizo mediante la adición de grasa de silicón al 20%, usando un 

sensor de nivel conectado a una bomba peristáltica. El tiempo de cultivo fue de 64 horas.  
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Una vez transcurrido el tiempo de cultivo se separaron las esporas del micelio por medio 

de tamizado con mallas del número 80, 100 y 120. La suspensión de esporas se centrifugó en 

una centrifuga Super Sharples a 13200 g, con un flujo de alimentación de 1.5 l/min., con lo cual 

se obtuvo la pasta que se utilizó para las formulaciones. 

 

5.3. Evaluación del daño celular en esporas de T. harzianum mediante 

citometría de flujo 

 

Cuatro tipos de muestras se utilizaron para poder obtener una correlación entre la 

fluorescencia de las células y la viabilidad: secadas por aspersión, almacenadas a 29 °C, 

esporas recién cosechadas y dañadas por calor húmedo. 

 

Las secadas por aspersión se obtuvieron como se describe en la sección 5.4; estas 

mismas muestras fueron almacenadas por 3 meses a 29 °C, en ambos casos se rehidrataron 

los polvos de esporas en solución de glucosa al 20% (w/v) por 2 horas y posteriormente se 

hicieron lavados con buffer de fosfatos 50mM pH 5.6; las esporas recién cosechadas se 

recuperaron a partir de cajas de PDA siguiendo la técnica que se describe en la sección 5.2.1, 

para la preparación del inóculo fueron lavadas y resuspendidas en buffer de fosfatos;  y para 

obtener las dañadas por calor húmedo una parte de esta solución fue esterilizada a 121°C por 

15 min, todas las muestras  fueron conservadas en buffer de fosfatos para su posterior tinción. 

 

5.3.1 Tinción con Ioduro de Propidio (IP). 

  

A  una solución de aproximadamente 1*108 esporas/ ml resuspendidas en buffer de 

fosfatos 50mM pH 5.6  se agregó IP a una concentración final de 30M. y se incubo por 10 

minutos a temperatura ambiente. Después fueron analizadas en un Citómetro de flujo FACScan 

Becton Dickinson para colectar la  fluorescencia roja del IP. 

 

5.3.2 Tinción con FUN 1 

 

Una suspensión de células con aproximadamente 1x106 esporas/ml en buffer de fosfatos 

50mM pH= 5.6 fue teñida con una solución de FUN 1 a una concentración final de 10µM. Las 
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muestras se incubaron en oscuridad por 30 min y  se analizaron en el citómetro para medir la 

fluorescencia en verde y rojo. 

 

5.3.3 Cuantificación de esporas totales y esporas viables 

 

Para la cuantificación de esporas totales de las muestras, se hicieron diluciones seriadas  

y se contó el promedio de esporas por medio de cámara de Neubauer, para determinar el 

número de esporas viables se sembraron diluciones seriadas en cajas de PDA, después de dos 

días de incubación se contó el número de UFC que se obtuvieron. Con esto se calculó el 

porcentaje de viabilidad  y se elaboraron correlaciones entre la viabilidad y la fluorescencia en 

rojo del IP y del FUN1. 

El cálculo del porcentaje de viabilidad se obtuvo con la ecuación; 

 

Viabilidad (%) = (UFC / Esporas totales) x 100                         Ec (3) 

 

5.4 Evaluación del efecto de la energía de activación y las temperaturas de 

proceso en la sobrevivencia de esporas de T. harzianum después del 

secado. 

 

 Para evaluar el efecto de la Ea y las temperaturas de proceso en la sobrevivencia de las 

esporas se uso un diseño factorial 33, y se hizo uso del software Design Expert 5.0.7. para 

hacer el análisis estadístico. La matriz experimental obtenida se muestra en la tabla 6.1 

 

Los tres materiales; maltodextrina 10 DE (MD10), maltodextrina 20 DE (MD20),  goma 

arábiga (GA) así como una mezcla 1:1 de MD10 y GA(MD10:GA)  se agregaron a buffer de 

fosfatos 50mM pH 5.6, a una concentración de 20% (w/v) con agitación constante y una vez 

diluido el material, se adicionó la pasta de esporas obtenida después de la centrifugación, para 

lograr una concentración de 1x108 esp/ml y se pasó al secado una vez que se diluyeron todos 

los grumos de la pasta de esporas. De igual forma se prepararon soluciones control con una 

concentración 5x108 esp/ml en buffer de fosfatos 50mM pH 5.6  

 

Después de elaboradas las diferentes formulaciones a probar, se dejaron agitando en 

refrigeración durante 8 horas y posteriormente se secaron 500 ml en un secador por aspersión 
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Bowen Engineering BE-1448 a una temperatura de entrada del aire de 120, 135 y 150 °C y de 

salida de 70, 80 y 90 °C. Se determinó la cuenta viable (UFC) mediante citometría de flujo antes 

y después del proceso, haciendo uso de la correlación obtenida entre IP y la viabilidad. El 

porcentaje de sobrevivencia (SS) al secado de esporas microencapsuladas se calculó de la 

siguiente forma: 

 

SS = (Viabilidad después del secado / Viabilidad antes del secado) x 100     Ec (4) 

 

De igual forma se determinó el incremento en la sobrevivencia (IS) con la siguiente 

ecuación: 

 

IS = SS de esporas encapsuladas/ SS de esporas sin encapsular     Ec (5) 

 

5.5 Evaluación del efecto de la energía de activación y las temperaturas de 

almacenamiento en la sobrevivencia de esporas de T. harzianum. 

 

Los polvos secos obtenidos después del secado, fueron almacenados a 4 y 29 °C, 

haciendo muestreos cada 2 semanas durante 3 meses. En cada muestreo se determinó la 

cuenta viable mediante citometría de flujo, las especies reactivas de oxígeno (ERO) 

intracelulares y  la actividad de agua. 

