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RESUMEN

La formulación de bioinoculantes encapsulados representa una estrategia 
innovadora para aumentar la viabilidad, estabilidad y eficiencia de microorganismos 
promotores del crecimiento vegetal, contribuyendo a sistemas agrícolas sostenibles. 
El presente estudio evaluó el efecto de cápsulas de alginato suplementadas con 
Trichoderma harzianum, Bacillus subtilis y extracto de raíz de rábano (Raphanus sativus 
L.) sobre la viabilidad microbiana, las propiedades fisicoquímicas de la formulación 
y la promoción del crecimiento en plántulas de Capsicum annuum L. La cinética 
de crecimiento de los microorganismos fue determinada mediante recuento de 
unidades formadoras de colonias (UFC mL–¹) para identificar las fases de crecimiento 
óptimas para la encapsulación. Las cápsulas fueron elaboradas mediante gelificación 
iónica utilizando alginato de sodio como matriz polimérica, evaluándose la viabilidad 
microbiana a los 5, 10 y 15 días de almacenamiento, así como el contenido de agua, 
tiempo de desintegración y estabilidad dimensional. Los resultados evidenciaron que 
la formulación combinada (Trich+Bacill+Rab) presentó mayor viabilidad microbiana 
durante el almacenamiento, alcanzando concentraciones superiores a 1.0 × 10⁹ 
UFC mL–¹ al día 15, en comparación con las formulaciones individuales. Asimismo, 
la inclusión del extracto de rábano modificó las propiedades físicas de las cápsulas, 
favoreciendo una desintegración más rápida y potencial liberación controlada de 
los microorganismos. A nivel agronómico, las plántulas tratadas con la formulación 
combinada mostraron incrementos significativos (p < 0,05) en altura de plantula, 
diámetro de tallo, contenido relativo de clorofila, volumen radicular y acumulación 
de biomasa fresca y seca a los 21 días después de la emergencia. Estos resultados 
demuestran que la co-encapsulación en alginato representa una alternativa eficiente 
para el desarrollo de bioinoculantes funcionales orientados a mejorar el crecimiento 
vegetal temprano y promover prácticas agrícolas sostenibles.

Palabras clave: alginato de sodio, bioinoculantes, gelificación iónica, liberación 
controlada, viabilidad microbiana.

SUMMARY

The development of encapsulated biological formulations represents an 
innovative strategy to improve the stability, viability, and ef ficiency of plant growth–
promoting microorganisms, contributing to sustainable agricultural systems. The  
present study evaluated the ef fect of alginate capsules supplemented with Trichoderma
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harzianum, Bacillus subtilis, and radish root extract (Raphanus sativus L.) on microbial 
viability, physicochemical properties of the formulation, and growth promotion in 
Capsicum annuum L. seedlings. Microbial growth kinetics were determined through 
colony-forming unit counts (CFU mL–¹) in order to identify optimal growth phases 
for encapsulation. Capsules were produced by ionic gelation using sodium alginate 
as the polymeric matrix, and microbial viability was evaluated at 5, 10, and 15 days 
of storage, together with water content, disintegration time, and dimensional stability. 
Results showed that the combined formulation (Trich+Bacill+Rab) exhibited higher 
microbial viability during storage, reaching concentrations above 1.0 × 10⁹ CFU mL–¹ at 
day 15 compared to individual formulations. Furthermore, the inclusion of radish extract 
modified the physical properties of the capsules, promoting faster disintegration and 
potential controlled release of microorganisms. At the agronomic level, seedlings 
treated with the combined formulation showed significant increases (p < 0.05) in plant 
height, stem diameter, relative chlorophyll content, root volume, and fresh and dry 
biomass accumulation at 21 days af ter emergence. These findings demonstrate that 
co-encapsulation in alginate represents an ef ficient alternative for the development 
of functional bioinoculants aimed at improving early plant growth and promoting 
sustainable agricultural practices.

Index words: sodium alginate, bioinoculants, ionic gelation, controlled release, 
microbial viability.

INTRODUCCIÓN

En la actualidad, la agricultura enfrenta numerosos desafíos relacionados con la sostenibilidad y la productividad, 
como la degradación del suelo, el cambio climático, el uso excesivo de fertilizantes químicos y la resistencia de 
los patógenos a los tratamientos convencionales (Rigobelo, Kandasamy y Saravanakumar, 2022). En este contexto, 
el uso de tecnologías innovadoras basadas en microorganismos benéficos ha emergido como una estrategia 
prometedora para mejorar el rendimiento de los cultivos, optimizar el uso de recursos y reducir la dependencia 
de insumos químicos (Ansabayeva et al., 2025). Los microorganismos beneficiosos, tales como hongos y bacterias, 
desempeñan un papel crucial en la mejora de la salud del suelo, el control biológico de plagas y enfermedades, así 
como en la promoción del crecimiento vegetal mediante mecanismos como la fijación de nitrógeno, la producción 
de fitohormonas y la competencia con patógenos (Andrade, Santos, Frezarin, Sales y Rigobelo, 2023).

