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Resumen

Para la formulacién del prototipo TRL6 de biofertilizante que contiene un
consorcio de rizobacterias encapsuladas en una matriz polimérica
biodegradable como el alginato de sodio; se tomaron 3 cepas de rizobacterias
previamente aisladas de la fase 1 y 2 del proyecto y se determiné la pureza de
cada cepa, posteriormente se inocularon en tubos con 10 ml de caldo
especifico para cada microorganismo, luego fueron transferidos a un volumen
de 100 ml de caldo para produccion de biomasa y finalmente se hizo un pase a
500 ml de volumen final en donde se determind viabilidad y pureza. Estos

fueron utilizados como in6culos para realizar las formulaciones.

Para la encapsulacién con alginato se tomaron volumenes iguales de cada
caldo de Pseudomonas spp, Lactobacillus spp. y Azotobacter spp. se
transfirieron a un matraz que contenia el alginato de sodio al 2% y el excipiente
seleccionado para cada formulacion, se tomo la solucién con una jeringa y en
agitacion magnética constante se dejo caer gota a gota a una solucion fria de
CaClz2 1M para formar las capsulas. Por otro lado, se realizaron formulaciones
liquidas con el fin de observar caracteristicas fisicas y microbioldgicas que

permitieran mejorar la estabilidad del biofertilizante a temperatura ambiente.

Como ingrediente activo de la formulacidn se utilizaron rizobacterias, y aditivos
con los cuales se realizd la encapsulacion, logrando determinar la matriz
polimérica que mejor se adapté y permitidé obtener capsulas mas estables y
resistentes, siendo esta el alginato de sodio, finalmente el mejor excipiente
para la formacién de capsulas fue la goma xantana debido a que les

proporciona dureza.

Palabras claves: Rizobacterias, encapsulacion, alginato de sodio, prototipo,

restauracion ecoldgica.



1. Introduccién

Este trabajo de investigacidn busco alternativas que aportaran al conocimiento
de la restauracion ecologica de ecosistemas terrestres del bosque alto andino
formulando un biofertilizante a escala de laboratorio que cumpliera con las
caracteristicas de la normatividad en Colombia. En una fase posterior a este
estudio, la formulacién adecuada se utilizara inoculando plantas nativas del
bosque alto andino a escala de vivero con el fin de evaluar la promocién de
crecimiento. Para esto, partimos de la seleccion de unas cepas previamente
identificadas y evaluadas en campo, para disenar formulaciones o prototipo de
un biofertilizante utilizando rizobacterias que han demostrado ser eficientes en
promover el crecimiento de plantas, este prototipo se espera que pueda ser
evaluado in vivo a escala de vivero. El prototipo corresponde a un nivel TRL6 (

Nivel de madurez de tecnologia) segun Minciencias.

Se ha encontrado que las plantas nativas de alta montafia tropical se
caracterizan por su lento crecimiento y mas aun cuando los habitats han sido
alterados por actividades humanas tales como la eliminacion de la vegetacion,
la agricultura y ganaderia. Ademas, se siguen utilizando fertilizantes de tipo
quimico en restauracion ecoldgica para promover el crecimiento de plantulas.
El uso de éstos tiene impactos negativos en los ecosistemas, lo que causa que
al utilizar las plantas nifieras para la formacion de nucleos de restauracién en
campo, presente una tasa de mortalidad significativa en la etapa de vivero, lo
que genera mayores costos en la propagacion de semillas y cultivo de plantas

nativas.

Razén por la cual se buscaron alternativas que permitieran el restablecimiento
del ecosistema, para poder mejorar el crecimiento de las plantas y arboles
nativos del bosque Alto Andino. Para ello se implementd una estrategia la cual
consistid en el uso de rizobacterias promotoras de crecimiento en plantas, que
brindan ventajas como fijacion de nitrégeno, sintesis de auxinas, citoquinas,

vitaminas y hormonas importantes en el crecimiento de plantas.

Sin embargo, no es suficiente la implementacion de esta estrategia por si sola,

esta debe ir acompainada de otras como la encapsulacién, ya que se ha



observado que la viabilidad y efectividad de las rizobacterias va disminuyendo
significativamente con el tiempo. Es por esto que se elaboré la formulacion de
un prototipo de biofertilizante a partir de la encapsulacion de un consorcio
bacteriano (Lactobacillus casei, Pseudomonas fluorescens y Azotobacter spp)
utilizando una matriz polimérica biodegradable debido a que la encapsulacion
proporciona proteccion contra el estrés abidtico y bidtico, y permite que las
células encapsuladas puedan ser liberadas de forma lenta durante un largo

tiempo, ademas de brindar proteccion a la planta y a los microorganismos.

Para llevar a cabo la encapsulacion de microorganismos se utilizd
principalmente el alginato de sodio que es un polisacarido usado como
gelificante, como excipientes se utilizé la goma xantana que presenta una
viscosidad alta, esta propiedad la convierte en un espesante y estabilizante
muy efectivo, y compatible con el alginato para llevar a cabo encapsulacién de
microorganismos y la carboximetilcelulosa utilizada como emulsificante, agente
suspensor, dispersante lo que ayuda a dar mejor consistencia al alginato y
como criopreservantes el glicerol y la leche descremada en polvo que permiten
preservar los microorganismos utilizados como principio activo en las
formulaciones. A raiz de eso surge la pregunta; ¢Cual es el efecto de las
formulaciones de alginato de sodio, goma xantana y carboximetilcelulosa sobre
el crecimiento a la hora cero del consorcio de rizobacterias utilizadas como
ingrediente activo en la produccion a escala de laboratorio de un prototipo de
biofertilizante con aplicacion en restauracién ecolégica de bosques altos

andinos colombianos?

Por ultimo cabe resaltar que con este proyecto se brindé un mayor
conocimiento a los académicos investigadores haciendo un reconocimiento al
trabajo realizado desde el Programa de Bacteriologia y Laboratorio Clinico, a la
Facultad de Ciencias de la Salud grupo de Bioprocesos y control y en general a
la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca; asi mismo se logré la
viabilidad del mismo gracias al apoyo de la Red de Tecnoparque SENA nodo
Bogota y la Universidad Antonio Narifio con el grupo de investigacion de
Biologia celular y funcional e ingenieria de Biomoléculas, aprender sobre la
dinamica de interaccion con varios grupos de trabajo y conocer los procesos de

un laboratorio de investigacion.



2. Objetivos

2.1 Objetivo general

Formular un prototipo TRL6 de biofertilizante a escala de laboratorio a partir de
una matriz polimérica biodegradable (Alginato de Calcio) para su aplicacion en

restauracion ecoldgica.

2.2 Objetivos especificos

- Seleccionar las Rizobacterias promotoras de crecimiento en plantas
(PRPG) identificadas previamente, para obtener un escalado del

proceso a 500ml en agitador orbital

- Determinar la matriz polimérica biodegradable mas eficiente en el

proceso de encapsulacion del consorcio bacteriano

- ldentificar los excipientes compatibles con el consorcio de cepas

utilizados para la formulacion del prototipo.



3. Antecedentes

Dada la importancia de este trabajo de investigacion, se hara una construccion
a través de los anos, acerca de los principales estudios realizados por expertos
académicos y cientificos, de las principales normativas vigentes que permiten

el desarrollo del tema.

En primer lugar, en 1904 Hitiner observdé que las raices vivas estimulaban
ciertos microorganismos del suelo, pero se sabia poco sobre los efectos que
estos organismos tienen en las plantas. Este primer descubrimiento se
consigna en el articulo de Brown' titulado Sustancias de crecimiento vegetal
producidas por microorganismos del suelo y rizosfera: “Muchas bacterias,
especialmente las que se encuentran en la rizosfera y el rizoplano, producen
reguladores del crecimiento de las plantas del tipo giberelina o auxina cuando
se cultivan en cultivo liquido. Cuando se hizo el test sélo produjo sustancias
que favorecen el crecimiento de las plantas. Claramente, la actividad de los
reguladores del crecimiento de las plantas es producida por las bacterias del

suelo”

Acerca de micorrizas, se encuentra el siguiente articulo “Interacciones de un
hongo micorrizico arbuscular con células co-encapsuladas de Rhizobium trifoli
y Yarowia lipolytica inoculadas en un sistema suelo-planta” de Vassilev et al®.
Los microorganismos de la rizosfera se caracterizan por algunas actividades
como “la mejora del establecimiento de la planta, mayor disponibilidad de
nutrientes vegetales, mejora de la absorcién de nutrientes y de la estructura del

suelo, etc”

A continuacion se hace consulta de un articulo titulado “Evaluation the
efficiency of produced Biofertilizer from local Rhizobacteria paddy conditions”
por Alizadeh et al® En el cual hace énfasis en que algunos investigadores han
tenido en cuenta una serie de problemas bioldgicos, saludables y econémicos
relacionados con el consumo de fertilizantes quimicos que han ocasionado el
uso de bacterias fijadoras de nitrogeno (BNF). “Estas pueden obtener nitrégeno
para la planta y ademas, tienen la capacidad de producir algunos tipos de

hormonas de crecimiento, vitaminas, antibioéticos y aminoacidos. Por eso se



llaman Rizobacterias promotoras del crecimiento de las plantas o PGPR”



Acerca del conocimiento de los integrantes de una comunidad bacteriana que
propician un efecto agrobiolégico positivo se hizo énfasis en el siguiente
articulo llamado “Microorganismos benéficos como biofertilizantes eficientes
para el cultivo de tomate (Lycopersicon esculentum, Mill)” por Alfonso et al*, su
objetivo “era evaluar la efectividad agro biolégica de Azospirillum spp, en el
crecimiento, desarrollo y rendimiento en el cultivo de tomate”. Los resultados
demostraron que los géneros Pseudomonas, Azospirillum, Azotobacter,
Bacillus y Streptomyces hacen parte de la comunidad microbiana de la

rizosfera del tomate y que Azospirillum es el género dominante.

También se encontrd otro articulo denominado “Effect of free and encapsulated
Pseudomonas putida CC-FR2-4 and Bacillus subtilis CC-pg104 on plant growth
under gnotobiotic conditions” por Rekha et al®, el estudio fue disefiado para
desarrollar un protocolo rentable para la entrega de plantas promotoras de
crecimiento en plantas(PGPB) e “implico la deteccién de dos cepas de PGPB,

Su rasgos bioquimicos asociados con el crecimiento y regulacién de plantas”

En cuanto al disefio metodoldgico para este proyecto se encontrdé un articulo
con el titulo “Efficacy of Rhizobacteria strains encapsulated in nontoxic
biodegradables gel matrices to promote growth and yield of wheat plants” por
Minaxi®. En el procedimiento se utilizan dos cepas las cuales son
Pseudomonas fluorescens BAM-4 y Burkholderia cepacia BAM-12, éstas se
inmovilizaron utilizando alginato de sodio y alginato mas leche descremada
como vehiculo para comprobar la solubilizacion de fosfato in vitro y se concluyé

que tenian una actividad significativamente mayor que el control.

Por otra parte se encontré el articulo llamado “Enhancement of Groundnut
Productivity by Inoculation with Bradyrhizobium and Rizobacteria under different
levels of compost in Sandy Soils” por Rizk’, donde se afirma: “La mejora de la
modulacién y fijacion biolégica de nitrégeno de las leguminosas por la co-
inoculacion con microorganismos promotores del crecimiento de las plantas
(PGP) se convierte en una forma practica de mejorar la disponibilidad de

nitrégeno en forma sostenible en el sistema de produccién agricola”



Segun Lupo B, et al®, en su articulo “Microencapsulaciéon con alginato en
alimentos. Técnicas y aplicaciones” el alginato de calcio “ha sido uno de lo
polimeros mas empleados para la microencapsulacion, este forma una matriz
altamente versatil, biocompatible y no toxica para la proteccion de
componentes activos, células o microorganismos sensibles al calor, pH,
oxigeno y luz, entre otros factores, a los que son expuestos los alimentos

durante el procesamiento y almacenaje”.