 

 El porcentaje de sobrevivencia en el almacenamiento (SA) de las esporas 

microencapsuladas y no encapsuladas se determinó con la siguiente fórmula: 

 

SA = (UFC cuando t = ti / UFC cuando t = 0) x100      Ec (6) 

 

 5.5.1 Determinación de la actividad de agua (Aw) 

 

 La actividad de agua (Aw) de las muestras deshidratadas se determinó en un medidor 

Aw Sprint TH 500 de Novasina. Para determinar la Aw se colocó el equipo a la temperatura en 

que están las muestras y posteriormente se colocaron aproximadamente 3 gramos de muestra 

en los recipientes incluidos con el equipo y se mide la Aw. 
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5.5.2 Obtención de una curva patrón para  el cálculo  de especies 

reactivas de oxígeno (ERO) intracelulares  

 

La determinación de la concentración de ERO, se lleva a cabo a través de una prueba 

fluorimétrica que se basa en la oxidación del diacetato de 2’,7’ – diclorofluorescina (DCFH-DA), 

la cual es una molécula no fluorescente que difunde a través de la membrana celular y dentro 

de la célula es desacetilada por estereasas para formar 2’,7’- diclorofluorescina (DCFH) no 

fluorescente, que es oxidada por las ERO, formando la molécula fluorescente 2’,7’ – 

diclorofluoresceína (DCF). (LeBel, et al., 1992)  

  

La curva estándar de oxidación de 2’,7’- diclorofluorescina (DCFH) se hace en función 

de la concentración de peróxido de hidrógeno (H2O2) como especie reactiva de oxígeno capaz 

de oxidar DCFH a DCF. 

 

Se mezcla 0.5 mL de una solución 1 mM en etanol de diacetato de 2’,7’ - 

diclorofluorescina (DCFH-DA) con 2mL de NaOH 0.01 N y se incuba a temperatura ambiente 

por 30 minutos, para desesterificar la molécula. Pasado este tiempo, la solución se neutraliza 

con 10 ml de NaH2PO4 25 mM, pH 7.4 y de esta última solución se toman 50 L y se adicionan 

a 1950 L de Tris-HCl 40 mM, pH 7.4 para un volumen total de 2 mL. 

 

La reacción se inicia agregando peróxido de hidrógeno a concentraciones de 10 a 100 M y 

FeSO4 a una concentración final de 10 M (LeBel, et al., 1992). Después de 5 minutos, se mide 

la fluorescencia usando un espectrofluorímetro con longitud de onda de excitación de 504nm y 

de emisión de 520nm. La curva patrón obtenida se muestra en la Figura 5.1. 

 

 5.5.3 Determinación de ERO en esporas de T. harzianum 

 

 Se resuspende la pasta seca de esporas en buffer de fosfatos pH 5.6, a una 

concentración final de 0.1gr de esporas por ml; de esta solución se toman 500 L a los que se 

les añaden 12.5 ml de buffer de fosfatos 50 mM, pH 5.6; a 1.8 mL de esta solución se le añaden 

0.2mL de solución 1mM de diacetato de 2’,7’ – diclorofluorescina (DCFH-DA) en etanol, para 

lograr una concentración 10M de DCFH-DA. Después de 30 minutos de incubación a 

temperatura ambiente, la suspensión se centrifuga y se lava el paquete celular 2 veces con el 
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mismo buffer. Las células se resuspenden en 500 L del buffer y se adiciona 1.5 g. de perlas de 

vidrio de 500 m de diámetro para lisar las esporas con 5 ciclos de agitación de 1 minuto por 1 

minuto en hielo para evitar oxidaciones posteriores. Posteriormente la suspensión de esporas 

se diluye 1:5 en buffer de fosfatos y se centrifuga a 25,000g por 5 minutos, se recupera el 

sobrenadante diluyéndolo 1:10 en agua destilada y se mide la fluorescencia en las mismas 

condiciones que la curva estándar. 

 

 

Figura 5.1 Curva patrón de EROS para determinar la concentración de EROS intracelulares 

  

5.6 Evaluación de la adición de un antioxidante en la formulación de 

esporas de T. harzianum microencapsuladas mediante secado por 

aspersión en la sobrevivencia durante el almacenamiento. 

 

Se preparó una solución de ácido ascórbico a una concentración de 5 ppm y se agregó 

la pasta de esporas obtenida después de la centrifugación, para lograr una concentración de 

1x108 esp/ml y se mantuvieron en agitación por 2 horas para permitir el contacto del 

antioxidante con las células, después se adicionó la mezcla MD10-GA a una concentración final 

de 20% (w/v) en buffer de fosfatos 50mM pH 5.6 con agitación constante por 8 horas; esta 

solución fue secada por aspersión a una TE de 150°C y TS de 90°C. Como muestra control se 

utilizaron las esporas encapsuladas en MD10-GA y secadas a TE = 150°C y TS = 90°C. 

Mediante citometría de flujo se determinó la cuenta viable (UFC), así como las ERO después 

del secado. 
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Los polvos secos obtenidos después del secado, fueron almacenados a 29 °C, haciendo 

muestreos cada 2 semanas durante 3 meses. En cada muestreo se determinó la cuenta viable 

mediante citometría de flujo, así como las ERO. 
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6. RESULTADOS Y DISCUSION 

 

6.1 Evaluación de daño celular en esporas de T. harzianum mediante 

citometría de flujo 

 

Para evaluar el tipo de daño celular que se da en las esporas de T. harzianum durante el 

secado, se desarrolló una técnica de citometría de flujo en combinación con el uso de 

compuestos fluorescentes. Para evaluar la actividad metabólica se realizó una tinción con FUN1 

el cual es un colorante fluorescente, que se usa para evaluar la actividad metabólica en hongos 

y levaduras, en células con membrana celular integra el colorante entra y se mantiene en el 

citoplasma y emite una fluorescencia verde, sin embargo las células que se encuentran 

metabólicamente activas son capaces de internalizar el fluoróforo en la vacuola y procesarlo en 

estructuras vacuolares cilíndricas, lo que ocasiona que haya un cambio en la longitud de onda 

en que emite su fluorescencia, observándose una fluorescencia en rojo. 