Uno de los hongos más destacados en este contexto es Trichoderma harzianum, un agente biocontrolador 
ampliamente estudiado por su capacidad para suprimir una amplia gama de fitopatógenos del suelo, mejorar la 
absorción de nutrientes y promover el crecimiento de las plantas (Dos Santos et al., 2021). T. harzianum ha demostrado 
su eficacia en diversos cultivos, incluida su aplicación en la mejora de la resistencia a enfermedades y el estrés abiótico, 
lo que lo convierte en una opción atractiva para su uso en prácticas agrícolas sostenibles (Tiberini et al., 2022).

Por otro lado, el uso de extractos vegetales, como los derivados de la raíz de rábano (Raphanus sativus L.), 
también ha cobrado relevancia en la investigación agrícola debido a sus propiedades antioxidantes y estimulantes 
del crecimiento (Dechwongya et al., 2020). Los compuestos bioactivos presentes en estas raíces pueden contribuir 
a mejorar la salud de las plantas al inducir la producción de fitoquímicos y mejorar la actividad metabólica 
(Faligowska et al., 2022). Asimismo, el extracto de rábano ha mostrado potencial para fortalecer las plantas contra 
diversas condiciones ambientales, lo que lo convierte en un complemento valioso para los sistemas agrícolas 
integrados (Hiraoka, 2021).

La encapsulación de microorganismos y extractos vegetales en matrices biodegradables y biocompatibles 
ha sido propuesta como una estrategia efectiva para la liberación controlada de estos agentes biológicos 
(Rasouli et al., 2022). El alginato, un polisacárido natural derivado de algas marinas, es ampliamente utilizado 
en aplicaciones biotecnológicas debido a su capacidad para formar geles estables y su biocompatibilidad (Krait 
et al., 2021). Además de proporcionar una estructura adecuada para la encapsulación, las matrices de alginato 
favorecen la protección de los agentes biológicos y contribuyen a mantener su estabilidad y funcionalidad 
durante su aplicación, lo que puede incrementar la eficiencia de los sistemas de liberación controlada.

En este estudio, se propone la formulación de cápsulas de alginato suplementadas con Trichoderma harzianum 
y extracto de raíz de rábano para evaluar su impacto en el desarrollo de Capsicum annuum L. (pimiento). Capsicum 
annuum L. fue seleccionado por su importancia económica como cultivo hortícola y su reconocida sensibilidad a 
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condiciones de estrés biótico y abiótico, lo que lo convierte en un modelo adecuado para estudiar el efecto de 
estos agentes en el crecimiento vegetal. Se busca evaluar si la combinación de T. harzianum y el extracto de rábano 
encapsulados en alginato puede mejorar la germinación, el crecimiento inicial, la resistencia a enfermedades y el 
rendimiento de las plántulas de pimiento.

El objetivo principal de este trabajo es proporcionar una alternativa sostenible a los métodos convencionales 
de fertilización y control de plagas mediante el uso de agentes biológicos encapsulados. Además, se pretende 
explorar las sinergias potenciales entre Trichoderma harzianum y los compuestos bioactivos del rábano, con el fin 
de maximizar los beneficios para el crecimiento y la salud de las plantas. Este enfoque integral tiene el potencial 
de contribuir a una agricultura más sostenible, reduciendo la dependencia de productos químicos sintéticos y 
promoviendo prácticas agrícolas más amigables con el medio ambiente.

MATERIALES Y MÉTODOS

Cinética de crecimiento de Bacillus subtilis

Se utilizó una cepa activa de B. subtilis, previamente reactivada en medio nutritivo sólido (agar nutritivo, NA)  
e incubada a 30 ± 2 °C durante 24 h para obtener colonias jóvenes metabólicamente activas. El inóculo bacteriano 
se preparó suspendiendo colonias frescas en solución salina estéril (0.85 % NaCl), ajustando la concentración 
inicial a aproximadamente 1.0 × 10⁵ UFC mL–¹ mediante medición de densidad óptica y verificación por recuentos 
preliminares en placa, con el fin de asegurar una concentración uniforme del cultivo inicial.

El inóculo ajustado se transfirió a matraces Erlenmeyer estériles de 250 mL que contenían 100 mL de medio 
nutritivo líquido estéril, los cuales se incubaron a 30 °C bajo agitación orbital constante (150 rpm) para garantizar 
una adecuada oxigenación y homogeneidad del cultivo. El crecimiento bacteriano se monitoreó durante un 
periodo total de 12 h, tomando alícuotas de 1 mL a intervalos de una hora bajo condiciones asépticas. Las 
muestras se sometieron a diluciones seriadas en solución salina estéril y las diluciones apropiadas se sembraron 
por el método de extensión en superficie sobre agar nutritivo. Las placas se incubaron a 30 °C durante 24 h, 
tras lo cual se realizó el recuento de unidades formadoras de colonias (UFC), expresando los resultados como  
UFC mL–¹. Los datos obtenidos permitieron construir la curva de crecimiento e identificar las fases de adaptación, 
crecimiento exponencial y fase estacionaria. 