En cuanto a la productividad del agua, se encuentra un articulo de Hasanein et
al® titulado The effect of bio-fertilizers and amino acids on tomato production
and water productivity under net-house conditions, donde se describe como es
el comportamiento de un cultivo de tomate bajo el tratamiento de biofertilizantes
y aminoacidos. “Se utilizaron dos tratamientos con biofertilizantes, a una
velocidad de 2 y 4 litros por alimentacion y uno de aminoacidos (Delfan) a una
velocidad de 200 ppm. El uso de rizobacterias a una velocidad de 4 litros mas
Delfan (aminoacidos) a una velocidad de 200 ppm aumenté el crecimiento y los

caracteres quimicos de la fruta, la precocidad y el rendimiento total”

También en Chile se encuentra el articulo Caracterizacion de rizobacterias
promotoras de crecimiento en pléntulas de Eucalyptus nitens por Angulo et al'°
cuyo objetivo “fue caracterizar bacterias rizosféricas y endéfitas promotoras del
crecimiento de E. nitens y determinar los potenciales mecanismos de accion
asociados, como la produccion de AIA, la solubilizacion de fosfato y la
expresion de la actividad 1-aminociclopropano-1- carboxilato (ACC)

desaminasa in vitro”

En relacion con la encapsulacion con alginato, se encontro el siguiente articulo
por He et al' titulado Encapsulation and characterization of slow-release
microbial fertilizer from the composites of bentonite and alginate. El cual decia
que “los microorganismos encapsulados son biofertilizantes de liberacion lenta
que se preparan recubriendo bacterias promotoras de crecimiento en plantas
con alginato para asegurar una liberacion lenta de nutrientes al suelo por
difusién o erosion asistida por poros y degradacién de capsulas. Ademas, las

bacterias encapsuladas poseen una vida util prolongada e incluso pueden



almacenarse a temperatura ambiente durante periodos relativamente largos”



Por otro lado, tenemos el articulo titulado Natural carriers in bioremediation: A

12, este articulo resume informes cientificos recientes

review de Dzionek et a
sobre el uso de portadores naturales en la biorremediacion, incluida la
eficiencia, el impacto del portador en los microorganismos y la contaminacioén, y
la naturaleza de la investigacion realizada. La biorremediacion de aguas
subterraneas o suelos contaminados es actualmente el método mas barato y

menos danino para eliminar los xenobiéticos del medio ambiente.

Después, se hace la revision del articulo Uso de bacterias (Azospirrillum spp.)
como biofertilizante para el pasto estrella africano (Cynodon nlemfuensis) por
Wingching-Jones et al'. El pasto estrella africana es importante en algunas
regiones tropicales y puede ser beneficioso el uso de Azospirillum como
biofertilizante. Se probaron tres cepas de Azospirrilum en Turrialba, Costa Rica,
entre el 2011 y 2013. Dos de las cepas y tres de las mezclas produjeron

biomasa forrajera similar como fertilizante quimico.

También, se encuentra el articulo titulado Aislamiento y caracterizacion de
rizobacterias asociadas a cultivos de arroz (Oryza sativa L.) del Norte de

Santander (Colombia) por Florez et al'*

el cual su objetivo era aislar bacterias
asociadas a plantas de arroz cultivadas en suelos del distrito de riego del Rio
Zulia (Norte de Santander), y determinar su potencial como bacterias
promotoras del crecimiento vegetal y seleccionar las mas promisorias para el
desarrollo de biofertilizantes que incrementen el rendimiento de los cultivos

regionales.

Por consiguiente, acerca de biofertilizantes bacterianos se encuentra el
siguiente articulo Azotobacter chroococcum como biofertilizante bacteriano
potencialmente util para el algodén (Gossypium hirsutum L.): efecto en la
reduccién de la fertilizacién nitrogenada de Romero et al'®, su objetivo fue
evaluar si la aplicacion de dos rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal
podria reducir la dosis de fertilizante nitrogenado en el cultivo de algodén. Para
cumplir con ese objetivo, usaron las cepas Azotobacter chroococcum AC1 'y

AC10 por su habilidad para promover la germinacién de semillas y el



crecimiento del algodonero.



4. Marco teérico

4.1 Restauracion ecoloégica

La restauracion ecologica es uno de los puntos mas importantes
ambientalmente hoy en dia, ya que en Colombia debido a la destrucciéon y
degradacion de ecosistemas se han ido empeorando los problemas
ambientales rapidamente a causa de las practicas agricolas, ganaderas,
industriales y de explotacién ' que se realizan a diario en el pais generando
que los cambios en los ecosistemas que pueden llegar a ser irreparables a

futuro si no se realiza intervencion.

Es por ello por lo que la conservacion y restauracion de ecosistemas cada dia
toma mas fuerza, aunque esto debe ir de la mano con el aprender a restaurar
paisajes, ecosistemas, comunidades y poblaciones de plantas y animales para
garantizar sistemas naturales que sean sustentables " ya que no es suficiente
con conservar y proteger un ecosistema o parte de él ya que estas acciones
por si solas no tienen mayor impacto sino se llevan a cabo las acciones

mencionadas anteriormente.

Por otro lado “la Sociedad para la Restauraciéon Ecolégica (SER) define la
restauracion ecoldgica como el proceso de ayudar a la recuperacion de un

ecosistema que se ha degradado, dafiado o destruido” Murcia et al®.

4.2 Microorganismos utilizados, familias, caracteristicas

Las rizobacterias promotoras del crecimiento de las plantas PGPR son
benéficas para el suelo ya que estas bacterias tienen la capacidad de colonizar
las raices y promover el crecimiento de la planta a través de accion directa o
mediante el control bioldgico de enfermedades de las plantas'. Los PGPR
también poseen muchas propiedades ventajosas, incluida la fijacion de
nitrogeno, la disolucion de minerales y la sintesis de auxina, etileno,
citoquinina, vitaminas y otras hormonas vegetales importantes necesarias para
el rapido crecimiento de los cultivos®®. Gracias a los beneficios que
proporcionan las rizobacterias se ha estado proponiendo trabajar con

consorcios de éstas para aumentar dichos beneficios, con la mezcla de estas



bacterias se busca que haya fijadores de nitrégeno, solubilizadores de fésforo y

potasio®.



Para el desarrollo de este proyecto se utilizd un consorcio microbiano
compuesto por tres microorganismos que se ha demostrado que ayudan al
crecimiento de plantas y que pueden ser utilizados como biofertilizante, estos

son: Pseudomonas fluorescens, Azotobacter spp y Lactobacillus spp

4.2.1 Pseudomonas fluorescens
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":f:z;i’f“ére un pH neutro
y no crece en condiciones acidas (pH < 4,5). Sus flagelos polares hacen posible
su movimiento activo en liquido®?>. Posee un pigmento fluorescente conocido
como fluoresceina, esta reacciona frente a la luz ultravioleta. Se puede
encontrar en ambientes acuaticos o en el suelo; son conocidas por su
capacidad de estimular el crecimiento de las plantas. Su clasificacion

taxondmica se encuentra en la siguiente tabla

Tabla 1. Clasificacion taxonédmica de Pseudomonas fluorescens

Clasificacion taxonémica
Reino Bacteria
Filo Proteobacteria
Clase Gamma Proteobacteria
Orden Pseudomonadales
Familia Pseudomonadaceae




Género Pseudomonas

Tomada de: Perez?, 2015

Entre las PGPR se encuentran varias especies de bacterias del género
Pseudomonas. Se ha informado que aumentan el rendimiento y actuan como
control biolégico de plagas y patdgenos debido a su capacidad para producir

auxinas, solubilizacién de fosfatos y produccion de sideréforos.

4.2.2 Azotobacter spp

Figura 2. Morfologia Azotobacter spp
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para crecer cuando fija nitrégeno es 7.0-7.5, temperatura de crecimiento a 30°C
de 24-48 h. Se encuentra principalmente en suelos®®. Su clasificacion

taxondmica se encuentra en la siguiente tabla:

Tabla 2. Clasificacion taxonémica de Azotobacter spp

Clasificacion taxonamica




Reino Bacteria

Filo Proteobacteria

Clase Gamma Proteobacteria
Orden Pseudomonadales
Familia Pseudomonadaceae
Género Azotobacter

Tomada de: Contreras?®; 2014

Se sabe que Azotobacter spp explota el nitrdgeno atmosférico para su sintesis
de proteinas celulares, que se mineraliza en el suelo, lo que proporciona a las
plantas de cultivo una parte considerable del nitrogeno disponible de la fuente
del suelo, es sensible al pH acido, la alta concentracion de sal y la
temperatura®®. La investigacién sobre Azotobacter chroococcum en la
produccion de cultivos ha demostrado su importancia para mejorar la nutricion
de las plantas y la mejora de la fertilidad del suelo. En otro estudio realizado
por Mahato?” menciona que Azotobacter es importante en el ciclo del nitrégeno
ya que en la naturaleza este se une al nitrdgeno atmosférico inaccesible para
las plantas y lo libera en forma de iones de amonio dejandolo disponible para
las plantas en el suelo; también puede fijar al menos 10 ug de nitrégeno por

gramo de glucosa consumida.
Figura 3. Ciclo del Nitrégeno por Azotobacter spp
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Azotobacter es una bacteria fijadora de nitrégeno que fija el nitrgeno molecular presente enla

atmosfera; consta de una serie de enzimas necesarias para la fijacién de nitrégeno; esta

bacteria toma el nitrégeno atmosférico N2 y lo transforma en amonio NH4 gracias al complejo



enzimatico



nitrogenasa, la enzima requiere de la colaboracion de otras dos proteinas que actian como
donadores de electrones y reductores naturales, la proteina | es llamada también dinitrogenasa
o "Fierro-molibdeno-proteina" y la proteina Il, es igualmente nombrada dinitrogenasa reductasa

o "Fierro-proteina". Fuente: Tierra Overseas?®; Aufion®

4.2.3 Lactobacillus casei

Figura 4. Morfologia Lactobacillus casei
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o principal producto de la fermentacién de carbohidratos. Son acido tolerante
pudiendo crecer algunas a valores de pH tan bajos como 3.2 siendo pH 6ptimo
entre 4-4.5; su temperatura de crecimiento es entre 35-42°C, siendo 37°C la
temperatura éptima®'. Su clasificacion taxonémica se encuentra en la siguiente

tabla:

Tabla 3. Clasificacion taxondmica de Lactobacillus spp.

Clasificacion taxonomica
Reino Bacteria
Filo Firmicutes
Clase Bacilo
Orden Lactobacillales
Familia Lactobacillaceae
Género Lactobacillus




Lactobacillus ademas de ser utilizados como probidticos para humanos ya se
han aplicado con éxito en el control de enfermedades de las plantas y en la
estimulacién del crecimiento de las plantas. La aplicacién de lactobacilos en
combinaciéon con otros microorganismos utiles resultdé en la aceleracion de la
descomposicién de materiales organicos en el suelo, lo que, a su vez, condujo
a una liberacion mas rapida y mejor de los nutrientes necesarios para el

crecimiento de las plantas®".

4.3 Encapsulacion celular

Segun Lupo?® et al en su articulo Microencapsulacioén con alginato en alimentos.
Técnicas y aplicaciones la encapsulacion se ha estado fundamentando en la
incorporacion de una matriz polimérica, que proporciona un ambiente capaz de
controlar su interaccion con el exterior y protege a los microorganismos,
enzimas o sustancias que hayan sido encapsuladas. La técnica de
microencapsulacion ha sido descrita como un proceso en donde pequehas
particulas o gotas son rodeadas por un recubrimiento homogéneo o
heterogéneo (matriz polimérica) formando las capsulas que tienen variadas

aplicaciones o funciones.