 

En la figura 6.1 se muestra la correlación obtenida entre la fluorescencia en rojo de FUN 1 y 

el porcentaje de células viables de las muestras analizadas, como era de esperarse la muestras 

con mayor número de células viables presentan una intensidad de fluorescencia mayor que las 

células no viables.   

 

 

Figura 6.1 Correlación entre la viabilidad de esporas de Trichoderma harzianum evaluada por cuenta en placa o PDA  

y la fluorescencia en rojo de FUN1. Los símbolos representan esporas: recién cosechadas (□), muertas por calor 
húmedo (), secadas por aspersión (∆), y (○) almacenadas a  29°C 
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Al obtener esta correlación se observó que no presentaba una tendencia lineal, como se  

hubiera esperado, si no exponencial, lo que indicaba que en las muestras con mayor viabilidad 

se tenía una mayor generación de la fluorescencia en rojo que en las que tenían menor 

viabilidad, lo anterior podría deberse a que las células viables de alguna forma tenían la 

capacidad de procesar una mayor concentración del fluoróforo, y por ello se observa ese 

incremento en la intensidad de fluorescencia. 

 

Debido a la anterior se decidió realizar micrografías de transmisión (figura 6.2) de los tres 

tipos de muestras evaluadas con la técnica de citometría de flujo, esto con el fin de observar la 

composición de las esporas. En las micrografías se puede observar que las muestras con 

mayor viabilidad (figura 6.2 a), tienen un número mayor de vacuolas que aquellas que 

presentan daño por algún tipo de estrés (figura 6.2 b y c). Debido a la presencia de un mayor 

número de vacuolas en las esporas de las muestras con mayor viabilidad, la concentración de 

fluoróforo procesado es mayor, mientras que en las esporas que han sido sometidas a estrés se 

tiene una disminución en el número de vacuolas, y por lo tanto pueden procesar  menor 

concentración del fluoróforo. La correlación mostrada en la figura 6.1 permitirá evaluar el nivel 

de actividad que presentan las esporas de T. harzianum. 

 

 

Figura 6.2 Micrografías electrónicas de transmisión que muestran la diferencia en el número de vacuolas que se 
forman en esporas de T. harzianum, y que están relacionadas con la actividad de las esporas: a) Recién cosechadas 

(viabilidad ≈ 80%), b) secadas por aspersión (viabilidad ≈ 60%) y c) mezcla 1:1 de recién cosechados y dañados por 
calor húmedo (viabilidad ≈ 35%). El aumento es 7000x 

 

De trabajos anteriores realizados en el grupo de investigación, se tenían indicios de que la 

pérdida de integridad en la membrana celular era el principal daño en las esporas de T. 

harzianum durante el secado, por lo que se decidió evaluar este mediante el uso de Ioduro de 

propidio. Este fluoróforo solo puede internalizarse en la célula y reaccionar con los ácidos 
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nucleicos si la membrana está comprometida. De igual forma se deseaba desarrollar una 

técnica más rápida y con menos margen de error que la cuenta en placa para la determinación 

de la viabilidad de las esporas. 

 

En la figura 6.3 se muestra la correlación obtenida para el porcentaje de células positivas 

para la tinción con Ioduro de propidio y el porcentaje de células viables. Como se observa en la 

figura se obtiene un coeficiente de correlación (R2) de 0.96 lo que indica que este modelo nos 

permitirá determinar eficientemente el porcentaje de células viables en una muestra 

determinada.  

 

Figura 6.3 Correlación entre la viabilidad de esporas de Trichoderma harzianum evaluada por cuenta en placa o PDA  

y la fluorescencia de IP. Los símbolos representan esporas: recién cosechadas (□), muertas por calor húmedo (), 
secadas por aspersión (∆), y (○) almacenadas a  29°C.  

 

En la figura 6.3 se observa que en las muestras con viabilidad ≈ 0% el porcentaje de 

células teñidas no es del 100%, como se esperaría, por lo que aparentemente existe una 

pequeña parte de la población que, aun cuando conservan la integridad de membrana, pierde la 

capacidad de germinar después de ser sometida a algún tipo de estrés. Assaraf, et al., en el 

2002 encontraron que en conidios de F. oxysporum sometidos a estrés térmico, se observaban 

algunas células que mantenían la integridad de membrana y sin embargo, aun cuando 

aparentemente podían germinar y generar hifas, por algún mecanismo se veía afectada su 

capacidad metabólica y eran incapaces de desarrollar estructuras vegetativas. Estos autores 

evaluaron diferentes compuestos marcadores de apoptosis y no observaron diferencias 

significativas en la expresión de estos en las muestras de células viables y no viables, por lo 
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que no es posible determinar el tipo de mecanismo que ocasiona esta pérdida de capacidad 

metabólica. 

 

En la figura 6.4 se observa el daño en membrana ocasionado a las esporas de T. 

harzianum por diferentes tipos de estrés: calor húmedo (a), calor seco (b) y oxidación (c), es 

evidente que aun en las muestras con valores de viabilidad de 0% se observan algunas esporas 

con la membrana integra, lo que demuestra que efectivamente existe un pequeño porcentaje de 

la población que perdió su capacidad de germinar, pero no presenta daño en membrana. Lo 

anterior concuerda con lo reportado por Ananta, et. al. (2005),  quienes demostraron que al 

secar por aspersión células de L. rhamnosus GG el principal tipo de daño en las células se 

presentaba a nivel de la membrana celular, la cual perdía la integridad después del proceso de 

secado. 