Cinética de crecimiento de Trichoderma harzianum

Se utilizó una cepa viable del hongo, previamente reactivada en medio papa dextrosa agar (PDA) e incubada 
a 28 ± 2 °C durante 7 días hasta obtener crecimiento micelial activo y esporulación homogénea. La suspensión 
de esporas se preparó mediante la adición de agua destilada estéril suplementada con 0.01 % (v/v) de Tween 80 
sobre la superficie del cultivo, seguida de un raspado suave con espátula estéril. La suspensión resultante se filtró 
a través de gasa estéril para eliminar fragmentos miceliales y se ajustó a una concentración inicial aproximada de 
1.0 × 10⁵ UFC mL–¹, verificada mediante recuento en placa.

El inóculo se transfirió a matraces Erlenmeyer estériles de 250 mL que contenían 100 mL de papa dextrosa 
caldo (PDB), los cuales se incubaron a 28 °C bajo agitación orbital constante (120 rpm) para asegurar una 
adecuada oxigenación y crecimiento homogéneo. Se tomaron alícuotas de 1 mL a intervalos de una hora durante 
12 h, bajo condiciones asépticas, y se sometieron a diluciones seriadas decimales en solución salina estéril  
(0.85 % NaCl). Las diluciones apropiadas se sembraron por el método de extensión en superficie sobre placas 
con Papa Dextrosa Agar (PDA), incubadas a 28 ± 2 °C durante 72 h, tras lo cual se realizó el recuento de unidades 
formadoras de colonias (UFC), expresando los resultados como UFC mL–¹. Todos los ensayos se realizaron por 
triplicado y los datos se utilizaron para construir la curva de crecimiento e identificar las fases de adaptación, 
crecimiento exponencial y fase estacionaria.

Elaboración de Cápsulas de Alginato con Microorganismos

La encapsulación de los microorganismos se realizó mediante el método de gelificación iónica utilizando 
alginato de sodio como matriz polimérica. Para ello, se preparó una solución de alginato de sodio al 2.0 % 
(p/v) disolviendo el polímero en agua destilada estéril bajo agitación constante y calentamiento suave hasta su 
completa solubilización. La solución fue esterilizada por autoclave a 121 °C durante 15 min y posteriormente 
enfriada a temperatura ambiente antes de su uso. Las suspensiones microbianas se prepararon por separado, 
ajustando la concentración de Bacillus subtilis y Trichoderma harzianum a aproximadamente 1.0 × 10⁸ UFC mL–¹ 
mediante recuento en placa, garantizando una carga microbiana homogénea para el proceso de encapsulación.
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Las suspensiones microbianas se incorporaron a la solución de alginato estéril bajo condiciones asépticas 
y agitación suave para asegurar una distribución uniforme de los microorganismos en la matriz polimérica. La 
mezcla resultante se extruyó gota a gota mediante una jeringa estéril con aguja de calibre uniforme hacia una 
solución de cloruro de calcio (CaCl₂) al 0.1–0.2 M, utilizada como agente reticulante. Las gotas se mantuvieron en 
la solución de CaCl₂ durante 30 min para permitir la formación y estabilización de las cápsulas por gelificación 
iónica. Posteriormente, las cápsulas formadas se recuperaron mediante filtración estéril y se lavaron con agua 
destilada estéril para eliminar el exceso de calcio no ligado. 

Evaluación de la Viabilidad de los Encapsulados

La viabilidad de los microorganismos encapsulados se evaluó en tres formulaciones experimentales: (i) 
cápsulas de alginato conteniendo Trichoderma harzianum, Bacillus spp. y extracto de raíz de Raphanus sativus 
(Trich + Bacill + Rab), (ii) cápsulas formuladas únicamente con T. harzianum (Trich), y (iii) cápsulas formuladas 
únicamente con Bacillus spp. (Bacill). Las cápsulas se almacenaron en condiciones estériles a temperatura 
controlada y la viabilidad microbiana se determinó a los 5, 10 y 15 días posteriores a la encapsulación.

Para cada tiempo de evaluación, se tomaron muestras representativas de cápsulas (n = 10), las cuales fueron 
pesadas y posteriormente desintegradas mediante inmersión en una solución de citrato de sodio estéril al 1.0 % (p/v), 
utilizada como agente quelante para liberar los microorganismos atrapados en la matriz de alginato. La suspensión 
resultante se homogenizó mediante agitación suave durante 20 min hasta la completa disolución de las cápsulas. A 
partir de esta suspensión, se realizaron diluciones seriadas decimales en solución salina estéril (0.85 % NaCl).