“La encapsulacion es un proceso aplicado para proteger, mediante un material
de recubrimiento o material pared, la estabilidad, biodisponibilidad vy
conservacion de los componentes bioactivos y asi mismo la viabilidad en
microorganismos. Para la seleccion de un adecuado material pared se deberan
considerar aspectos como costos y propiedades fisicoquimicas como la
solubilidad, peso molecular, transicion vitrea/ fusion, cristalinidad, difusividad,
formacion de peliculas y propiedades emulsionantes biodegradabilidad vy
capacidad para formar una barrera entre el interior de la capsula y sus

alrededores *?”



4.3.1 Métodos que se usan para realizar la encapsulaciéon

“Hay varias técnicas como la atomizacion, liofilizacion, emulsificacion,
liposomas y gelificacién iénica, que son empleadas para la encapsulacion de
microorganismos probioticos. La atomizacién o secado por aspersion es una de
las técnicas mas usadas para esto, es flexible, segura y econdmica; particulas
de tamafo entre 2 y 3 mm. Los microencapsulados son habitualmente
distribuidos en polvo o incorporados en matrices alimenticias, en plaguicidas,

en farmacos, entre otros; en sus diferentes aplicaciones”>.

4.3.1.1 Procesos fisicos:
e Secado por pulverizacion: Se fundamenta en la solidificacién de
un fluido por medio de su atomizacién (en gotas minusculas) en

un medio de secado, principalmente en caliente.

4.3.1.2 Procesos quimicos:

e Polimerizacion interfacial: Se fundamenta en la polimerizacion
de un mondmero en la interfase de 2 sustancias inmiscibles,
conformando una membrana que dara sitio a el muro de las
microcapsulas 3.

« Incompatibilidad polimérica: En este procedimiento se usa el
fendmeno de division de bases, en una mezcla de polimeros

quimicamente diferentes e insolubles en un mismo solvente*

4.3.1.3 Procesos fisico - quimicos:
e Coacervacioén: Procedimiento fisicoquimico que se fundamenta
en la formacion de un sistema de 3 etapas quimicamente
inmiscibles: etapa liquida o continua, material a recubrir y

materialde cubierta
34

« Liposomas: Hablamos de microparticulas compuestas
fundamentalmente por lipidos y agua®*

e Gelificacion idnica: La formacion de las cubiertas de las
microcapsulas tiene sitio por actitud entre un polisacarido y un ién

de carga opuesto **:



2Na-Alginato + Ca+2 > Ca-Alginato + 2Na+



Figura 5. Mecanismo de gelificacion ionica
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Fuente: Revista Venezolana de Ciencia y Tecnologia de Alimentos; 2012

44 Alginato de sodio, goma xantana, carboximetilcelulosa, glicerol,

leche descremada

4.4.1 Alginato de sodio

El alginato es un polisacarido procedente de algas marrones, usado como
gelificante y para hacer esferificaciones®. La encapsulacion con alginato de
sodio se conoce como gelificacion idnica, donde el alginato se usa como un
material encapsulante que, al contacto con una solucion de cation divalente o
polivalente, forma un hidrogel al instante. Esta facilidad de produccién permite
tener una técnica de encapsulado con buenas perspectivas de aplicaciéon
industrial, no solo por el bajo costo de los materiales formadores de hidrogel,
sino, ademas, por las minimas pérdidas durante la gelificacién i6nica una vez

establecidas las mejores condiciones de proceso.



Figura 6. Modelo caja de huevos
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Fuente: Revista Venezolana de Ciencia y Tecnologia de Alimentos; 2012

4.4.2 Goma xantana

La goma xantana es un heteropolisacarido extracelular que se produce por
fermentacion a partir de la bacteria Xanthomonas campestris. Desde el punto
de vista quimico constituye una celulosa modificada, compuesta por unidades
pentasacaridas repetitivas, donde residuos alternos de glucosa, de un

esqueleto poli RB-(1 4)-DGlup son a- (1 3), Aguilar et al®*’

Figura 7. Estructura de la goma xantana
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Fuente: Anonimo3®

“Aun a bajas concentraciones, las soluciones de goma xantana muestran una
viscosidad alta en comparacion con otras soluciones de polisacaridos. Esta
propiedad la convierte en un espesante y estabilizante muy efectivo. Las
soluciones de goma xantana son muy resistentes a las variaciones de pH.

Entre



un pH de 1 a 13, la viscosidad de la solucién de xantana es practicamente
constante”. La goma xantana es compatible con varios materiales como con la

mayoria de los espesantes comerciales como el alginato de sodio, la

carboximetilcelulosa y el almidén; Sharman et al*®

4.4.3 Carboximetilcelulosa

Es un coloide hidréfilo de accion y usos similares a la metilcelulosa. Da geles
de buena consistencia pero sin una gran transparencia y de color pardo
acaramelado. Tienen una gran adhesividad, lo que les hace muy utiles como
excipientes semisélidos. Los geles que se forman con el agua son de caracter
anioénico y estables a pH = 4 — 10. Sin embargo, los aumentos de temperatura
provocan una pérdida de viscosidad. Admiten la incorporacion de hasta un 15 —
20 % de alcohol. Conviene humectarla con glicerina previamente a su
gelificacion, a fin de evitar la desecacion del gel. Es ampliamente utilizada
también como emulsificante en emulsiones, como agente suspensor,
dispersante , asi como disgregante en comprimidos, por tal razéon puede ser
utilizada con el alginato de sodio con el fin de darle mejor consistencia al gel

que puede tener distintas funciones, Acofarma #°.

Figura 8. Estructura de la carboximetilcelulosa

Fuente: Pedailillo*', 2013

4.4.4 Glicerol

“El glicerol (C3H803), denominado también, 1,2,3-trihidroxipropano o 1,2,3-
propanotriol, es un polialcohol, un alcohol que posee tres grupos hidroxilos
(-OH) y que es conocido comercialmente como glicerina. Se trata de un
compuesto liquido a temperatura ambiente, viscoso, incoloro, inodoro vy

ligeramente dulce.



La presencia de los tres grupos hidroxilo le hace ser higroscopico, facilmente

soluble en agua y alcoholes” Lafuente??.

Para Betancourt*> la adicion al suelo de glicerina puede estimular la
sobrevivencia y el numero de bacterias; en su articulo también menciona que
algunos investigadores también han encontrado que la glicerina constituye una
fuente adecuada de carbono para los microorganismos y puede incrementar la
actividad microbiana en el suelo, sin dejar de lado que es un excelente

crioprotector.

Figura 9. Estructura del glicerol
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Fuente: Lafuente®, 2017

4.4.5 Leche descremada

La leche descremada o desnatada es la leche a la que se le ha eliminado la

grasa mediante centrifugado®.

En varios articulos, se menciona que ‘“la leche descremada es capaz de
prevenir el dafo celular estabilizando la membrana celular, creando una
estructura facil de rehidratar después del secado y protegiendo las células ya

que contiene proteinas que brindan una capa protectora a las células *°”

4.5 Criterios de seleccioén para encapsulacion

Independientemente del procedimiento de microencapsulacion, es fundamental
elegir una matriz de encapsulacion correcta. EI material de cubierta ideal
deberia consumar ciertas propiedades, como son: no ser reactivo con el
material a encapsular, ser capaz de sellar y conservar al otro material en su
interior, asegurar la maxima custodia al material encapsulado ante condiciones
adversas y permitir su liberacidn por los mecanismos adecuados, sin olvidar,

desde luego, ser econémicamente posible®.



4.6 Normatividad en Colombia

Tabla 4. Normas sobre Produccion Biofertilizantes y Medio Ambiente en Colombia

Norma Entidad Aino Definicién

Decreto 1840% Ministerio de 1994 El ambito de aplicacion del presente
Agricultura e Instituto Decreto cubre todas las especies
Colombiano animales 'y vegetales y sus
Agropecuario productos*®

Decisién Andina 48447 | La Comision de la 2000 Permite la proteccién de la propiedad
Comunidad Andina industrial al brindar trato igualitario al

que den sus propios nacionales por
parte de los miembros de Ila
comunidad Comunidad Andina, de la
Organizacion Mundial del Comercio y
del Convenio de Paris*’

Resolucién 00150%® El Gerente General 2003 Por la cual se adopta el Reglamento
Del I.C.A, Ministerio Técnico de Fertilizantes y
de Agricultura y la Acondicionadores de Suelos para
Superintendencia de Colombia“®
Industria y Comercio

Resolucion 01874° Ministerio de 2006 Por la cual se adopta el Reglamento
Agricultura 'y para la produccion primaria,
Desarrollo procesamiento, empacado,
Rural etiquetado, almacenamiento,

certificacion, importacion,
comercializacion, y se establece el
Sistema de Control de Productos
Agropecuarios Ecolégicos*®

Resolucion 698%° El Instituto 2011 Por medio de la cual se establecen
Colombiano los requisitos para el registro de
Agropecuario- ICA departamentos técnicos de ensayos

de eficacia, productores e
importadores de bioinsumos de uso
agricola 'y se dictan otras
disposiciones®°

Resolucion 1348°%" Ministerio de Ambiente | 2014 Por la cual se establecen las
y Desarrollo actividades que configuran acceso a
Sostenible los recursos genéticos y sus

productos  derivados  para la
aplicacion de la Decision Andina 391
de 1996 en Colombia y se toman
otras determinaciones®'

Decreto 1076 Ministerio de Ambiente | 2015 El Ministerio de Ambiente y Desarrollo

y Desarrollo
Sostenible

Sostenible formulara, junto con el
Presidente de la Republica, la politica
nacional ambiental y de recursos
naturales renovables, de manera que
se garantice el derecho de todas las
personas a gozar de un medio
ambiente sano y se proteja el
patrimonio natural y la soberania de




[ 1a

Nacion®?

Productos bioinsumos | Instituto Colombiano 2021 Documento que conlleva bioinsumos
registrados - Marzo Agropecuario registrados a la fecha en Colombia.
2021°%

Fuente: Basados en la normatividad. Construccion propia. Gonzalez PA, Valderrama LD.
2020

5. Disefio metodolégico

5.1 Tipo de investigacion

El tipo de investigacion que se maneja en este trabajo es la de tipo mixto, esta
se caracteriza por incluir algunos elementos de la investigacion cualitativa y
algunos de la investigacion cuantitativa, al tomar como base fuentes
bibliograficas para hacer uso de fundamentos tedricos y bases metodoldgicas
que permiten realizar el planteamiento del modelo metodoldgico vy
posteriormente la experimentacion requerida para lograr determinar la
viabilidad, durabilidad y estabilidad del producto a partir del control de las

variables presentes durante la inmovilizacion de las cepas.

5.2 Universo, poblacion y muestra

5.2.1 Universo.

Rizobacterias promotoras de crecimiento en plantas (PGPR)

5.2.2 Poblacion.

La poblacion de estudio son las rizobacterias promotoras de crecimiento en
plantas (Azotobacter sp, Lactobacillus casei y Pseudomonas fluorescens), a las

cuales se les va a evaluar su crecimiento y viabilidad.