F
igura 6.4 Micrografías electrónicas de transmisión que muestran el daño de membrana en esporas de T. harzianum, 

debido a: (a) calor húmedo (viabilidad ≈ 0%), (b) secado por aspersión (viabilidad ≈ 15%) y (c) almacenadas a 29°C 
(viabilidad ≈ 0%). El aumento es de 7000x 

 

El desarrollo de la técnica de citometría de flujo en combinación con el uso de 

compuestos fluorescentes, permitirá evaluar de manera más rápida la viabilidad de diferentes 

muestras de esporas, en comparación con el uso de la técnica de cuenta en placa. 

 

6.2 Evaluación del efecto de la energía de activación (Ea) y las 

temperaturas de proceso en la sobrevivencia de esporas de T. harzianum 

después del secado. 

  

Para evaluar el efecto de la Ea y de las temperaturas de proceso (entrada y salida) 

sobre la sobrevivencia de esporas de T. harzianum al secado se utilizó un diseño factorial 33. 

Los tres materiales encapsulantes seleccionados fueron: maltodextrina (con 10 y 20 quivalentes 
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de dextrosa, así como goma arábiga, lo anterior porque los valores de Ea que presentan fueron 

adecuados para poder utilizar esta como una variable cuantitativa en el diseño experimental; 

además de que son los más comunes utilizados en la microencapsulación de microorganismos. 

 

Después de la validación del modelo empírico de segundo orden, se pudo observar que 

las temperaturas de proceso y la Ea tienen un efecto significativo en la IS de las esporas 

microencapsuladas (F,  p <  0.001). La ecuación (R2= 0.92) que resulta del análisis estadístico 

de los datos de IS es: 

 

IS = 4.31 + 2.18 Ti + 1.44 To + 0.80 Ea+ 0.58 (Ti)
2
 + 0.51(Ea)

2
 + 1.26 Ti To + 0.32 Ti Ea + 0.47 To Ea  

                                  (Ec 7) 

 

 En el 2003 Pérez-Alonso y colaboradores propusieron que la Ea de los biopolímeros 

puede ser usada como criterio de selección para su uso como material encapsulante. Estos 

autores sugirieron que los materiales con alta Ea forman una matriz densa y estructurada 

alrededor del núcleo (microorganismo o ingredientes bioactivos) la cual que funciona como una 

barrera contra el estrés térmico, y limita la difusión de oxígeno al interior de la microcápsula. Sin 

embargo, en nuestras condiciones experimentales las temperaturas de entrada y salida, y la 

combinación de estás, tienen un mayor efecto sobre el incremento de sobrevivencia (IS) de las 

esporas de T. harzianum que la Ea (Ec 7) 

 

En la figura 6.5 a, b y c se muestra la superficie de respuesta de IS en función de la Ea 

y de las temperaturas de secado. En esta figura y la tabla 6.1 se puede observar que el material 

encapsulante que permite elevar el IS, así como la sobrevivencia al secado (SS) fue MD10, el 

cual tiene la Ea más alta, mientras el IS disminuye al usar MD20 que tiene una menor Ea, 

mientras que los menores valores de IS se obtienen con GA que es la de menor Ea.  

 

Es evidente de la figura 6.5 a, b y c,  que sin importar el tipo de matriz encapsulante que 

se use, la combinación de las temperaturas de entrada y salida más altas es la que maximiza 

los valores de SS de la esporas de T. harzianum. Estos resultados sugieren que la combinación 

de temperaturas de proceso relativamente bajas (120°C -60°C) podrían resultar en un proceso 

de secado lento, lo que produce una matriz de protección mal estructurada. 
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Tabla 6.1 Diseño factorial 3
3 

para evaluar el efecto de la energía de activación y las temperaturas de proceso sobre la 

sobrevivencia de esporas de T. harzianum al secado. 
a
 Valores experimentales. 

b
 Valores predichos por el modelo 

 

Formulado 

Variables 
codificadas 

Variables de 
proceso 

Respuestas 
 

Ea TE TS 
Ea(kJ 
mol-1) 

TE 
(°C) 

TS (°C) ISa ISb 

1 1 1 -1 29 150 70 4.0 4.5 

2 1 1 0 29 150 80 7.9 7.7 

3 1 1 1 29 150 90 10.1 10.9 

4 1 0 -1 29 135 70 3.6 2.7 

5 1 0 0 29 135 80 4.2 4.6 

6 1 0 1 29 135 90 5.4 6.5 

7 1 -1 -1 29 120 70 2.0 2.1 

8 1 -1 0 29 120 80 2.6 2.7 

9 1 -1 1 29 120 90 4.2 3.4 

10 0 1 -1 24 150 70 4.2 4.4 

11 0 1 0 24 150 80 6.2 7.1 

12 0 1 1 24 150 90 9.4 9.8 

13 0 0 -1 24 135 70 3.2 2.9 

14 0 0 0 24 135 80 4.3 4.3 

15 0 0 1 24 135 90 5.3 5.8 

16 0 -1 -1 24 120 70 1.7 2.6 

17 0 -1 0 24 120 80 2.9 2.7 

18 0 -1 1 24 120 90 2.0 2.9 

19 -1 1 -1 19 150 70 3.2 3.2 

20 -1 1 0 19 150 80 5.1 5.5 

21 -1 1 1 19 150 90 7.8 7.7 

22 -1 0 -1 19 135 70 2.9 2.0 

23 -1 0 0 19 135 80 2.6 3.0 

24 -1 0 1 19 135 90 2.9 4.0 

25 -1 -1 -1 19 120 70 1.4 2.0 

26 -1 -1 0 19 120 
  80 2.2 1.8 

27 -1 -1 1 19 120 90 2.3 1.5 

28 0 0 0 24 135 80 4.8 4.3 

29 0 0 0 24 135 80 4.6 4.3 

30 0 0 0 24 135 80 4.3 4.3 

31 0 0 0 24 135 80 4.9 4.3 

32 0 0 0 24 135 
  80 4.0 4.3 
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Figura 6.5. Superficies de respuestas representando el incremento en la sobrevivencia (IS) de las esporas de T. 
harzianum microencapsuladas como función de la temperatura de entrada y salida usando a) MD10 (Ea = 29.0 kJ 
mol

