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R E S U M E N 

Los agentes de biocontrol son una alternativa eficaz a 
los fungicidas químicos. El desarrollo de formulaciones y 
sistemas de entrega adecuados para el uso comercial son 
los principales desafíos. Este trabajo tuvo como objetivo 
evaluar la estabilidad de almacenamiento, las propiedades 
fisicoquímicas y de rehidratación, y la eficacia de biocontrol 
contra Penicillium italicum en limón Persa de Meyerozyma 
guilliermondii microencapsulada en aislado proteico de 
soya-alginato de sodio mediante el proceso de secado por 
aspersión. La viabilidad de la bioformulación fue de 10.2 Log 
CFU g-1; sin embargo, su viabilidad disminuyó durante 120 
días de almacenamiento a 6.8 (4 °C) y 5.5 Log CFU g-1 (25 
°C). Se obtuvieron valores de los parámetros fisicoquímicos 
deseables de la bioformulación. Se observaron bajos valores 
de humedad (5.7 %), Aw (0.29) e higroscopicidad (8.2 %), y 
altos valores de dispersabilidad (94 %). La bioformulación de 
M. guilliermondii así como las células frescas de la levadura, 
redujeron eficazmente la incidencia (50 %) y severidad (46 
%) del moho azul en limón Persa. Los análisis FTIR, DSC y 
TGA revelaron interacciones de los materiales de la pared. La 
bioformulación de M. guilliermondii puede utilizarse como un 
método eficaz para el manejo de enfermedades poscosecha 
en cítricos, como alternativa a los fungicidas químicos.
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A B S T R A C T

Biocontrol agents have been shown to be an effective alternative to chemical fungicides. 
Nevertheless, the main difficulties in the usage of these biocontrol agents are the development of 
suitable formulations and delivery systems to be applied in commercial conditions. This work aimed 
to evaluate the storage stability, physicochemical and rehydration properties, and biocontrol efficacy 
against Penicillium italicum on Persian lime of Meyerozyma guilliermondii microencapsulated in 
soy protein isolate-sodium alginate by spray-drying process. The bioformulation viability was 10.2 
Log CFU g-1; however, its viability decreased after 120 d storage to 6.8 (4°C) and 5.5 Log CFU g-1 
(25°C). Desirable physicochemical values of the bioformulation were obtained. Low humidity (5.7 
%), Aw (0.29) and hygroscopicity (8.2 %), and high dispersibility values (94 %) were observed. 
The M. guilliermondii bioformulation effectively reduced the incidence (50 %) and severity (46 %) 
of blue mold on Persian lime, as well as the fresh cells of this yeast. FTIR, DSC, and TGA analysis 
revealed interactions of wall materials. The M. guilliermondii bioformulation can be used as an 
effective alternative to chemical fungicides for the management of postharvest diseases in citrus 
fruit. 

K E Y  W O R D S :  Prunus Bioformulation; Meyerozyma guilliermondii; physicochemical 
properties; bioefficacy; Persian lime. 

Introducción

Los cítricos son un gran cultivo frutícola que se produce alrededor del mundo (Wang 
et al., 2021). México es un importante productor mundial de limones; sin embargo, esta fruta 
sufre podredumbre causada por hongos cuando es cosechada (Vázquez-Vázquez et al., 2021). 
El moho azul causado por Penicillium italicum es una de las principales enfermedades de los 
cítricos que provocan pérdidas económicas (González-Estrada et al., 2018). El uso de fungicidas 
sintéticos para controlar las enfermedades fúngicas puede tener efectos nocivos para la salud 
humana y el medio ambiente (González-Gutiérrez et al., 2023; Moraes Bazioli et al., 2019). El 
control biológico de las enfermedades fúngicas en frutas y vegetales, en particular la aplicación 
de levaduras antagonistas, ha demostrado ser una alternativa eficaz a los fungicidas químicos 
(Moraes Bazioli et al., 2019). 