5.2.3 Muestra.

Formulaciones liquidas y solidas (capsulas) con alginato de sodio como matriz

inmovilizadora, y con las 3 cepas de rizobacterias promotoras de crecimiento



en plantas (Azotobacter spp, Lactobacillus casei, Pseudomonas fluorescens)



5.3 Hipétesis

La goma xantana y la carboximetilcelulosa utilizados como excipientes junto a
la matriz que es el alginato de sodio, no inhiben el crecimiento de las

rizobacterias utilizadas para las formulaciones

5.4 Variables e Indicadores

Tabla 5. Variables e indicadores del estudio. Fuente: Autoras

Variable Definicién Indicadores
Independiente Excipientes: Goma Xhantana y Color
Carboximetilcelulosa Textura

Crioprotectores: Leche

descremada en polvo y Color

Glicerol Textura
Dependiente Rizobacterias promotoras - Recuento UFC

de crecimiento en plantas -pH

- Caracteristicas microscopicas
- Caracteristicas
macroscopicas. Clasificacion:

- Gram negativas

- Gram positivas

Formulaciones con alginato - pH
de sodio y excipientes - Recuento UFC
- Densidad

Fuente: Autoras

5.5 Técnicas y procedimientos

5.5.1 Activacion de cepas bacterianas

Para hacer la conservacién de las cepas se seleccionaron los microorganismos
a conservar, se observaron las colonias en los medios selectivos para cada una
de las cepas a utilizar, se realiz6 coloracion de Gram y pruebas de catalasa. En
cabina de bioseguridad y en estrictas condiciones de esterilidad, se tomaron de
2 a 4 colonias (las cepas a usar) y se transfirieron a 1 ml de agua peptonada,
se adicionaron 1500 uL de glicerol al 50% en un tubo eppendorf y se

suspendieron 500uL de la colonia a conservar. Se guardé cada tubo eppendorf

en ultracongelador a -70°C para criopreservar cada cepa’®*



En cuanto a la viabilidad y pureza de las cepas se preparan 200 mL de agar
selectivo para cada cepa, se sembré una asada de las cepas de la Universidad
Antonio Narifio, se incubaron a 30° C Pseudomonas spp y Azotobacter spp
durante 24 y 48 horas, respectivamente y a 35° C Lactobacillus spp. durante 24
horas. Se observo la presencia de UFC en los medios de cultivo y se evaluo la

pureza de cada cepa con crecimiento evidenciable mediante tincion de Gram.

5.5.2 Preparacion del inéculo

Se seleccionaron de cuatro a cinco colonias bien aisladas y puras, del mismo
tipo morfolégico, de un cultivo en placa purificado, y se transfirié a un tubo de
ensayo de 10 mL con caldos especificos para cada cepa (caldo Ashby, caldo
MRS, Caldo King B) por duplicado; es importante tener en cuenta que los
caldos no deben tener indicador de pH. Se Incubaron los caldos segun el
tiempo y temperatura requerida para cada Rizobacteria (Caldo Ashby : 48 a 72
h por 30+2° C, Caldo King B : 24 h por 30+2° C, Caldo MRS : 72 h por 35+2°
C)55

Posteriormente se tomd un erlenmeyer con 90 mL de los caldos estériles
descritos para cada rizobacteria y se completé a 100 mL de volumen final (por
duplicado) al adicionar los 10 ml preparados anteriormente, se incubé segun
las temperaturas y tiempos indicados para cada rizobacteria, en agitacién a 125
rpm. Luego de obtener los 100 ml de biomasa, estos se agregaron a 400 mL de
caldo especifico para cada rizobacteria como se observa en la Imagen 2, se
colocaron en agitador orbital shaker, en condiciones de crecimiento ya

definidas.

Figura 10. Escalado de rizobacterias en caldos especificos
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Se realizé la medicion de biomasa por densidad dptica en espectrofotometro
midiendo la absorbancia a una longitud de onda de 600 nm a los frascos de
500 ml de volumen final. Se usa un patrén de turbidez del estandar 0,5 de la
escala de Mcfarland. Se realiz6é un recuento en placa en superficie al finalizar la
fermentacion y se observaron las caracteristicas morfolégicas macro y
microscopicas para evaluar la viabilidad y pureza de los in6culos. Para el

recuento en placa se usa la técnica de diluciones seriadas asi: 10™, 102, 1073,

10, 10°, 10®, 107; se siembran en superficie las tres Ultimas diluciones por

duplicada para cada rizobacteria.

5.5.3 Preparacion de formulacién y encapsulacién

Se prepararon 200 mL de una solucion de alginato de sodio al 2% (p/v) y 600
mL de una de cloruro de calcio (CaCl2) 1 M; 100mL de goma Xantana al 1%y
50 mL de leche descremada en polvo al 1%, se esterilizaron por separado en
autoclave. Se tomaron 33.3 mL de la suspension de 500 mL de cada cepa, se
centrifugaron a 2500 rpm, se resuspendieron con 1 mL de caldo, se mezclaron
asépticamente con 70 mL de la solucién de alginato de sodio al 2%, 20 mL de
goma xantana al 1% y 10 mL de leche descremada al 1%; procedimiento
modificado Rekha et al®, se agité6 suavemente durante 10 minutos hasta lograr
la homogeneizacién completa de la mezcla. Con una jeringa estéril de 10 ml se
adiciona suavemente la mezcla mencionada con anterioridad a la solucion de
CaClz2 1M la cual estaba a4°C, se esperaron 10 minutos a que se diera la
reaccion entre el alginato de sodio y el cloruro de calcio, se filtraron las
capsulas en gasa estéril y se llevaron a secar en horno a una temperatura de
25° C durante 24 horas.

5.5.4 Seleccion de los excipientes y formulaciones

Para la seleccion de la carboximetilcelulosa y de la goma xantana como
excipientes se tomé como referencia dos de las formulaciones dadas por
Swaminathan et al®® teniendo en cuenta algunas modificaciones, por otro lado
se considerd la leche descremada en polvo como criopreservante ya que ha se
ha encontrado que tiene efecto protector en varios tipos de células, hasta en
esperma mamifero®’ y también se difunde a través de la membrana protegiendo

a la célula, tanto interna como externamente®®.



5.5.5 Formulacién excipientes con alginato:

Tabla 6. Crioprotectantes y excipientes utilizados en las formulaciones

Formulacion Alginato 2% Glicerol Carboximetilcelulos  Leche Goma Xantana
0.8% a 0.5% descremada 1%
1%
1 X X
2 X X X
3 X X
4 X X X
Fuente:

Autoras Tabla 7. Porcentaje de mezclas en cada

formulacion
Frasco Formulacion
1 50% Rizobacterias + 35% Alginato al 2% y 15% Gilicerol al 0.8%
2 50% Rizobacterias + 35% Alginato 2%, 10 % CMC 0.5% y 5% Gilicerol 0.8%
3 50% Rizobacterias + 35%Alginato 2% y 15% Leche descremada 1%
4 50% Rizobacterias + 35% Alginato 2%, 10% CMC 0.5% y 5% Leche

descremada 1%

Fuente: Autoras

5.6 Determinacion de parametros fisicos y microbiolégicos

Posteriormente a mezclar en partes iguales los tres caldos utilizados para cada
microorganismo, el alginato de sodio, el excipiente y el crioprotector a esta
mezcla se midieron parametros fisicos como el pH y la densidad; en cuanto a
los parametros microbioldgicos se hizo pureza a través de Gram y recuento en
placa para cada una de las formulaciones para verificar que se mantenga la

concentracion del inéculo.

5.7 Embalaje, almacenamiento y evaluacion de la vida util

Una vez obtenidas las capsulas como se describié anteriormente, se secaron a
25°C en incubadora en una placa de petri por 24 horas, se filtraron con papel

filtro wattman N° 1 retirando la humedad restante, y se conservaron en un

frasco ambar a la oscuridad en temperatura ambiente®.



6. Resultados

6.1. Activacion de cepas bacterianas y preparacion del inéculo

A partir de las cepas de Rizobacterias con las que se trabajo previamente en
las primeras fases, se inicié esta fase del proyecto la cual consistié en realizar
la formulacién del prototipo biofertilizante en donde el principio activo fueron
cepas de Lactobacillus spp, Pseudomonas spp y Azotobacter spp.

proporcionadas por la Universidad Antonio Narifio de Bogota.

Se observaron sus caracteristicas morfolégicas macroscépicas como
microscoépicas, y ademas se hizo pruebas bioquimicas, adjuntadas en la

siguiente tabla:

Tabla 8. Descripcién morfolégica macroscépica y microscépica, y pruebas bioquimicas de las
rizobacterias. Fuente: Autoras

Pseudomonas fluorescens

rﬁ

Colonias pequefias blancas un poco Bacilos Gram Negativos pequefios. 100x
traslicidas, de bordes regulares y lisas.

Catalasa positiva Oxidasa positiva

Lactobacillus casei




Colonias blancas cremosas, pequefias
con bordes regulares lisas y con elevacion
(concavas)

Bacilos largos Gram Positivos. 100 x.

Catalasa negativa

Oxidasa negativa

Azotobacter spp

Colonias transparentes simulando como
gotas de agua, de bordes irregulares y son
usualmente elevadas.

Cocobacilos Gram Negativos con
algunos quistes. 100 x.

Catalasa positiva

Oxidasa positiva

6. 2 Preparacioén de formulacién y encapsulacién

6.2.1 Ensayos preliminares con Luffa cylindrica

Inicialmente, se planed utilizar un material biodegradable. Para los ensayos

con la Luffa cylindrica se traté de trabajar en polvo, para ello se compré el




estropajo, se cortd en trozos pequefios y se dejo en horno de



secado para eliminar humedad y conseguir que este quedara crujiente y asi
poder macerarlo para obtener el polvo, pero no fue posible lograrlo; por otro
lado, a pesar de haberlo esterilizado se presentd contaminacion que fue
evidente al realizar el recuento de las formulaciones que se habian hecho

utilizando esta matriz.

Figura 11. Luffa cylindrica en cajas en incubadora para eliminar la humedad

a) Luffa cylindrica en trozos b) Luffa cylindrica

en horno de secado. Fuente: Autoras
Los excipientes que se utilizaron fueron la PvP 40K, el Manitol, la CMC y la
Goma Xantana, al realizarse la formulacién y posterior esterilizacion en los
primeros ensayos se determin6 que la Pvp 40k y el Manitol no eran adecuados
para posteriores ensayos ya que no demostraron buena solubilidad al igual que
el alginato, por lo cual fue necesario cambiarlo y continuar con la CMC vy la

Goma Xantana como excipientes para darle mejor estabilidad al alginato.

6.2.2 Formulaciones del prototipo TRL6

Luego de esto, se decidid trabajar con formulaciones diferentes. Se llevaron a
cabo cuatro formulaciones dos liquidas con alginato de sodio y como excipiente
la carboximetilcelulosa, y dos encapsuladas utilizando el alginato de sodio y la
goma xantana como excipiente para la encapsulacién. Todas las formulaciones

aparecen descritas en las tablas 4 y 5.

Figura 12. Formulacion liquida de un volumen 200 mL




Fuente: Autoras

Para las formulaciones 3 y 4 se hizo un ensayo preliminar con dos
proporciones de matriz y excipiente diferentes, para determinar cual
proporcionaba un mejor estructura, consistencia y forma; una deellas fue 50%
de alginato de sodio y 50% de goma xantana, la segunda 75% alginato y 25 de

goma xantana.

Figura 13. Proporciones distintas de alginato de sodio y goma xantana.

Fuente: Autoras

Luego de llevar a cabo el procedimiento para la formacion de las capsulas se
obtuvieron capsulas ovaladas, con bordes irregulares, con una protuberancia
pequefia en un extremo, con un didmetro aproximado de 7 mm, se les hizo
presion con los dedos para determinar consistencia; la proporcion 75%
alginato/25% goma xantana presentd un mejor consistencia y resistié
idealmente a la presidn ejercida con los dedos, cabe resaltar que este ensayo
se realiz6 solo con los excipientes, no se tuvieron en cuenta lo criopreservantes
ni la rizobacterias. Estas capsulas se conservaron en un frasco ambar a
temperatura ambiente, no se observaron cambios significativos en cuanto al
tamafio y consistencia, tampoco se evidenciaron deformaciones evidentes

durante el tiempo que se conservan.

Luego de determinar que la mejor proporcion fue la de 75/25, se procedié a
establecer las formulaciones teniendo en cuenta que se debia tratar de
mantener esta (ver tabla 4 y 5); se tomaron los volumenes correspondientes de
cada caldo y se centrifugaron a 2500 rpm por 5 minutos, esta decision se tomo
ya que al hacer ensayos previos con los caldos se evidencio que la formulacion
quedaba muy liquida y al tratar de formar las capsulas la gota que caia en el

cloruro se



abria y no se formaba la capsula. Luego de centrifugar se realizé la mezcla y se

encapsulé como se menciona en técnicas y procedimientos.