-1
); b) MD20 (Ea = 24.0 kJ mol

-1
); c) GA (Ea = 19.0 kJ mol

-1
) como matrices encapsulantes. Se muestran los 

valores experimentales de SS para cada punto del diseño experimental.  
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Los experimentos de las esporas formuladas con la mezcla MD10-GA fueron utilizados 

para realizar una validación del modelo obtenido por el diseño experimental, ya que esta mezcla 

presentó una mayor Ea (31.6 kJ/mol). En la figura 6.6 se muestra la habilidad del modelo para 

predecir valores fuera del dominio experimental, al extrapolar los valores de IS se obtiene una 

R2  = 0.90 que es un valor lo suficientemente alto para validar el modelo. De hecho, es evidente 

que al usar las temperaturas de proceso más altas y la mezcla MD10-GA, se alcanza un valor 

de SS de 86%, lo que significa que se incrementa 11 veces la sobrevivencia con respecto a las 

esporas sin encapsular. Por otro lado con el uso de GA solo se logra un valor de SS de 60%, 

que representa un incremento de 7 veces en la sobrevivencia. 

 

  

Figura 6.6. Validación del modelo por medio de los valores experimentales contra estimados del incremento de la 

sobrevivencia IS9 de esporas formuladas con la mezcla 1:1 de MD10 – GA (Ea = 31.6 kJ mol
-1

). 

 

En el 2012 Fernández-Sandoval y colaboradores, demostraron que el estrés térmico en 

el secado y el estrés oxidativo en el almacenamiento, son las principales causas que afectan la 

sobrevivencia de las esporas de T. harzianum.  El objetivo de encapsular a los microorganismos 

es el de proveerles un microambiente, al interior de la cápsula, que les permita sobrevivir 

durante el proceso de secado y el almacenamiento (Weinbreck et al., 2010). Diferentes autores 

han reportado el uso de la microencapsulación para proteger a las esporas de hongos, lo que 

demuestra que esta técnica puede ser usada para su protección durante el secado (Guijarro, 

Larena et a., 2006; Horaczek, et al., 2004a,b; Jin, et al., 2011; Larena, et al., 2003 a,b).  Sin 
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embargo en la mayoría de los casos la selección del agente encapsulante y las condiciones de 

proceso se hace mediante prueba y error. Los resultados de IS coinciden con lo reportado por 

Rodríguez-Hueso et al. (2007), en el sentido de que los agentes encapsulantes con la mayor Ea 

son los que proveen la mayor protección de daño térmico en las células, esto debido a la 

formación de una matriz estructurada alrededor de las mismas y aparentemente es necesario el 

uso de temperaturas de proceso más elevadas para la rápida formación de las microcápsulas. 

 

 Horazcek, et al., (2004a,b) estudiaron la microencapsulación de esporas de B. 

brongniartii y M. anisopliae usando leche descremada y polivinilpirrolidona como agentes 

encapsulantes, reportando que se incrementa 2 veces la sobrevivencia de las esporas secadas 

por aspersión; sin embargo, después de 6 semanas de almacenamiento a 30°C las esporas 

perdían la capacidad de germinar. Liu, et al., (2009) reportaron que al encapsular esporas de M. 

anisopliae en una matriz de alginato-arcilla, con dextrina e hidroxipropyl-metil-celulosa como 

aditivos, se logra una germinación del 80% de las esporas después de seis meses de 

almacenamiento. Larena y colaboradores (2003b), evaluaron el efecto del secado por aspersión 

en la viabilidad de P. oxalicum  al usar una mezcla de leche descremada y sacarosa como 

agente encapsulante, observando que la sobrevivencia fue de solo el 28%. La 

microencapsulación mediante secado por aspersión de P. frequentans usando leche 

descremada y TE = 150°C, resultó en una sobrevivencia del 28% (Guijarro et al., 2006). Esta 

misma estrategia se usó para evaluar la microencapsulación de E. nigrum, y se observó el 

mismo efecto, ya que la sobrevivencia fue solo del 10% (Larena et al., 2003a). Solamente Jin y 

Custis (2011) han reportado el uso de microencapsulación de T. harzianum mediante secado 

por aspersión. Ellos reportan que la sobrevivencia de las esporas incrementa 3 veces al usar 

sacarosa como agente encapsulante. En este trabajo se logró incrementar 11 veces la 

sobrevivencia de las esporas, el obtener valores más altos de SS se puede explicar por el uso 

de polímeros en lugar de un disacárido lo que permite la formación de una matriz más densa 

 

Para evaluar la formación de las microcápsulas se usó Microscopía Electrónica de 

Barrido (MEB). En la figura 6.7a se observa la morfología de las esporas secadas sin agente 

encapsulante. El diámetro de las partículas estuvo entre 2 y 5 µm.  En la figura 6.7 b, c se 

presentan las formulaciones con GA, MD10 y MD10- GA respectivamente y se puede observar 

en las micrografías la formación de las microcápsulas con un tamaño de partícula entre 15 y 20 

µm. La formulación con MD10- GA presenta una estructura más densa y robusta que la 
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formulación con solo GA, la cual muestra una matriz irregular, lo que podría explicar el hecho de 

que las formulaciones con GA son en las que presentan los menores valores de IS. 

 

Las micrografías de la figura 6.7 muestran diferencias en las matrices formadas por los 

diferentes agentes encapsulantes, es evidente que las matrices de los polímeros con mayor Ea 

forman microcápsulas más lisas y grandes. 

 

 

Figura 6.7.  Morfología de las partículas de esporas de T. harzianum obtenidas mediante secado por aspersión con o 

sin matriz encapsulante a TE = 150ºC y TS = 90ºC. a) Esporas libres, b) Microcápsulas con GA, c) Microcápsulas con 
MD10 y d) Microcápsulas con MD10-GA. El aumento es 500x 
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6.3 Evaluación del efecto de la energía de activación y las temperaturas de 

almacenamiento en la sobrevivencia de esporas de T. harzianum. 