El recuento de microorganismos viables se llevó a cabo mediante el método de siembra en placa. Para Bacillus 
spp., las diluciones apropiadas se sembraron por extensión en superficie sobre agar nutritivo y se incubaron a 
30 ± 2 °C durante 24 h. Para T. harzianum, las diluciones correspondientes se sembraron sobre medio papa 
dextrosa agar (PDA) y se incubaron a 28 ± 2 °C durante 48 h. Tras el periodo de incubación, se realizó el recuento 
de unidades formadoras de colonias (UFC), expresando los resultados como UFC mL–¹ de suspensión liberada.

Determinación de las Propiedades Físicas de las Cápsulas de Alginato

El contenido de agua se determinó al momento de la formulación mediante un método gravimétrico. Para ello, 
se seleccionaron cápsulas representativas de cada tratamiento (n = 10), las cuales se pesaron inmediatamente 
después de su obtención para registrar el peso fresco y posteriormente se secaron en estufa de convección 
forzada a 60 °C hasta alcanzar peso constante. El contenido de agua se calculó como el porcentaje de pérdida de 
peso respecto al peso seco. Este procedimiento permitió evaluar la capacidad de retención hídrica de la matriz 
polimérica de alginato en función de la composición microbiana y la inclusión de extractos vegetales.

El tiempo de desintegración se evaluó colocando cápsulas individuales en recipientes estériles que contenían 
agua destilada estéril a temperatura ambiente (25 ± 2 °C), manteniéndolas en reposo y registrando diariamente 
la pérdida de integridad estructural, definida como la ruptura visible de la cápsula y la liberación completa del 
contenido interno; los resultados se expresaron en días. La estabilidad dimensional se determinó midiendo el 
diámetro de las cápsulas inmediatamente después de la formulación (día 0) y tras un periodo de almacenamiento 
de 15 días. Para ello, se seleccionaron cápsulas al azar (n = 10 por tratamiento y tiempo) y se midieron utilizando 
un calibrador digital de precisión, expresando los valores en milímetros (mm). 

Características de Promoción de Crecimiento 

El experimento se desarrolló bajo condiciones controladas de invernadero utilizando plántulas de Capsicum 
annuum L., establecidas en un sustrato previamente homogenizado y desinfectado, manteniendo condiciones 
uniformes de riego, fertilización y manejo agronómico. Se evaluaron cuatro tratamientos consistentes en cápsulas 
de alginato: Trich+Bacill+Rab, que contenían Trichoderma spp., Bacillus spp. y extracto de raíz de rábano; Trich, 
formulado únicamente con Trichoderma spp.; Bacill, con Bacillus spp.; y un control sin aplicación. Las cápsulas 
fueron obtenidas mediante encapsulación en alginato de sodio al 2% (p/v) y gelificación en CaCl₂ al 2%, 
aplicándose directamente en la zona rizosférica al momento de la siembra. El ensayo se condujo bajo un diseño 
completamente al azar con repeticiones independientes por tratamiento, realizándose las evaluaciones a los 21 
días después de la emergencia.
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Las variables morfofisiológicas se evaluaron mediante procedimientos estandarizados empleados en estudios 
de fisiología vegetal. La altura de plantula se midió desde el cuello hasta el ápice utilizando una regla milimetrada; 
el diámetro de tallo se determinó a 2 cm sobre el nivel del sustrato mediante calibrador digital (Mitutoyo®, Japón). 
El contenido relativo de clorofila se registró con un medidor portátil SPAD-502 Plus (Konica Minolta®, Japón), 
realizando tres lecturas por plantula en hojas completamente expandidas y promediando los valores. El volumen 
radicular se determinó mediante el método de desplazamiento de agua en probetas graduadas de 100 mL, 
después del lavado cuidadoso de las raíces. El peso fresco se registró inmediatamente después del muestreo 
utilizando una balanza analítica (Ohaus® Pioneer, precisión 0,001 g), mientras que el peso seco se obtuvo tras el 
secado del material vegetal en estufa de circulación forzada (Memmert®, Alemania) a 65 °C durante 72 h hasta 
alcanzar peso constante. Los datos fueron analizados mediante ANOVA y comparación de medias con la prueba 
de Tukey (p < 0,05), expresándose los resultados como media ± desviación estándar.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Cinética de Crecimiento Bacillus subtilis

La cinética de crecimiento de Bacillus subtilis fue monitoreada en un cultivo durante 12 horas, registrando 
la concentración de unidades formadoras de colonias (UFC mL-1). Durante las primeras 3 horas, se observó un 
incremento significativo en la población bacteriana, pasando de 1.2×105 a 3.65×106 UFC mL-1, correspondiente 
a la fase de adaptación y transición a la fase exponencial. Entre las 4 y 6 horas, la población continuó creciendo 
exponencialmente, alcanzando 6.43×106 y 1.00×107 UFC mL-1, respectivamente. A partir de las 7 horas, el 
crecimiento comenzó a desacelerarse, alcanzando 1.25×107 UFC mL-1, y estabilizándose entre las 8 y 9 horas en 
valores cercanos a 2.80×107 UFC mL-1. Finalmente, a partir de las 10 horas, se observó un leve descenso en la 
concentración de UFC mL-1, alcanzando un valor final de 2.00×107 UFC mL-1 a las 12 horas, indicando el inicio de 
la fase estacionaria. Este comportamiento es característico del crecimiento microbiano de Bacillus subtilis bajo 
condiciones de cultivo controladas. 