Figura 14. Rizobacterias encapsuladas

Fuente: Autoras

6.3 Determinacion de parametros fisicoquimicos y microbiolégicos

Tabla 9. Parametros evaluados a caldos de las rizobacterias y formulaciones Fuente: Autoras

pH 0 5.02 6.72 5.4 7.8 6.8 7.2 7.19
1,002 1,001 1,002 1,002 1,003 1,003 1,003
Densidad 0 g/mL g/mL g/mL g/mL g/mL g/mL g/mL
2.9x10° 4.0x10° 3.9x10° 3.3x10° 4.5x10°
Recuento 0 —  UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL
Azotobacter
2.5x10° 2.6x10° 3.0x10° 4.0x10° 4.2x10°
Recuento 0 I N UFC/mL UFC/ mL UFC/ mL UFC/ mL UFC/ mL

Pseudomonas




2.2x10° 3.8x10° 3.5x10° 3.5x10°

Recuento 0 UFC/ mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL
Lactobacillus

3.6x10°
UFC/mL

**Nota: El pH de las formulaciones se ajusté con Na(OH), ya que el pH estaba entre 4 y 5, por lo cual no favorecia la
supervivencia de Azotobacter spp.

En la figura 15 se puede observar los diferentes valores de pH que se
obtuvieron en los caldos y posteriormente en las formulaciones, cabe resaltar
que el pH de las formulaciones fue ajustado con NaOH al 0,1 M con el fin de
proporcionar un medio 6ptimo para las rizobacterias.

Figura 15. pH de formulaciones

3 e Bl LeD LA

Fuente: Autoras

En la figura 16 se observan las densidades de los caldos y de las
formulaciones en ella se puede determinar que al adicionar los excipientes a
pesar de ser viscosos no modifica en gran medida las densidades en las
formulaciones.

Figura 16. Densidad de caldos y formulaciones

Fuente: Autoras



En la figura 17 se puede observar el recuento bacteriano de los caldos de 500
mL y respecto a las formulaciones que los excipientes no inhibieron el

crecimiento de las rizobacterias en estos.

Figura 17. Recuento bacteriano en caldos y en formulaciones

N

Unidades
formadors
s de
colonis
W fmn k.

%t‘\ Q;"\ Azotobmcter Lawctobacillus

Fuente: Autoras

6. 4 Embalaje y almacenamiento de las capsulas
Condiciones: Se dejaron a temperatura ambiente en frascos de vidrio estériles,
las capsulas se cubrieron con papel aluminio para conservarlas asemejando el

color ambar.

7. Discusion

A las cepas que se utilizaron se les determiné pureza y se observo cada
colonia su morfologia macroscoépica caracteristica, en el caso de Lactobacillus
se observaron colonias pequefas, de bordes regulares, cremosas, convexas Yy
blancas tal como describe Cortez?® en su articulo “colonias pequefias entre 2-5
mm de diametro, forma circular, convexa, blancas y brillantes” ademas de
describir su Gram como bacilos gram positivos alargados como se observa en
la tabla 5, por otro lado las colonia de Pseudomonas se vieron colonias
pequefias, de borde regulares, blancas, mucosas, similares a la descripcion
que hace Condarco®® "Forman colonias brillantes, confluentes, de borde
continuo y a veces ondulado con un centro opaco; el pigmento se difunde en el
medio dandole una tonalidad verdosa™ y también concuerda con el Gram

observado: bacilos gram



negativos pequefios curvos, las cepas que se observaron de Azotobacter eran
colonias con bordes regulares, traslucidas, se veian como gotas de agua,
Espin®® describe “colonias pequefias transparentes, convexas y de borde
circular”, de acuerdo a lo mencionado anteriormente las colonias corresponden
a las caracteristicas morfoldégicas macroscépicas descritas, asi como el gram
observado que describe: “bacilos gram negativos, pleomorficos, variando su

morfologia desde bacilo hasta célula en forma de coco”

Cuando se hizo el respectivo escalado de los caldos de 10mL a 500 mL antes
de encapsular, se midieron algunos parametros como la densidad y pH, este
ultimo se midié debido a que las bacterias requieren condiciones especificas de
temperatura, nutrientes y pH, en este caso, tanto temperatura y nutrientes se
cumplié para su crecimiento, sin embargo para saber qué tan viables y como
iban a sobrevivir; se midié su pH, ya que Lactobacillus spp por ejemplo como
menciona Jurado®® “Los principales mecanismos antagénicos de las bacterias
acido-lacticas son su capacidad de reducir el pH del medio, la produccion de
biocinas y la produccion de acidos organicos, haciendo que los
microorganismos patdgenos que necesiten pH neutros no sobrevivan y ellas si
pueden sobrevivir, debido a su naturaleza acida”. Asi mismo, Azotobacter spp
para cumplir una de sus funciones biolégicas mas importantes como lo es la
fijacion del nitrdgeno y que tenga un optimo crecimiento debe de ser de 7.0 a
7.5 como cita Mayea ® en su articulo en el afio 1998. Pseudomonas spp asi
como Azotobacter spp son bacterias débiles a pH acidos, Alvarez nombra que
“requiere un pH neutro y no crece en condiciones &acidas (pH< 4,5)".
Considerando los autores vy articulos anteriormente mencionados, se determina
que los pH obtenidos de los caldos de 500 mL estan bien y dentro del rango

que dicta la literatura.

Con respecto a la determinacién de la mejor matriz polimérica biodegradable
en un comienzo se trataron de utilizar dos matrices poliméricas, la Luffa
Cylindrica (estropajo) como matriz inmovilizante y el alginato de sodio®®, como
matriz encapsulante para desarrollar las distintas formulaciones. Pereira et al®®

al en su articulo “Empleo del estropajo comun (Luffa cylindrica) en la remocién

de contaminantes” menciona que debido a la “estructura fibrosa y porosa de las



fibras, las esponjas son propensas a adquirir facilmente impurezas del

ambiente,



también se le atribuyen propiedades adsorbentes que facilitan su uso en
pruebas de remocion y de inmovilizacion microbiana”. Sin embargo, fue dificil
su manipulacién, ya que es un trabajo complicado volverla en polvo y ademas
de presentarse contaminacién la cual fue evidente cuando se hizo el recuento;

por estas razones, se descartd este material como matriz.

Por otro lado, la razén por la que se escogio el alginato de sodio fue debido a
los excelentes resultados que ha presentado en diferentes estudios que se han

realizado con ella®"%%%°

, Ya que cuenta con distintas propiedades que permite
“la liberacién lenta de nutrientes al suelo por difusidon o erosién asistida por
poros y degradacion de capsulas. Ademas, las bacterias encapsuladas poseen
una vida util prolongada e incluso pueden almacenarse a temperatura ambiente

I"" Teniendo en cuenta lo

durante periodos relativamente largos. He et a
mencionado anteriormente se utilizd esta matriz con la cual se han hecho
varios ensayos, aunque en un principio se presentaron inconvenientes porque
el alginato no solubiliza y formaba grumos por lo que en ese momento no fue

posible hacer los ensayos de encapsulacion con esa matriz.

Acerca de las formulaciones, a éstas también se les midié pH, densidad y se
les hizo recuento para determinar qué concentracion de bacterias se encuentra
en cada una. Segun los resultados alcanzados, la formulacion 4 permitié una
mejor supervivencia de los microorganismos, se deduce que gracias a la matriz

70,71

de alginato y la goma xantana se inmovilizé de forma segura estas

bacterias y ademas la leche descremada protegié las células de factores

externos como dice Silva et al*®

. Sin embargo, a pesar de que Azotobacter spp
y Lactobacillus spp tuvieron un recuento satisfactorio en esta formulacion,
Pseudomonas spp desafortunadamente no, y en todas las formulaciones tuvo
un crecimiento similar.La formulacion 2 si bien, tuvo un pH bajo en comparacion
a los demas, las 3 cepas presentaron un crecimiento similar y satisfactorio, no
obstante, no tiene un crecimiento mas alto de Lactobacillus spp, que se supone
que deberia ser mas alto debido a sus condiciones de crecimiento un poco mas
acidas que neutras. La formulacion 1 en comparacion a las demas, tiene un

bajo recuento de microorganismos, que puede ser por la falta del excipiente



carboximetilcelulosa ya que es un emulsificante excelente’? si es utilizado con
sustancias como el alginato de sodio, o por un pH excesivamente alto, ya que a
diferencia de las demas, la formulacion 1 cuenta con un pH de 7.8; lo que
puede dificultar la supervivencia de las bacterias. En cuanto, a la diferencia de
crecimiento observada en los recuentos entre los caldos y formulaciones, se
sugiere que los caldos al estar suspendidos los microorganismos, no se obtiene
un recuento como el de las formulaciones, ya que los indculos para hacer las
formulaciones fueron centrifugados y se utilizé sélo el pellet. Y se deduce que
al usar solo el pellet se utilizé una pequefia biomasa de microorganismos mas
concentrada que en caldo, por lo cual alter6 la concentracion inicial de

microorganismos antes de hacer la mezcla.

En la normativa 5842 del ICONTEC” denominada “Bioinsumos para uso

agricola. Inoculantes biolégicos. Requisitos”, refieren que el minimo de

recuento celular que debe tener un biocinsumo agricola a partir de bacterias
.. 4

promotoras de crecimiento es de 10* por lo que se asume, que las

formulaciones como los inoculos utilizados en este proyecto cumplen con el

requisito que pide esta normativa, y podria utilizarse este prototipo como

biofertilizante en futuras fases del proyecto.

Referente a las formulaciones liquidas, en la figura 18 se observa que el

34|as tasas

crecimiento se ve reducido en la F1y F2, como describe Schoebitz
de supervivencia bacteriana en formulaciones liquidas disminuyen porque esta
técnica no proporciona un entorno protector para los microorganismos y el
numero de bacterias distribuidas en cada semilla es bastante heterogéneo”, por
lo cual se infiere que al estar liquida, las bacterias no quedan encapsuladas y

por ende al hacer un recuento no se obtendra mucho crecimiento bacteriano.

En cuanto, a la encapsulacion, hay resultados esperanzadores debido a que se
logran unas capsulas resistentes, no tan grandes ni pequefas, se observa que
la goma xantana y la leche descremada si alteran el crecimiento bacteriano,
aumento el recuento de UFC como se observa en la figura 18, lo que justifica a
Schoebitz™ al expresar “Se encuentran numerosas ventajas relacionadas con

la bioencapsulaciéon de rizobacterias, por ejemplo, liberacién controlada de



bacterias al suelo, proteccion de microorganismos en el suelo contra estreses
bidticos y abidticos y reduccion de la contaminacion durante el almacenamiento
y transporte”. Lo cual hace deducir que es mejor la formulacion encapsulada
que la liquida, debido a la supervivencia de microorganismos en diferentes
condiciones, sin embargo, debido a la falta de monitoreo a diferentes tiempos
de los recuentos, no podemos confirmar si realmente, la mezcla de formulacion
3 y 4 si es propicia para PGPR (rizobacterias promotoras del crecimiento en

plantas) y si verdaderamente sirve para una mejor fertilizacién suelo-planta.



Finalmente, posterior a estos estudios se puede experimentar con otro tipo de
excipientes, como el almidon, supuesto que mejoran la supervivencia de
microorganismos hasta un afo; como se especifica en otro articulo de
Schoebitz’¥, donde se hace un estudio con rizobacterias encapsuladas en
perlas de alginato secas rellenas de almidon, las cuales son evaluadas cuando
estan en gel, en medio de crecimiento y en perlas secas. El autor aclara que el
uso de azucares como protectores durante el crecimiento de los
microorganismos o proceso de secado mejora la supervivencia de las células
vivas, ya que muchos de estos azucares pueden otorgar la estabilizacion de la

membrana celular al momento del secado de las capsulas.



8. Conclusiones

Se logré obtener las tres cepas puras de rizobacterias promotoras de crecimiento en
plantas y producir un inoculo de los microorganismos a un volumen de 500 mL para
luego hacer un recuento de unidades formadoras de colonias antes y después de

preparar las formulaciones.