  

 Los valores de actividad de agua de los diferentes formulados después del secado 

estuvieron en el rango de 0.30 a 0.40, que se encuentran en el intervalo que es el adecuado 

para incrementar la vida de anaquel de las esporas deshidratadas de T. harzinum, como ha sido 

reportado previamente por nuestro grupo de investigación (Fernández-Sandoval et al., 2012)  

 

La SA de las esporas de T. harzianum no encapsuladas disminuye significativamente 

después de 4 semanas de almacenamiento tanto a 4°C como a 29°C, como puede observarse 

en la figura 6.8 y 6.9; no obstante, cuando se usa un material encapsulante la SA disminuye 

hasta después de las 8 semanas de almacenamiento. Se observa una relación directa entre SA 

y la Ea de la matriz encapsulante a ambas temperaturas de almacenamiento y los formulados 

con la matriz de MD10-GA mostraron la SA más alta. En cuanto al efecto de la temperatura se 

observa que las muestras almacenadas a 4°C mantuvieron una viabilidad mayor que aquellas 

almacenadas a 29°C en el mismo intervalo de tiempo.  

 

 

Figura 6.8. Efecto de la energía de activación en el porcentaje de sobrevivencia (SA)  de esporas de T. harzianum 

almacenadas a 4°C. 
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Figura 6.9. Efecto de la energía de activación en el porcentaje de sobrevivencia (SA)  de esporas de T.        
harzianum almacenadas a 29°C 

 

El uso de la mezcla MD10-GA permitió alcanzar una SA de 40% en las esporas después 

de ocho semanas almacenadas a 4°C, lo que significa un incremento en la SA de 330 veces 

con respecto a las esporas no encapsuladas. Por otro lado, al almacenar el mismo formulado a 

29°C solo se alcanzó una SA de 23%, que representa un incremento de 150 veces con 

respecto a las esporas no encapsuladas y almacenadas a la misma temperatura. 

 

Después de 8 semanas de almacenamiento la SA de  todos los formulados disminuyó 

siguiendo un patrón similar al que mostraron las esporas no encapsuladas  después de las 4 

semanas de almacenamiento; estos resultados parecen indicar que las matrices encapsulantes 

retrasan la difusión de oxígeno al interior de las microcápsulas, al menos por 8 semanas, lo que 

disminuye la concentración de oxígeno disponible para participar en la oxidación de 

macromoléculas y causar el estrés oxidativo. 

 

La viabilidad de las esporas fue mayor en las muestras almacenadas a 4°C que en 

aquellas almacenadas a 29°C, esto puede deberse a que a esta última temperatura se tenga 

una mayor reactividad y difusividad de las ERO intracelulares. A 4°C la pérdida en la viabilidad 

después de las 8 semanas de almacenamiento, pudo deberse a un incremento en la actividad 
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metabólica, ya que la Aw incrementó hasta valores de 0.8 – 0.9. El incremento en la actividad 

metabólica puede ser acompañado por limitación de nutrientes y/o oxidación de 

macromoléculas. Por lo anterior se podría evaluar el control de la actividad de agua en el 

almacenamiento a bajas temperaturas, para alcanzar valores más altos de sobrevivencia. 

 

6.3.1 Sobrevivencia de esporas de T. harzianum en función de la 

concentración de especies reactivas de oxígeno (ERO) intracelulares 

 

En la tabla 6.2 y la figura 6.10 se muestra la relación entre la sobrevivencia al 

almacenamiento (29°C por 12 semanas) y la concentración intracelular de ERO. Se muestran 

los valores de ERO y SA para las esporas microencapsuladas en MD10-GA y para las no 

encapsuladas. Como era de esperarse la concentración inicial de ERO fue similar para ambas 

muestras. Sin embargo, la concentración de ERO incrementa mucho más rápido en las esporas 

sin encapsular que en aquellas encapsuladas en la matriz de MD10-GA. Después de 8 

semanas de almacenamiento se alcanza una concentración de ERO crítica (>6 nM ERO/106 

células) y la SA de las esporas decrece significativamente. 

 

Tabla 6.2. Sobrevivencia y concentración de ERO de esporas de T.  harzianum  encapsuladas (MD10-GA) y no 

encapsuladas durante el almacenamiento a 29°C 
 

 t (semanas) SA log10 (UFC/gr) nm ROS/10
6
 células 

 
    

 MD10 – GA 

 0 100.0 8.67 ± 0.04 5.07 ± 0.28 

 4 69.8  ± 2.0 8.50 ± 0.08 7.09 ± 0.30 

 8 22.5 ± 0.2 7.05 ± 0.07 21.01 ± 0.64 

 12 1.32 ± 0.3 4.96 ± 0.09 33.94 ± 0.53 

 
    

 No encapsuladas 
  

 
    

 0 100 8.93 ± 0.14 4.78 ± 1.21 

 4 6.07 ± 0.23 6.07 ± 0.23 10.27 ± 0.76 

 8 3.77 ± 0.38 3.77 ± 0.38 24.78 ± 0.69 

 12 1.79 ± 0.13 1.79 ± 0.13 35.12 ± 6.89 

 

Se puede observar en la figura 6.10 que cuando la concentración de ERO excede 7nM 

ERO/ 106 esporas la sobrevivencia en todos los tratamientos se reduce severamente. Estos 

resultados sugieren que la microencapsulación funciona como una barrera de protección contra 
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la difusión de oxígeno al interior de las esporas, lo que reduce el estrés oxidativo e incrementa 

la vida de anaquel de las esporas de T. harzianum 

.  

Figura 6.10  Sobrevivencia de esporas de T. harzianum, almacenadas a 29ºC, como función de la concentración 
intracelular de ERO. () Conidia microencapsuladas en MD10 – GA  (■) Esporas no encapsuladas. 