El incremento inicial de la población bacteriana durante las primeras horas de cultivo corresponde a la fase de 
adaptación (lag) y su transición hacia la fase exponencial (Figura 1; Hamill et al., 2020). En esta etapa, las células de  
B. subtilis activan rutas metabólicas primarias asociadas a la utilización de fuentes de carbono y nitrógeno, así 
como a la síntesis de enzimas hidrolíticas y sistemas de transporte de membrana (Yang et al., 2025). Paralelamente, 
ocurre una reorganización del metabolismo energético que permite la preparación celular para una división activa, 
lo que se traduce en un aumento progresivo de las unidades formadoras de colonias (Castillo-Alfonso et al., 2022).

 
 

4.12E+05

3.65E+06

3.82E+06

4.29E+06

5.90E+06

1.00E+07
1.25E+07

1.62E+07

2.80E+07
2.60E+07

2.15E+072.00E+07

0.00E+00

5.00E+06

1.00E+07

1.50E+07

2.00E+07

2.50E+07

3.00E+07

3.50E+07

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

U
FC

 m
L-1

Horas

Figura 1 Cinética de crecimiento de Bacillus subtilis en medio de cultivo durante 12 horas. 
La concentración de unidades formadoras de colonias (UFC mL-1) se midió en intervalos de una 
hora. Las barras de error representan la desviación estándar en los puntos de medición.
Figure 1. Growth kinetics of Bacillus subtilis in culture medium over 12 hours. Colony-
forming unit (CFU mL-1) concentration was measured at one-hour intervals. Error bars represent 
the standard deviation at the measurement points.
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Entre las 4 y 6 h, el cultivo alcanza la fase exponencial, caracterizada por una elevada tasa de división celular 
y una duplicación constante de la biomasa (Nordholt, van Heerden y Bruggeman, 2020). Durante este periodo,  
B. subtilis presenta una intensa actividad biosintética, incluyendo replicación del ADN, síntesis proteica y formación 
de componentes estructurales de la pared celular (Galinier, Foulquier y Pompeo, 2021). La eficiencia metabólica 
en esta fase está favorecida por condiciones ambientales óptimas y por la ausencia de factores limitantes, lo que 
explica el crecimiento sostenido y acelerado de la población bacteriana (García-Ortega et al., 2025).

Cinética de Crecimiento Trichoderma harzianum

El crecimiento de T. harzianum fue monitoreado durante 12 horas, observándose un incremento en 
la concentración de UFC mL-1 a medida que avanzaba el tiempo. Inicialmente, en las primeras 3 horas, la 
concentración de Trichoderma harzianum se mantuvo baja, comenzando en 1.64×105 UFC mL-1 y aumentando 
ligeramente a 1.84×105 UFC mL-1 a las 2 horas. Durante este tiempo, la población bacteriana permaneció en la 
fase de adaptación. A partir de las 4 horas, se registró un crecimiento más acelerado, alcanzando 1.24×106 y 
2.44×106 UFC mL-1 a las 4 y 5 horas, respectivamente. La fase exponencial se alcanzó entre las 6 y 7 horas, con 
un notable aumento en la población, alcanzando 4.20×106 y 6.20×106 UFC mL-1. A las 8 horas, la población 
alcanzó su máximo de 1.49×107 UFC mL-1, luego de lo cual la concentración comenzó a disminuir. A las 10 horas, 
la población disminuyó a 1.21×107 UFC mL-1, y finalmente, a las 12 horas, se estabilizó en 6.00×106 UFC mL-1, 
indicando el inicio de la fase estacionaria.

La baja variación en la concentración de UFC mL-1 corresponde a la fase de adaptación, en la cual las esporas 
de T. harzianum experimentan procesos de hidratación, activación metabólica y germinación (Figura 2; Tamburini 
et al., 2020). En esta etapa, el hongo prioriza la síntesis de ARN, proteínas y enzimas hidrolíticas necesarias para la 
degradación de sustratos y el establecimiento del crecimiento micelial, sin que ello se traduzca inmediatamente 
en un aumento significativo de unidades formadoras de colonias (Palma et al., 2022).