Por otro lado, se determin6 que la matriz polimérica mas eficiente en el proceso de
encapsulacion es el alginato de sodio, ya que permitié la formacion de capsulas que
se ha reportado que mantienen la viabilidad de los microorganismos y su liberacion
al medio lentamente, también tiene un costo asequible y accesible y es de facil

manejo y manipulacion.

Ademas, se identificaron los excipientes que mejor se acoplaron a los ensayos y
que mostraron mejores resultados en cuanto a manipulacién, solubilidad en medio
acuoso, homogeneidad y viscosidad, lo que permitio llevar a cabo los dos tipos de
formulaciones desarrolladas, la liquida y la formacién de la capsulas; estos fueron la

carboximetilcelulosa y goma xantana.



9. Recomendaciones

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos se proponen las

siguientes recomendaciones

Es importante criopreservar y mantener un banco de cepas en
ultracongelacion a -70°C para tener disponibilidad de estas y evitar tener que

recuperarlas cada vez que se contaminen los agares y/o caldos

Se recomienda realizar mas de una medicion de los parametros fisico-
quimicos, con el fin de garantizar que las rizobacterias mantengan una

viabilidad y crecimiento durante el tiempo.

Otra recomendacion es tomar la formulacion liquida y la formulacion sélida,
ponerlas en contacto con una planta para evaluar el crecimiento de planta in
vivo a escala menor, con el fin de garantizar la viabilidad y funcionalidad de

los microorganismos.

En caso de que la identificaciébn bacteriana sea determinante para los
resultados de un estudio similar al realizado, se debe realizar identificacion

molecular.
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FICHAS DE INFORMACION TECNICA

CARBOXIMETILCELULOSA SODICA

Sinoénimos:

INCI:

Descripcion:

Datos Fisico-Quimicos:

Propiedades y usos:

Dosificacion:

Carmelosa sédica. Carboximetil éter de celulosa sal sédica.
Glicolato de celulosa s6dica. NaCMC. CMCS. E466.

Cellulose gum.
Sal sddica de un éter policarboximetilico de la celulosa.

Polvo granuloso, blanco o casi blanco, higroscépico tras su
desecacion. Practicamente insoluble en acetona, en etanol al 96%,
y en tolueno. Se dispersa facilmente en agua dando disoluciones
coloidales. Oscurece a aprox. 227°C, y quema a aprox. 252 °C.

Se puede preparar mediante adicion de cloroacetato sddico a la
celulosa en medio alcalino.

Es un coloide hidrdfilo de accion y usos similares a la metilcelulosa.
Da geles de buena consistencia pero sin una gran transparencia y
de color pardo acaramelado. Tienen una gran adhesividad, lo que
les hace muy utiles como excipientes semisolidos bucales.

Los geles que forma con el agua son de caracter anidnico y estables
a pH =4 — 10. Sin embargo los aumentos de temepratura provocan
una pérdida de viscosidad. Admiten la incorporacién de hasta un 15
— 20 % de alcohol. Soportan bastante bien los electrolitos, aunque
los cationes trivalentes provocan un precipitado. Conviene
humectarla con glicerina previamente a su gelificacién, a fin de
evitar la desecacion del gel.

Es ampliamente utilizada también como emulsificante enemulsiones
O/W (aunque es menos efectiva que la metilcelulosa), como agente
suspensor (de pélvoras insolubles en agua), dispersante (cuando
aparecen precipitados), asi como disgregante en comprimidos.

Se emplea también en la proteccién mecanica de lesiones orales y
periorales formando parte de excipientes como el orabase, y como
sustituto de la saliva fisiolégica en la xerostomia (sequead de boca).
Contribuye a la formacién de un bolo fecal blando, siendo util en el
tratamiento de la constipacion habitual. Al tomarse con agua, retiene
a ésta por imbibicion en el tracto intestinal, formando una masa
gelatinosa hinchada que no se absorbe y que aumenta el volumen
de las heces, estimulando el colon y la evacuacion.

Es también un ingrediente de preparaciones protectoras para casos
de colostomia e ileostomia.

Puede esterilizarse a 160 °C durante 1 h, aunque puede perder
caracteristias de viscosidad.

-Gelificante: 3 — 6 %. Se puede aumentar mas aun la consistencia
de los geles elevando la concentracion hasta el 8 — 10 %.
-Emulgente en emulsiones O/W: 0,25 — 1 %.

-En comprimidos: 1 — 6 %.

-En soluciones orales: 0,1 — 1,0 %.
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-Como laxante: 1,5 - 10 g/dia en varias tomas, con abundante
ingestion de agua.

Dosificaciones elevadas de CMCS u otros laxantes de
tipomecanico, pueden incrementar temporalmente la flatulencia y
distension, pudiendo llegar a la obstruccion intestinal:

Se han observado casos de obstruccion del eséfago tras la
ingestion en seco de este tipo de sustancias.

No administrar via oral a pacientes con obstruccion intestinal o
condiciones que provoquen una obstruccion intestinal.

Administrar con precaucion si se padede hipertension, diabetes, o
sintomas de apendicitis.

Antibiéticos via oral, anticoagulantes, digitalicos, etc...

Acidos fuertes, sales de metales (en particular hierro, aluminio,
mercurio, cing, y plata), goma xantan, gelatina, pectina, y colageno.

Apto uso cosmético. Uso topico.

En envases bien cerrados. PROTEGER DE LA LUZ Y DE LA
HUMEDAD.

Gel de carboximetilcelulosa sédica (FN)

Carboximetilcelulosa sédica 2%
Glicerina 10 %
Agua destilada c.s.p 100 g

Modus operandi:

Humectar en un mortero la carboximetilcelulosa so6dica con la
glicerina hasta formar una pasta homogénea. Calentar el agua con
los conservantes a 60 °C. Anadir la pasta anterior y agitar
rapidamente hasta enfriamiento.

Gel celulésico hidroalcoholico

Carboximetilcelulosa sédica 5%
Etanol 96° .15-20%
Agua purificada c.s.p 100 g

Modus operandi:

Humectar la carboximetilcelulosa sddica con un poco de glicerina.
Anadir el agua a 60°C y dejar en agitacion lenta hasta que gelifique.
Finalmente afiadir el alcohol.
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Saliva artificial

Carboximetilcelulosa sddica 10g
Sorbitol polvo 30g
Potasio cloruro 1,29
Potasio fosfato monobasico 0,342 g
Sodio cloruro 0,084 g
Calcio cloruro anhidro 0,146 g
Magnesio cloruro 0,052 g
Agua purificada c.s.p 1000 ml

Modus operandi:

Mezclar las sales y el sorbitol y disolverlos en el agua. Afadir la
CMCS y agitar sin incorporar aire hasta formar el gel.

Bibliografia: - Martindale, Guia completa de consulta farmacoterapéutica,
12 ed. (2003).
- The Merck Index, 13? ed. (2001).
- Monografias Farmacéuticas, C.O.F. de Alicante (1998).
- La Formulaciéon Magistral en la Oficina de Farmacia, M. @
José Llopis Clavijo y Vicent Baixauli Comes (2007).
- Formulario Magistral del C.O.F. de Murcia (1997).
- Handbook of Pharmaceutical Excipients, 6™ ed., 2009.
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Nombre quimico: Goma Xantana Grado Alimenticio.

Calidad: Alimenticia.

Descripcion: La Goma Xantana es un polisacéarido de alto peso molecular producido por la
fermentacién de un carbohidrato con la bacteria Xanthomonas Campestris bajo condiciones especiales
de suministro de nutrientes, pH, y suministro de oxigeno y temperatura; luego es purificado, secado y
molido hasta obtener un polvo de color blanco o amarillo claro y fluido.

Fecha de vencimiento: 24 meses a partir de su fecha de elaboracién.

| 1. MANEIO Y APLICACION

La Goma Xantana puede ser usada como espesante dentro de un amplio rango de medios acidos/basicos,
con una alta eficiencia como agente de suspension y emulsificante, proporciona alta viscosidad en
diversos tipo de alimentos y bebidas. No solo mejora la retencion de humedad y consistencia, sino que
también ayuda en los procesos de congelaciéon/descongelacion de los productos y mejora la sensacion

organoléptica al momento de consumirlos. Adicionalmente, contribuye a extender la vida util de los

productos.

2, PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS.

CARACTERISTICAS ESPECIFICACIONES
Apariencia Polvo fluido
Sabor y olor Insaboro e inodoro
Color De blanco a amarillo claro

PARAMETROS FISICO-QUIMICOS

PARAMETRO ESPECIFICACION UNIDADES
Viscosidad sin sin KCL al 1% 1,200 - 1,600 cps
PH (Solucién al 1%) 6,0-38,0
Humedad 13 méximo %
Cenizas 13 méximo %

Tamano de particula

100 a través de malla

%

Solubilidad Completamente soluble en agua fria -
Nitrogeno Total <1,5 %
Acido piravico 1,5 minimo %

Productos Quimicos al por Mayor y al Detal — Articulos para Laboratorio y Reactivos
Implementos de Proteccion Personal — Fragancias y Sabores — Productos para el Aseo y
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Metales pesados 20 méaximo ppm
Arsénico 3 maximo ppm
Plomo 5 maximo ppm
PARAMETROS MICROBIOLOGICOS
PARAMETRO ESPECIFICACION UNIDADES

Mesofilos Totales 2,000 maximo ufc/gr
Hongos y Levaduras 100 maximo ufc/gr

E. Coli (/25 gr) Ausente -

Salmonella (/25 gr) Ausente -

3 RECOMENDACIONES BASICAS

Debido a que la Goma Xantana es altamente higroscopica, es aconsejable agregarla al agua de manera lenta y
asegurandose que se disuelve por completo; y mezclarla con los otros ingredientes en proporcion 1:10.

4 COMDICIONES DE Al MACENAMIENTO

Almacene en el empaque original. Ubique en un lugar limpio, fresco, seco y protegido de la luz del sol,
a temperatura ambiente (15 °C a 45 °C). Se recomienda su uso en un tiempo maximo de 2 semanas

después de abierto el empaque.

Nota: El uso final del producto es responsabilidad directa del cliente, la informacion consignada en este documento es sélo de
caracter ilustrativo y fue tomada de distintas fuentes bibliograficas por nuestro departamento técnico. Estos datos no
representan responsabilidad legal alguna y no eximen al comprador de hacer sus propios analisis e investigaciones.
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GLICERINA

Glicerol. Alcohol glicérico. Propano-1,2,3-triol. E-422.

Glycerin.
CsHsOs
92,09

La glicerina se obtiene principalmente de aceites y grasas como
producto intermedio en la fabricacién de jabones y acidos grasos.
Puede ser obtenida de fuentes naturales por fermentaciéon, o por
ejemplo melaza de remolacha azucarera en la presencia de grandes
cantidades de sulfito de sodio. Sintéticamente, la glicerina se puede
preparar mediante la cloracion y saponificacion de propileno.

La glicerina Acofarma es de origen vegetal.

Liquido siruposo, untuoso al tacto, incoloro o casi incoloro, limpido
muy higroscoépico. Miscible con agua y etanol al 96%, poco soluble
en acetona, practicamente insoluble en aceites grasos y en aceites
esenciales. Densidad: 1,256 - 1,264 g/ml. indice de refraccion:
1,4700

- 1,4750.

La glicerina es un agente deshidratante osmotico con propiedades
higroscopicas y lubricantes. Tiene también accion antiflogistica local
y tépica. Es emoliente, protegiendo y abalandando la piel. Por via
oral es demulcente y laxante débil, también edulcorante. Es un buen
disolvente de sustancias organicas y minerales.

En concreto se utiliza:

-En todo tipo de formas tépicas para casos de piel seca, asperezas
cutaneas, ictiosis, eczemas no rezumantes, etc...

-Para el tratamiento del estrefimiento y de la dependencia a
laxantes. En supositorios para promover la evacuacion fecal, actua
en unos 15- 30 min.