 

El comportamiento de la sobrevivencia de las esporas y de la concentración intracelular 

de ERO, parece soportar la hipótesis de que el estrés oxidativo es la principal causa de muerte 

en el almacenamiento. 

 

6.4 Evaluación de la adición de un antioxidante en la formulación de 

esporas de T. harzianum microencapsuladas mediante secado por 

aspersión en la sobrevivencia durante el almacenamiento. 

 

Con el fin de disminuir la pérdida de la viabilidad en el almacenamiento se evaluó la 

adición de ácido ascórbico como antioxidante, se mantuvieron en contacto las esporas con la 

solución de ácido ascórbico por dos horas y posteriormente se realizó la formulación con la 

mezcla MD10-GA y se secó a una TE=150°C y TS = 90°C.  

 

En la figura 6.11 se observa el comportamiento de la viabilidad (a), expresada como 

UFC/ gr, y de la concentración intracelular de ERO (b), es evidente que la adición de ácido 

ascórbico a esta concentración  no tiene un efecto significativo en la disminución de las ERO y 
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por ende tampoco sobre la viabilidad. Aún más, los valores obtenidos de sobrevivencia y de 

ERO intracelulares en la formulación con ácido ascórbico, no tienen una diferencia significativa 

con los valores que se obtienen en las esporas formuladas sin el antioxidante, De lo anterior se 

puede observar que es probable que el proceso de microencapsulación si contenga la difusión. 

Sin embargo, los experimentos realizados no permiten elucidar si efectivamente la oxidación se 

debe a la difusión de oxígeno al interior de la célula o a las ERO que se generan de manera 

natural en la célula y que ya están presentes antes del secado. 

 

 

Figura 6.11  (a) Sobrevivencia de esporas de T. harzianum, microencapsuladas en una matriz MD10-GA con o sin la 
adición de antioxidante en la formulación y almacenadas a 29ºC, (b) Evolución de la concentración de ERO en 
esporas de T. harzianum, microencapsuladas en una matriz MD10-GA con o sin la adición de antioxidante en la 
formulación y almacenadas a 29ºC 

 

En la bibliografía hay pocos reportes sobre el uso de antioxidantes en formulaciones de 

microorganismos, Ying y colaboradores (2011) reportan el uso de ascorbato de sodio y tocoferol 

para aumentar la sobrevivencia de L. rhamnosus GG, estos autores reportan que mientras el 

tocoferol aumenta considerablemente la vida de anaquel de los lactobacilos, el ascorbato 

presenta un efecto negativo sobre la misma, lo que podría deberse a que las bacterias 

degradan el ascorbato en derivados del ácido acético que funcionan como agentes oxidantes. 

En 2003, Soares, et. al., reportan el efecto protector de seis diferentes antioxidantes sobre 

células de S. cerevisae, sometidas a estrés oxidativo, generado por diferentes compuestos 

oxidantes, estos autores reportan que los seis compuestos presentan un efecto protector contra 

la oxidación, estos estudios están elaborados en sistemas modelo con fuertes oxidantes, por lo 

que sería conveniente evaluar el uso de estos compuestos en las formulaciones. 

 

 

a b 
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7. CONCLUSIONES 

 

 

• La Ea de activación y las temperaturas de proceso son los principales factores que 

incrementan la viabilidad de las esporas de T. harzianum durante el secado.  

 

• La combinación del uso de la mezcla de MD10-GA, el polímero con mayor  Ea y altas 

temperaturas de proceso ofrece la mejor protección a las esporas de T, harzianum 

durante el secado, lo que lleva a incrementar de 11 veces la sobrevivencia de estás con 

respecto a las esporas no encapsuladas 

 
• El principal daño en las esporas durante el proceso de secado es el daño en la 

membrana celular, sin embargo, existe una pequeña proporción de esporas que aun 

cuando conservan la integridad de membrana aparentemente pierden la actividad 

metabólica. 

 

• A las 8 semanas de almacenamiento se logra incrementar hasta 330 veces la 

sobrevivencia de las esporas si se combina el uso de baja temperatura de 

almacenamiento y la microencapsulación con la mezcla MD10-GA, que es la matriz con 

mayor Ea. 

 
• La pérdida de viabilidad en el almacenamiento a 29°C se debe aparentemente a la 

oxidación de las macromoléculas; mientras que a 4°C se debe a una combinación de la 

oxidación y del incremento en la actividad metabólica de las esporas 

 
• Concentraciones intracelulares de ERO por arriba de 6 µM/106 células en los formulados 

desencadenan las reacciones de oxidación lo que ocasiona la pérdida  de viabilidad en 

las esporas de T. harzianum durante el almacenamiento a 29°C. 
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8. PERSPECTIVAS 

 

 

 Hacer uso de atmósferas libres de oxígeno para poder determinar si los fenómenos 

oxidativos que se presentan en el almacenamiento a 29°C después  de 8 semanas 

se deben a la difusión de oxígeno al interior de la célula o si las ERO intracelulares 

son las que los desencadenan. 

 

 Evaluar el uso de antioxidantes como el resveratrol y el tocoferol para prevenir el 

desencadenamiento de las reacciones de oxidación en el almacenamiento. 

 

 Determinar el efecto de combinar el almacenamiento a bajas temperaturas con el 

control de Aw durante el mismo, para aumentar la sobrevivencia en el 

almacenamiento. 
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9. GLOSARIO 

 

Manejo integrado de Plagas: Estrategias alternativas para combatir a las plagas buscando 

disminuir al mínimo los efectos negativos al ecosistema, considerando los aspectos 

toxicológicos, ecológicos y económicos que influyen en el control de plagas. 

Control biológico: Uso de microorganismos y/o sus metabolitos para el control de plagas y/o 

enfermedades  

Agente de control biológico: Microorganismos utilizados con rendimientos elevados en el 

control de plagas en la agricultura. 

Esporas: Estructuras de resistencia generadas por algunos microorganismos la ser sometidas 

a algún tipo de estrés. 

Deshidratación: Eliminación de agua de un material por diferentes mecanismos. 