A partir de las 4 h, el incremento progresivo en la población indica el inicio de una fase de crecimiento 
activo, asociada a la elongación de hifas y ramificación micelial (Contreras-Cornejo et al., 2024). En este periodo, 
T. harzianum presenta una elevada actividad metabólica, con una eficiente asimilación de nutrientes y una 
intensificación de la respiración celular, lo que favorece la expansión del micelio y el aumento de la biomasa 
fúngica detectable como UFC mL-1 (Yao et al., 2023).
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Figura 2. Cinética de crecimiento de T. harzianum en medio de cultivo durante 12 horas. 
La concentración de unidades formadoras de colonias (UFC mL-1) se midió en intervalos de una 
hora. Las barras de error representan la desviación estándar en los puntos de medición.
Figure 2. Growth kinetics of T. harzianum in culture medium over 12 hours. Colony-forming 
unit concentration (CFU mL-1) was measured at one-hour intervals. Error bars represent the 
standard deviation at the measurement points.
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Posteriormente, la disminución gradual en la población fúngica registrada a partir de las 10 h sugiere la 
transición hacia la fase estacionaria, atribuida a la reducción de nutrientes disponibles, la competencia intracelular 
y la acumulación de metabolitos secundarios (Chen et al., 2021). En respuesta a estas condiciones, T. harzianum 
modula su metabolismo, reduciendo la tasa de crecimiento micelial y activando mecanismos de supervivencia, 
tales como la formación de estructuras de resistencia o la redistribución de recursos energéticos (Tyśkiewicz, 
Nowak, Ozimek y Jaroszuk 2022).

Viabilidad de los Encapsulados 

La viabilidad de los microorganismos encapsulados se evaluó en tres formulaciones: (i) Trichoderma harzianum 
+ Bacillus spp. + extracto de raíz de Raphanus sativus (Trich+ Bacill + Rab), (ii) Trichoderma harzianum (Trich), y (iii) 
Bacillus spp. (Bacill), a los 5, 10 y 15 días posteriores a la encapsulación (Figura 3). Los resultados revelaron diferencias 
estadísticamente significativas (p < 0.05) tanto entre tratamientos como entre tiempos de almacenamiento.

El tratamiento Trich + Bacill + Rab presentó la mayor viabilidad microbiana al día 15, con una concentración 
promedio de 1.1 × 10⁹ UFC mL–¹. Este valor fue significativamente superior a los observados en los tratamientos con 
Trichoderma o Bacillus por separado, y se mantuvo en aumento a lo largo del periodo evaluado, lo que sugiere una 
interacción sinérgica entre ambos microorganismos y el extracto vegetal. En contraste, los tratamientos individuales 
mostraron una tendencia decreciente en la viabilidad, con conteos que descendieron de ~6.0 × 10⁸ UFC mL–¹ al 
día 5 a valores cercanos a 4.0 × 10⁸ y 2.0 × 10⁸ UFC mL–¹ al día 15 para Trichoderma y Bacillus, respectivamente.

La viabilidad de microorganismos encapsulados en matrices de alginato está determinada por una combinación 
de factores biológicos, fisicoquímicos y metabólicos que influyen directamente en la supervivencia celular durante el 
almacenamiento (Martínez-Cano et al., 2022). El alginato forma una red polimérica semipermeable que protege a los 
microorganismos frente a condiciones externas adversas, pero al mismo tiempo limita el intercambio de nutrientes 
y la difusión de metabolitos, lo que puede generar estrés fisiológico en las células encapsuladas (Wu et al., 2020).
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Figura 3. Viabilidad microbiana (UFC mL–¹) de las cápsulas de alginato formuladas con 
Trichoderma harzianum, Bacillus spp. y extracto de raíz de Raphanus sativus L. evaluada a los 
5, 10 y 15 días de almacenamiento. Las barras representan la media ± desviación estándar. Letras 
diferentes sobre las barras indican diferencias significativas entre tratamientos y tiempos (ANOVA, 
prueba de Tukey, p < 0.05).
Figure 3. Microbial viability (CFU mL–¹) of alginate capsules formulated with Trichoderma 
harzianum, Bacillus spp., and Raphanus sativus L. root extract, evaluated at 5, 10, and 15 days 
of storage. Bars represent the mean ± standard deviation. Dif ferent letters above the bars indicate 
significant dif ferences between treatments and times (ANOVA, Tukey's test, p < 0.05).
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La co-encapsulación de microorganismos con diferentes estrategias metabólicas puede favorecer la 
supervivencia celular debido a interacciones complementarias (Hernando-Amado, Coque, Baquero y Martínez, 
2020). En sistemas multiespecie, las bacterias pueden contribuir a la producción de metabolitos secundarios, 
enzimas extracelulares y compuestos antimicrobianos que reducen el estrés oxidativo y la acumulación de sustancias 
tóxicas dentro de la cápsula (Krawczyk, Wityk, Gałęcka y Michalik, 2021). Por su parte, los hongos filamentosos 
presentan una mayor tolerancia a condiciones de limitación nutricional y variaciones microambientales, lo que 
contribuye a la estabilidad biológica del sistema encapsulado (Gubarev et al., 2022).

La incorporación de extractos vegetales en formulaciones encapsuladas puede favorecer la viabilidad 
microbiana (Huang, Zhang, Hu y Liu, 2023). Sus compuestos bioactivos actúan como fuentes adicionales 
de carbono o como protectores frente al estrés metabólico y oxidativo (Sinan et  al., 2021). Asimismo, estos 
compuestos pueden modular la actividad enzimática y favorecer la integridad de la membrana celular durante el 
almacenamiento (Bisz, 2021).