-Para reducir la presién intraocular y el volumen vitreo antes de la
cirugia oftalmica y como coadyuvante en el tratamiento del
glaucoma agudo. Se aplica topicamente para reducir el edema
corneal, pero dado que el efecto es transitorio solamente para
facilitar el examen ocular previa aplicacibn de otro colirio
anestésico.También se usa via oral o i.v. para reducir la presion
intracraneal y/oel volumen de fluido cerebroespinal en casos de
infarto cerebral o ictus.

-Se ha usado a partes iguales con alcohol 96% para la prevencion
de grietas en el pecho de madres lactantes.

-En gotas dticas utilizadas para extraer la cera de los oidos, que a
menudo contienen glicerina como agente lubrificante y
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reblandeciente.

-En cosmética se usa ampliamente por sus propiedades emolientes
y humectantes.

-Para evitar la evaporacién de la fase acuosa en las emulsiones y
sistemas gelificados, mejorando ademas sus propiedades plasticas.

-Como agente humectante en la elaboracion de pastas y
suspensiones.

-Como disolvente y vehiculo de muchos principios activos para su
posterior incorporacion a las formas farmacéuticas tépicas.

-Como edulcorante, conservador en algunas formulaciones liquidas,
y como plastificante en el recubrimiento de comprimidos. Se incluye
a menudo en preparaciones tépicas como gotas oculares, cremas y
lociones debido a su efecto lubricante.

-En supositorios laxantes, dosis de 3 g (adultos) 0 1 — 1,5 g (nifios
menores de 6 anos).

-Como emoliente y humectante: hasta el 30 %.

-Como conservador: hasta el 20 %.

-Vehiculo en geles acuosos: 5-15%.

-Vehiculo en geles no acuosos: 50-80%.

-Formulaciones oftalmicas: 0,5-30%.

-Disolvente para formulaciones parenterales: hasta un 50%.
-Edulcorante para elixires alcohdlicos: hasta un 20%.

Sus reacciones adversas se deben principalmente a su accion
deshidratante.

Por via oral puede causar dolor de cabeza, nauseas, vomitos y
menos frecuentemente diarrea, sed, mareos y confusion mental. Se
ha observado algun caso de arritmias cardiacas.

Por via intravenosa puede producir hemolisis, hemoglobinuria y
insuficiencia renal aguda.

Por via topica o rectal puede causar prurito e irritacion.

Por via tépica debe usarse disuelta en agua porque concentrada es
irritante.

Debe usarse con precaucién en pacientes con hipervolemia, fallo
cardiaco o hepatico, y enfermedad renal, asi como en individuos
deshidratados y diabéticos.

Agentes oxidantes fuertes tales como el triéxido de cromo, el clorato
y el permanganato potasicos, y el acido nitrico (forma mezclas
explosivas).

En presencia de luz y 6xido de zinc o subnitrato de bismuto se
colorea de negro.

Es higroscopica.

A bajas temperaturas cristaliza y no funde hasta los 20°C.

Para uso oral debe advertirse que “por via oral puede ser perjudicial
a dosis elevadas y también provocar dolor de cabeza, molestias de
estdbmago, y diarreas”.
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Conservacion: En envases bien cerrados. PROTEGER DE LA LUZ.

Ejemplos de Pasta al agua

formulacioén:
Talco 25¢
Cinc 6xido 25¢
Glicerina 259
Agua purificada 25¢

Modus operandi:

Mezclar pulverizando antes el talco y el 6xido de cinc. Luego
afhadirle la glicerina para humectar formando una pasta, y finalmente
el agua poco a poco, trabajandolo con la mano del mortero y con
una espatula hasta que quede una pasta muy fina.

Glicerolado de almidoén

Almidon de trigo 100 g
Agua purificada 100 g
Glicerina 900 g

Solucién hidroalcohdlica con ictiol y glicerina

Ictiol 1049
Glicerina 304g
Alcohol 96% 50g
Agua purificada 200 ml

Modus operandi:
Disolver el ictiol en el agua y afiadir luego la glicerina y el alcohol.

Crema con glierina

Glicerina 10¢g
Vaselina liquida 1049
Crema O/W no-idnica c.s.p. 100 g

Modus operandi:

La emulsién se realiza con un 50% de Ungiento emulsificante no-
ionico al que pondremos en bafio Maria en un vaso junto con la
vaselina liquida y un 0,02% de Nipasol, y en otro vaso la glicerina, el
agua purificada, y un 0,05% de Nipagin. Fundida la fase grasa y
caliente la acuosa, verter ésta ultima sobre la anterior agitando con
varilla hasta casi total enfriamiento.

Locién de glicerina

Glicerina 2p
Agua de rosas 1p
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Bibliografia: - Martindale, Guia completa de consulta farmacoterapéutica,
12 ed. (2003).
- The Merck Index, 132 ed. (2001).
- Formulacion magistral de medicamentos, COF de Vizkaia, 52
ed. (2004).
- Monografias Farmacéuticas, C.O.F. de Alicante (1998).
- La Formulaciéon Magistral en la Oficina de Farmacia, M. 2
José Llopis Clavijo y Vicent Baixauli Comes, 12, 32 y 42 parte.
- Formulario Magistral del C.O.F. de Murcia (1997).
- Handbook of Pharmaceutical Excipients, 6™ ed., 2009.
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1. DEFINICION.- La leche descremada UHT “GLORIA” es un producto que se elabora a partir exclusivamente
de leche fresca de buena calidad que ha sido descremada, con la adiciéon de vitaminas A, C, D y E. A esta
leche se le ha aplicado un tratamiento térmico mediante el proceso UHT (Ultra High Temperature) a altas
temperaturas por un tiempo muy corto, para luego ser envasada asépticamente en cajas de polietileno
multilaminados.

2. INGREDIENTES: Leche descremada, estabilizante (SIN 339), vitaminas A, C, Dy E.

3. USO

Producto para consumo directo. No necesita tratamiento especial para su consumo. Una vez abierto el envase
debe conservarse en refrigeracion.

4. COMPOSICION CENTESIMAL:

Sdlidos grasos (%) Max. 0.1
Sdlidos totales (%) Min. 8.3
5. CARACTERISTICAS DEL PRODUCTO
51 CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS
REQUISITO DESCRIPCION
Color Blanco
Olor Caracteristico a leche, sin olores extrafios
Sabor Caracteristico a leche, sin sabores extrafios
Aspecto Liquido uniforme

5.2

CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS

CARACTERISTICAS ESPECIFICACION
Materia grasa (%) Max. 0.1
Solidos Totales (%) Min. 8.3
Acidez (expresado en °D) 14.0-16.0
pH Min. 6.55
Densidad a 20 °C (g/mL) Min. 1.032

Elaborado por: L.Z.

GLORIA, la Calidad que Ud. conoce
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5.3 CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS

Plan de muestreo |
REQUISITOS ESPECIFICACION
n c
Prueba de esterilidad comercial 5 0 Estéril comercialmente

e n:Numero de envases muestreados
e ¢ : Numero maximo permitido de envases n conformes

Temperatura de incubacion : 35 - 37° C

Tiempo de incubacién 7
dias

6. INFORMACION NUTRICIONAL.-

Nutrition Facts / Datos de Nutricion

Serving Size / Tamafio de Porcion: 240 mL Servings Per Container /Porciones
por envase: 4

Amount Per Serving / Cantidad por Porciéon

Calories / Calorias 78
Calories from Fat /Calorias de Grasa 0

% Daily Value % Valor Diario*

Total Fat / Grasa Total Og 0 %
Saturated Fat / Grasa Saturada Og 0 %
Cholesterol / Colesterol 0Omg 0%
Sodium / Sodio 130 mg 0%
Total Carbohydrate / Carbohidratos 12 g 4%
Dietary Fiber / Fibra Dietaria Og 0%

Sugars / Azucares 12 g

Protein / Proteina 7,2 g
Vitamin A/ Vitamina A ** 30 %

Vitamin D / Vitamina D ** 30 % Vitamin C /
itamina 21620 % Phosphorus / Fosfogg o 30 %

* Percent Daily are based on a 2,000 calorie diet. Your daily values may be higher or lower depending on your
calorie needs / Porcentaje diario son basados en una dieta de 2000 calorias. Sus valores diarios pueden ser

mas altos o méas bajos dependiendo de sus necesidades caléricas.
** Percent Daily Values are based on CODEX / Los Valores Porcentuales estén referidos al CODEX

Calories / Calorias 2000 2500
Total Fat/ Grasa Total ~ Less than / Menos de 65g 80g
Sat Fat / Grasa Saturada Less than / Menos de 20g 259
Cholesterol / Colesterol  Less than / Menos de 300mg 300mg
Sodium / Sodio Less than / Menos de 2400mg 2400mg Total Carbohydrate /
Carbohidratos Totales 300g 3759
Dietary Fiber / Fibra Dietaria 259 30g

Calories per gram / Calorias por gramo:
Fat/ Grasa 9 * Carbohydrate / Carbohidratos 4 * Protein / Proteinas 4

7. PRESENTACION

7.1 ENVASE
El producto es envasado en envases tetrabrik que en su estructura posee seis capas de proteccién

(multilaminar), que impiden el paso de la luz; de disefio sanitario especial para alimentos. La
presentacion es en cajas de 1 L.

Elaborado por: L.Z.
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El producto lleva impreso el codigo de produccidn y la fecha de vencimiento (dia, mes y afio),

7.2 EMBALAJE
El producto es embalado en cajas de cartén debidamente rotuladas conteniendo 12 unidades por caja.

8. VIDA UTIL Y FORMA DE CONSERVACION

El producto no requiere refrigeracién. Conservado en un ambiente fresco y seco, el periodo de vida util del producto
es de siete (07) meses.

Una vez que es abierto el envase, se debera conservar el producto en refrigeracion.

Superintendencia de Calidad
Octubre 07, 2013

Elaborado por: L.Z.
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EL SUSCRITO COORDINADOR DE LA
RED COLOMBIANA DE SEMILLEROS DE
INVESTIGACION NODO BOGOTA -
CUNDINAMARCA

CERTIFICA QUE:

La Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca, registrada con el Nit:
800144829-
9, particip6 en el XIX Encuentro Regional de Semilleros de investigacion, el cual

S€

llevo a cabo los dias 10 al 14 de Mayo de 2021 virtualmente, con los estudiantes

y/o docentes relacionados a continuacion:

No. Nombre completo Do.cume.nto ES
identidad

1 TATIANA ANDREA TORRES OSPINA 1234642465
2 LAURA DANIELA VALDERRAMA LOPEZ 1001199058
3 PAULA ANDREA MARTINEZ RODRIGUEZ 1032498435
4 GINNA LORENA BOHORQUEZ CLAVIIO 1070977987
5 VIVIAN DANIELA PINEDA AMAYA 1012434423
6 ANGELA LIZETH ROJAS LEYTON 1022399584
7 LAURA STEPHANIE DIAZ RAMIREZ 1016113273
8 NATALIA MICHELL COLLAZOS QUEVEDO 1031180376
9 LAURA ROCIO MARTINEZ LEON 1122137202
10 EVERTH DAVID MARMOLEJO GONZALEZ 1014299269
11 MAURA GOMEZ TORRES 1014302936
12 LUZ PATRICIA RIANO GOMEZ 1006617928
13 SARA TORRES RAMIREZ 1085290073
14 DANIEL FELIPE GALEANOS SANCHEZ 1233691200
15 KAREN LORENA HIDALGO PULIDO 1000833588
16 VALERIA ANDREA VELEZ LOZANO 1007742683
ILVESTRE LAGOS 1013689226
NO GUERRERO 1014308203
REA BELTRAN PEREZ 1030684449