Actividad de agua: Relación entre la presión de vapor de agua en un material y la presión de 

vapor de agua pura a la misma temperatura 

Secado por aspersión: Operación unitaria en la que se transforma un producto desde un 

estado líquido hasta un estado pulverizado. 

Especies reactivas de oxígeno: Especies químicas formadas por la reducción incompleta del 

oxígeno. 

Microencapsulación: Proceso mediante el cual partículas (núcleo) son rodeadas por una 

cubierta (pared), homogénea o heterogénea, para producir microcápsulas con diferentes 

propiedades funcionales. 

Energía de activación: Medida de la energía que se requiere para eliminar cierta masa de 

agua del material a secar. 

Esporas viables: Son aquellas que son capaces de generar estructuras vegetativas (micelio) 

después de ser sometidas a algún tipo de estrés. 

Antioxidante: Sustancias que pueden proteger  a las macromoléculas de los efectos de 

los radicales libres 
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11. ANEXOS 

11.1 Metodología para la determinación de la energía de activación de los 

materiales encapsulantes 

 

Para obtener los valores de energía de activación (Ea) de los diferentes agentes 

encapsulantes y de las mezclas de los mismos, se utilizó la metodología reportada por Pérez 

Alonso, et al., (2003). 

 

 11.1.1 Secado isotérmico de los agentes encapsulantes y mezclas  

Los datos experimentales de secado isotérmico fueron obtenidos con el equipo de 

análisis termogravimétrico, TGA 2950 de TA-Instrument (New Castle, DE, EUA) y permitió 

alcanzar las condiciones experimentales en la cámara de secado. Se colocó una muestra de 15 

a 20 mg de cada solución de agente encapsulante en el horno del equipo y las soluciones 

fueron secadas a 50, 60, 70 y 80 °C, durante 90 min se utilizó nitrógeno como gas de purga con 

un flujo de 100 cm3/min. Los datos que se obtuvieron fueron la pérdida de peso con respecto al 

tiempo y la temperatura, así como la derivada de la pérdida de peso con respecto al tiempo.  

 

11.1.2 Encogimiento volumétrico  

Se determinó el encogimiento volumétrico, durante el secado isotérmico, de una gota de 

biopolímero como función del contenido de humedad. Se utilizó un sistema de análisis de 

imagen, que contiene el software Image-Pro plus (Media Cybernetics) versión 4.5, acoplado a 

un microscopio óptico Olympus (modelo BX45) y una cámara digital Olympus C-3030.  

 

El encogimiento volumétrico de una gota de soluciones acuosas al 60% (p/p) de agente 

encapsulante  para MD-10 y MD 20 así como las mezclas MD10-GA y MD20-GA  y del 40% 

(p/p) para GA, como función del contenido de humedad (X) fue determinado utilizando el 

siguiente procedimiento: (1) una gota de una solución acuosa de cada agente encapsulante se 

colocó en un portaobjetos modificado,  (2) se tomaron fotografías de los planos X-Y, X-Z y Y-Z 

de la gota (que exhibieron una forma elipsoidal), para obtener el área (Si) para cada plano 

considerando el área de una semielipse (área medida = área elipse/2) para los planos X-Z 

(área, S2) y Y-Z ( área, S3); para el plano X-Y (área, S1) el área medida es igual al área de una 

elipse; con estas áreas se calcula el volumen de un elipsoide ; (3) el área de cada plano fue 

calculada con un software de un analizador de Imágenes Image-Pro plus (Media Cybernetics) 
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versión 4.5, acoplado a un microscopio óptico Olympus (modelo BX45) y una cámara digital; (4) 

con estas áreas, se calculó el volumen de un elipsoide y se igualó al de una esfera; (5) los 

pasos 1 a 4 se repitieron durante el secado isotérmico de la gota a intervalos de 

aproximadamente 10% en la disminución del contenido de humedad (determinado por la 

pérdida de masa de la gota), el secado se llevó acabo en una estufa a 60 °C con convección 

forzada; (6) el encogimiento volumétrico promedio (V) [m3] fue obtenido de la gráfica de V 

(relación V, el volumen de la gota a un contenido de humedad dado y V0, volumen inicial de la 

gota) contra el contenido de humedad. Los puntos experimentales se ajustaron a una función 

polinomial. 

 

11.1.3 Determinación del coeficiente de difusión efectivo 

Se determina mediante el método propuesto por Raghavan, Tulasidas y Ramaswamy 

(1995), el cual aplica una solución analítica para la segunda ley de Fick para una geometría 

esférica isotrópica y considerando una concentración constante de humedad en la superficie y 

que hace uso de la ecuación: 

 

 

 

 Donde M es el radio de humedad, X es le contenido de humedad a un tiempo t [kg 

H2O/kg ss], X0 y Xe son el contenido de humedad inicial y en el equilibrio [kg H2O/kg ss] y R(X) 

es el radio de la gota de solución de agente encapsulante expresado en función del contenido 

de humedad. 

 

11.1.4 Determinación de la Energía de activación 

La Ea se determinó calculando la Def
  
para cada agente encapsulante, la cual presenta 

una dependencia  de la temperatura, que puede ser descrita por la ecuación de Arrhenius.  

 

Para utilizar esta ecuación fue necesario calcular una difusividad promedio a partir de las 

gráficas de X vs Def, obtenidas para cada material y cada temperatura. Para calcular la Def
 

promedio se utilizó la siguiente ecuación: 
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 Con éste procedimiento se calculó Def promedio para todas las muestras a temperatura 

de 50, 60, 70 y 80 ºC. Para encontrar la energía de activación se linealizó la ecuación (1) y se 

obtuvo la ecuación de una línea recta: 

 

 

 

 Se elaboró una gráfica de ln Def promedio contra 1/T, la cual se aproximaba a una recta, 

y con la pendiente de la misma se obtuvo el valor de la Ea para cada solución de agente 

encapsulante evaluada. 
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