Propiedades Físicas de las Capsulas 

Los valores del contenido de agua oscilaron entre 95 y 100 % al momento de la formulación (Figura 4-A). 
Las cápsulas que contenían únicamente Trichoderma harzianum mostraron el mayor contenido 98 % de agua, 
con diferencias significativas respecto al tratamiento combinado (Trich + Bacill + Rab), el cual presentó un valor 
inferior 90 % (p < 0.05). La inclusión del extracto de rábano redujo la retención de humedad inicial, posiblemente 
por una mayor densificación de la matriz de alginato o un efecto higroscópico del extracto vegetal.

El tiempo de desintegración en condiciones controladas (Figura 4-B) varió significativamente entre tratamientos 
(p < 0.05). Las cápsulas formuladas solo con Bacillus mostraron la mayor resistencia a la desintegración (12 días), 
seguidas de las de Trichoderma (8 días). En contraste, el tratamiento Trich + Bacill + Rab presentó la menor duración 
(6 días), lo que indica que la inclusión del extracto vegetal acelera la ruptura de la cápsula, por modificaciones 
en la red de gel del alginato y mayor actividad enzimática microbiana promovida por compuestos del extracto.

El análisis del diámetro de las cápsulas al día 0 y día 15 (Figura 4-C) mostró una reducción significativa en 
todos los tratamientos (p < 0.05). Las cápsulas con Bacillus presentaron el mayor tamaño inicial (6.1 mm), mientras 
que las formulaciones con Trich + Bacill + Rab mostraron diámetros intermedios tanto al inicio como al final del 
periodo con valores de 4.7 y 3.2 mm respectivamente, debido a la pérdida de humedad y al colapso parcial de la 
matriz polimérica durante el almacenamiento. El tratamiento combinado también mostró la menor variación de 
tamaño con estabilidad estructural.

El contenido de agua en cápsulas de alginato está estrechamente relacionado con la capacidad hidrofílica 
del polímero y con las interacciones entre los grupos carboxilato del alginato y los cationes divalentes utilizados 
en el proceso de gelificación (Radzlin et  al., 2022). La incorporación de microorganismos puede modificar la 
microestructura del gel debido a la ocupación de espacios por biomasa celular y a la producción de compuestos 
extracelulares, lo que influye en la retención de humedad (Zhang, Sun, Wang y Wang, 2023). Adicionalmente, la 
inclusión de extractos vegetales puede alterar el equilibrio hídrico del sistema, ya sea por efectos higroscópicos 
o por interacciones químicas entre metabolitos secundarios y la red polimérica, dando lugar a una matriz más 
compacta y con menor capacidad de retención de agua (Gzyra-Jagieła et al., 2021).

El tiempo de desintegración de las cápsulas está condicionado por la estabilidad de la red de alginato y 
por los procesos de difusión y degradación que ocurren en el interior del gel (Lai et  al., 2024). La presencia 
de microorganismos con distinta actividad metabólica puede acelerar la ruptura de la matriz mediante la 
producción de enzimas, ácidos orgánicos u otros metabolitos capaces de debilitar los enlaces iónicos del alginato 
(Arntzen et al., 2021). Asimismo, los compuestos bioactivos de origen vegetal pueden inducir modificaciones 
en la estructura del gel, afectando la resistencia mecánica y favoreciendo una desintegración más rápida bajo 
condiciones controladas (Weng et al., 2023).

La variación del tamaño de las cápsulas durante el almacenamiento responde principalmente a la pérdida 
progresiva de agua y al reordenamiento de la red polimérica (Colin, Akpo, Perrin, Cornu y Cambedouzou, 2024). 
La deshidratación parcial provoca un colapso estructural del gel, reduciendo el diámetro de las cápsulas con el 
tiempo (Qosim, Dai, Williams y Edirisinghe, 2024). Este fenómeno puede verse modulado por la composición 
interna de la cápsula, ya que la biomasa microbiana y los metabolitos asociados pueden contribuir a una mayor 
estabilidad estructural al actuar como elementos de refuerzo dentro de la matriz polimérica (Almassri et al., 2025).
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Variables Agronómicas