20 VALENTINA MORA PARRA 1032502234
21 MARIA ISABEL LARA DIAZ 1085344734
22 LORENA MAYORGA CARRILLO 1013684283
23 YERALDINEE MARTINEZ DORADO 1018514898
24 DIEGO ALEJANDRO BELTRAN CASTILLO 1024598944
25 BRYAN ALEJANDRO ORTIZ NARANJO 1233500870
26 ANGIE DANIELA RAMIREZ ALVAREZ 1007727194
27 ABELGIE CAMILA SANCHEZ AMEZQUITA 1000685641
28 DIANA LORENA GUIZA VELANDIA 1026292114
29 KAREM JULIETTE GUZMAN TORRES 1018500479
30 DAVID CHAPARRO LOZANO 1030695893
31 LIZETH VALERIA RODRIGUEZ CHARRY 1000031201
32 EDERSON ARMANDO MORENO PINEROS 1012442694
33 DANIEL FERNANDO PERDOMO MONTILLA 1000518148
34 ANDREA LORENA RODRIGUEZ VILLANUEVA 1105692608
35 JOHAN SEBASTIAN SANCHEZ FAJARDO 1003838364
36 SARA XIMENA AGUIRRE BORDA 1001295991
37 JOHN JAIRO CACERES ESPITIA 1014294208
38 SERGIO ANDRES CORTES HENAO 1001090228
39 LAURA CATALINA BARBOSA URREA 1192788688
40 ERICA LUCIANA MONROY RINCON 1000005339
41 DANIELA GONZALEZ CHOQUE 1014268852
42 NATHALEE ALZATE BERMUDEZ 1000970849
43 KAREN NATALIA ALBA VACA 1075690532
44 EDGAR ALFREDO GONZALEZ CAICEDO 1030602956
45 FERNANDO ANDRES SANDOVAL QUIMBAYO 16286825

46 JOSE ALFREDO BERMUDEZ ROJAS 1022399584
47 DIANA KATHERYN DE LOS ANGELES GOMEZ 1030567415
48 JORGE ALEJANDRO SUAREZ CAMPOS 1010001697
49 HAMMER ASDRUBAL QUINTERO LOZADA 1000834621
50 ANGELLY DANIELA NEIRA DELGADILLO 1001186815
51 LICETD LORENA AGUILERA ORDORNEZ 1000020042
52 RAUL ALEJANDRO CABALLERO MONCADA 1019120059
53 LAURA DANIELA MOSQUERA LERMA 1006072430
54 CRISTIAN JAVIER ROMERO CARDENAS 1001219223
55 RUBENS ALONZO TORRES GRANJA 1000018095
56 NICOLAS ESTEBAN JAMAICA OSORIO 1000255726
57 MARTHA LILILANA OJEDA BLANCO 1018430801
58 LUCILA CHAVEZ 63465914

59 JUAN SEBASTIAN HURTADO VASQUEZ 1023958582
60 JAIME HUMBERTO RIVAS REYES 79402008

61 BLANCA ESTELLA RODRIGUEZ TORRES 20550552
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63 AVINADAD MONTANO MORA 1007885325
64 JUAN CAMILO TORRES BACCA 1031165285
65 DAYANA STEPHANIA CASTRILLON VALENCIA 1007709286
66 JULIO ANDRES URREGO AMAYA 1022355906
67 JUAN CARLOS RAMOS BELTRAN 1016100349
68 YESICA KATERINE NOVOA GARCIA 1019075971
69 NIKOLE FERNANDA TOVAR FLOREZ 1000688485
70 MAYERLI CASTELLANOS ANGARITA 1000461745
71 LUISA ALEJANDRA FRANCO ARRIETA 1000471869
72 LEIDY LORENA ESPITIA RODRIGUEZ 1001202060
73 LAURA VALENTINA CALDERON VANEGAS 1006856964
74 JULY MELISSA GONZALEZ MEDINA 1000734180
75 DANIEL FELIPE MONSALVE BOLIVAR 1013687127
76 CARLOS ANDRES DAVILA ROMO 1000706615
77 DANILO ESTEBAN GUTIERREZ PAVA 1030626478
78 JEIMY ANDREA LOPEZ BURITICA 1023034432
79 VIVIANA ALEXANDRA BECERRA GOMEZ 1013654604
80 PAULA ANDREA MEJIA CONTRERAS 1016085725
81 SEBASTIAN ARIAS HERNANDEZ 1022435190
82 RONALD DEYS BAQUERO GONZALEZ 1033705104
83 ROBERTO ALFONSO VERDUGO RINCON 79890570
84 LAURA YURANI RODRIGUEZ GALINDO 1032496892
85 LAURA STEFANIA MOSQUERA HOYOS 1033791710
86 JORGE ARMANDO MOLANO PLATA 1062808876
87 CAROLINA ORJUELA OSPINA 52813865
88 JENIFFER ALEXANDRA LOPEZ MORA 1015469144
89 CAROL DANIELA RIVERA SALDANA 1026293784
920 CARLOS ANDRES JOJOA JOJOA 1010215523
91 ALEXANDRA GALVIS TORRES 1012443705
92 ANGGIE MARLEN VEGA FORERO 1010224401
93 ADRIANA ALEXANDRA TOLOZA PENA 52754440
94 JAIRO ELIECER VERGARA RAMIREZ 1024576462
95 JHIRETH NATALIA SAZA CARDENAS 1010246938
96 JESSICA LISETH PARRA BUITRAGO 1000686309
97 FABIANA TOVAR MORENO 1001077346
98 MARIA LISETH GARCIA AVILA 1010012549
929 BRAYAN STEVEN BELLEIZANO VILLAIZAN 1000226645
100 CRISTIAN DAVID BAQUERO GUEVARA 1000257520
101 DAVID FELIPE LOPEZ RIANO 1000240101
102 SAMANTHA RAMIREZ RIOS 1007538360
ANGIE LORENA HINESTROZA PEREZ 1023027147
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104 NATALIA TORRES GARCIA 1014296118
105 HASLEIDY ALEJANDRA RODRIGUEZ PARRA 1023929783
106 KAREN DAJANA TELLO 1000580342
107 JEIMY ALEJANDRA CASTIBLANCO PINEROS 1018500151
108 JHON FELIPE RODRIGUEZ CORREA 1010247315
109 SERGIO ESTEBAN MARTINEZ BENITEZ 1019135861
110 LAURA ANGELICA MEDELLIN ROLDAN 1010248688
111 JUANA VALENTINA HERNANDEZ ORTIZ 1010248217
112 MARIA ISABEL HERNANDEZ ROCHA 1010246042
113 ANDRES FELIPE LOPEZ RAMIREZ 1073526514
114 CARLOS EDUARDO CARRILLO RIANO 1033796277
115 JEFER ANTONIO CASTRO MARTINEZ 1019111465
116 MIGUEL STEVEN GONZALEZ GOMEZ 1023964993
117 CAROLINA SOTELO BLANCO 1018515204
118 LAURA FERNANDA JIMENEZ RODRIGUEZ 1010012115
119 DUMAR SANTIAGO ORDONEZ CASTILLO 1116809517
120 LAURA JIMENA MALAGON SUAREZ 1070307648
121 LADY NATALIA CARDENAS ORTIZ 1010245362
122 LAURA DANIELA GUAYAN DIAZ 1000117553
123 GENESIS ANGELICA ROMO PINEROS 1010247426
124 LAURA CAMILA CORZO GONZALEZ 1000586426
125 PAOLA ESTEFANY CABALLERO ALVAREZ 1001327754
126 DIANA MARCELA DIAZ RAMIREZ 1233495048
127 GLORIA CAMILA BORDA LEMUS 1020832706
128 CRISTIAN CAMILO BOJACA HOYOS 1022436035
129 YESICA JASBLEIDY RAMIREZ ESCOBAR 1013678683
130 LINA MARIA ESCOBAR PINEDA 1019151811
131 YISETH ANDREA PARDO PARDO 1013648019
132 LAURA ALEJANDRA AMADOR ORTEGA 1026600162
133 TANIA HIGUERA BENAVIDES 1000615214
134 LILIANA ALEJANDRA MURNOZ NAJAR 1026593948
135 YEIMY ANDREA DIAZ CARDENAS 1023958434
136 MARIANA JISELL LAGUNA VEGA 1018500771
137 ZEIRYS HERRERA MARTINEZ 1026293478
138 LINA MARCELA FLOREZ VILLALBA 1030677626
139 JAIRO ANTONIO CACERES TARAZONA 1096950177
140 CATHERINE CAMELO ALEJO 1032508283
141 LIZETH DAYANN MARQUEZ DIAZ 1024600890
142 ERIKA NATALIA RODRIGUEZ BAUTISTA 1015451164
143 ANGIE LORENA CORTES PINEDA 1010081394

DANIELA ALEJANDRA SANCHEZ ZAMBRANO 1010006799
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145 PAULA SOFIA ESCOBAR USAQUEN 1073718100
146 LEONARDO ESTEBAN SANABRIA SALAZAR 1026595220
147 ANDREA VALENTINA MAYORGA LOPEZ 1015475646
148 KATHERINE ANDREA GARZON SEGURA 1030677375
149 VIVIAN SOFIA ROMERO MARTINEZ 1010069263
150 ANGIELUZ ABY TORRES TORRES 1014253234
151 PAULA NATALIA LOPEZ DAZA 1022443861
152 VALENTINA HENAO BUSTOS 1233509484
153 ISMAEL RUIZ OVALLE 1030569638
154 LEIDY GIOVANNA PACHECO RODRIGUEZ 1023956859
155 AURA CRISTINA GOMEZ PERDOMO 1001314981
156 LEYVER ERLEY SANCHEZ NINO 1115733189
157 DANIELA ACEVEDO CEPEDA 1072195748
158 LUISA FERNANDA ALFONSO DUCUARA 1193135913
159 BRENDA SANCHEZ GUTIERREZ 1010124708
160 FABIANA ANDREA LOPEZ RODRIGUEZ 1001287776
161 MADELENE DANIELA QUEVEDO GUERRERO 1013687709
162 MARIA FERNANDA BOLIVAR AREVALO 1000348211
163 DAYANA SOLANO SOLANO MENESES 1031183822
164 VALENTINA FARIAS PULIDO 1192742119
165 ESTEFANIA HERRERA CARDOZO 1010007150
166 LUISA MARIA MENDIETA VARGAS 1014296016
167 WENDY DANIELA MEJIA CONTRERAS 1001064950
168 JULIANA GONZALEZ ALVAREZ 1020747648
169 KIMBERLLY ALEXANDRA MARTINEZ CAICEDO 1016109825
170 ANGIE LIZETH MIRQUE CANCHON 1012424809
171 JORGE ENRIQUE PULIDO LEGUIZAMON 80769516
172 JOHANA CATALINA BAUTISTA SALCEDO 1033750654
173 SANDRID ALEJANDRA CARDENAS SALAZAR 1010100606
174 TANIA ALEJANDRA ESPITIA MEDRANO 1018484169
175 MARIA CAMILA ESQUIVEL MORENO 1192815171
176 JOSE ARLEY GONZALEZ BURGO 1014192499
177 LUIS FELIPE PINILLA HORTA 1026306974
178 LICETH LORENA MONTARNO REYES 1000686809
179 MAYRA SOFIA CARRENO GAONA 1010001653
180 LILI CAROLINA RAMIREZ CRUZ 1022425359
181 ANGELICA LORENA MORENO PACHON 1000572641
182 KAROL ESTEFANY RIOS LEON 1000285737
183 LAURA KATHERINE MORENO BELTRAN 1000182168
184 SIMON MARTINEZ BUSTOS 1020835078
MARILYN YULIETH RAMIREZ RODRIGUEZ 1010001702




YEIMY YULIETH OSPINA PATINO 1022402526
KAREN YILIHANA MONTARNO ACOSTA 1052398539
MIGUEL FELIPE CIFUENTES BAQUERO 1022443638
WILLIAM FERNANDO ROMERO GONZALEZ 1019140693
PAULA ANDREA BUSA RIANO 1022440342
JOHAN STEVENS ROMERO BERMUDEZ 1000456151
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