A los 21 días después de la emergencia, se evidenciaron diferencias significativas entre los tratamientos 
evaluados en las variables morfofisiológicas analizadas (Cuadro 1) (p < 0.05). El tratamiento Trich+Bacill+Rab, 
correspondiente a cápsulas de alginato que contienen Trichoderma spp., Bacillus spp. y extracto de raíz de rábano, 
presentó los valores más altos en altura de planta (35 ± 2.2 cm), diámetro de tallo (0.8 ± 0,1 cm), contenido de clorofila  
(40 ± 6.0 unidades SPAD), volumen radicular (18 ± 1.1 cm³), peso seco (3.6 ± 0.2 g) y peso fresco (22 ± 2.2 g), 
diferenciándose estadísticamente del resto de tratamientos. Los tratamientos Trich (cápsulas con Trichoderma spp.) 
y Bacill (cápsulas con Bacillus spp.) mostraron respuestas intermedias, mientras que el tratamiento control registró 
los valores más bajos en todas las variables evaluadas. Estos resultados sugieren que la formulación combinada 
en cápsulas de alginato generó un efecto sinérgico sobre el crecimiento temprano de las plantas, favoreciendo 
el desarrollo vegetativo y radicular en comparación con la aplicación individual de los microorganismos y la 
ausencia de inoculación.
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Figura 4. Caracterización fisicoquímica de cápsulas de alginato formuladas con Trichoderma harzianum, 
Bacillus spp. y extracto de raíz de Raphanus sativus L. (A) Contenido de agua (%) en el momento de 
la formulación. (B) Tiempo de desintegración (días) bajo condiciones controladas. (C) Variación del 
tamaño (mm) de las cápsulas al día 0 y al día 15 de almacenamiento. Las barras representan la media 
± desviación estándar (n = 3). Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (ANOVA, 
prueba de Tukey, p < 0.05).
Figure 4. Physicochemical characterization of alginate capsules formulated with Trichoderma harzianum, 
Bacillus spp., and Raphanus sativus L. root extract. (A) Water content (%) at the time of formulation. (B) 
Disintegration time (days) under controlled conditions. (C) Size variation (mm) of the capsules on day 
0 and day 15 of storage. Bars represent the mean ± standard deviation (n = 3). Dif ferent letters indicate 
significant dif ferences between treatments (ANOVA, Tukey's test, p < 0.05).
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La interacción entre microorganismos promotores del crecimiento vegetal (PGPR) y hongos filamentosos 
genera un efecto sinérgico sobre la planta (Santoyo et al., 2024). Bacillus spp. es reconocido por su capacidad 
de producir fitohormonas como ácido indolacético (AIA), citoquininas y giberelinas, además de solubilizar 
fósforo y mejorar la disponibilidad de nutrientes minerales (Lara-Capistrán et al., 2020; Ge et al., 2022; Wu et al., 
2025). Paralelamente, Trichoderma spp. estimula el crecimiento radicular mediante la secreción de compuestos 
bioactivos, mejora la absorción de nutrientes y activa respuestas fisiológicas asociadas al metabolismo del 
nitrógeno y la fotosíntesis (Guzmán et  al., 2025). La combinación de ambos microorganismos favorece una 
colonización más eficiente de la rizósfera, incrementando la superficie radicular funcional y, por tanto, la absorción 
de agua y nutrientes, lo que se refleja en mayores valores de volumen radicular, biomasa fresca y peso seco 
(Sutthisa, Srilawong, Kliangros, Khankhum y Charirak, 2025).

CONCLUSIONES

La encapsulación de Trichoderma harzianum y Bacillus spp. en alginato, con la incorporación de extracto 
de Raphanus sativus, permitió mejorar la estabilidad y viabilidad de las formulaciones microbianas mediante la 
generación de un microambiente favorable y la modulación de las propiedades fisicoquímicas del sistema.

Las propiedades físicas de las cápsulas estuvieron directamente influenciadas por su composición biológica, 
lo que confirma el potencial de los encapsulados de alginato como una alternativa sostenible y funcional para el 
desarrollo de bioinoculantes aplicables en sistemas agrícolas.
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Tratamientos Altura Diámetro de tallo Clorofila Volumen radicular Peso seco Peso fresco

Trich+Bacill+Rab 35 ± 2.2 a 0.8 ± 0.1 a 40 ± 6.0 a 18 ± 1.1 a 3.6 ± 0.2 a 22 ± 2.2 a

Trich 28 ± 1.3 b 0.6 ± 0.1 b 38 ± 3.2 b 14 ± 2.0 b 3.4 ± 0.2 a 20 ± 1.8 b

Bacill 30 ± 2.8 b 0.9 ± 0.2 a 38 ± 2.8 b 13 ± 1.4 b 2.8 ± 0.1 b 18 ± 1.6 b

Control 26 ± 1.7 c 0.6 ± 0.1 b 36 ± 5.1 b 12 ± 1.0 c 2.5 ± 0.2 c 18 ± 1.4 c

Cuadro 1. Efecto de cápsulas de alginato que contienen Trichoderma sp., Bacillus sp. y extracto de raíz de rábano sobre variables 
morfofisiológicas de plántulas de Capsicum annuum L. evaluadas a los 21 días después de la emergencia. 
Table 1. Ef fect of alginate capsules containing Trichoderma sp., Bacillus sp. and radish root extract on morphophysiological variables 
of Capsicum annuum L. seedlings evaluated 21 days af ter emergence.

Los valores corresponden a la media ± desviación estándar. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre tratamientos según la prueba de 
Tukey (p < 0.05).
Values correspond to the mean ± standard deviation. Dif ferent letters in the same column indicate significant dif ferences between treatments according to Tukey's test (p < 0.05).
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