Sin embargo, la aceptación y el uso generalizado de los productos de control biológico siguen 
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siendo limitados, probablemente debido a sus deficiencias cuando se aplican comercialmente 
(Droby et al., 2016). El problema más importante en el uso de estos productos de control biológico 
es el desarrollo de formulaciones y sistemas de entrega adecuados (Hubballi et al., 2023). Por lo 
tanto, es necesario gestionar la mejora de los agentes de control biológico (BCA) en condiciones 
comerciales (Usall et al., 2016). Una forma de lograr este objetivo es producir y envasar una 
formulación que mantenga una estabilidad de almacenamiento, distribución y aplicación 
adecuadas en el mercado agrícola (Carbó et al., 2019; Gotor-Vila et al., 2019). La eficacia de 
un BCA se basa en su capacidad para sobrevivir en condiciones comerciales y colonizar las 
superficies de los cultivos de frutas y hortalizas. El proceso de microencapsulación puede proteger 
al BCA de condiciones hostiles. Se ha empleado el secado por aspersión para conservar los BCA 
en forma seca, lo que ofrece la ventaja de secar grandes volúmenes de cultivos rápidamente 
y a bajo costo (Aguirre-Güitrón et al., 2018). Con el objetivo de controlar biológicamente los 
hongos fitopatógenos, se ha desarrollado una bioformulación basada en aislado proteico de soya 
y alginato de sodio, que encapsula la levadura Meyerozyma guilliermondii LMA-Cp01 mediante 
secado por aspersión (López-Cruz et al., 2020). La levadura M. guilliermondii es un BCA eficaz 
contra varias enfermedades fúngicas en diferentes frutas (Agirman & Erten, 2020; López-Cruz et 
al., 2020, 2023; Sun et al., 2021). Para fines industriales, controlar la liberación y la rehidratación 
completa en agua de estos BCA microencapsulados es importante para su uso práctico y, a 
menudo, se describe como un atributo de calidad esencial. Además, los estudios fisicoquímicos 
indican si los materiales de la pared son adecuados para una encapsulación eficiente (Ji et 
al., 2016). La caracterización de M. guilliermondii microencapsulada es crucial para mejorar la 
formulación y aumentar su potencial para futuras aplicaciones comerciales.

Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar las propiedades térmicas y fisicoquímicas, 
la vida útil y la eficacia contra P. italicum en limón Persa de la bioformulación de M. guilliermondii 
LMA-Cp01 microencapsulada por secado por aspersión. 

Material and métodos

Levadura antagonista

La cepa de M. guilliermondii LMA-Cp01 pertenece a la colección del Instituto Tecnológico 
de Tepic, México. Los cultivos crio-preservados en glicerol al 40 % (v/v) a -80 °C se sub-cultivaron 
a 25 °C durante 48 h en placas de agar nutritivo dextrosa-extracto de levadura [NYDA, que 
contenía caldo nutritivo (8 g L-1), extracto de levadura (5 g L-1), dextrosa (10 g L-1) y agar (15 g 
L-1)]. La biomasa de levadura se produjo en un fermentador LiFlux-GX (BIOTRON, Corea) con 2 L 
de medio de cultivo constituido por melaza (40 g L-1) y aislado proteico de soya (5 g L-1), incubado 
a 28 °C y 280 rpm durante 36 h, partiendo de una concentración inicial de 106 CFU mL-1. La 
biomasa se recuperó por centrifugación (9400 xg, 25 °C, 5 min). 

 Bioformulación por secado por aspersión 

La bioformulación de M. guilliermondii se produjo mediante el método de secado por 
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aspersión, de acuerdo con las condiciones óptimas descritas en un trabajo anterior (López-Cruz 
et al., 2020). La biomasa de levadura recuperada tras la centrifugación (10 g de biomasa/100 mL 
de suspensión) se mezcló con los materiales de pared SPI (3.8 %, p/v) y alginato de sodio (0.06 
%, p/v), previamente esterilizados en autoclave. A continuación, la suspensión se introdujo en 
un mini secador por aspersión B-290 (BUCHI, Flawil, Suiza) con un caudal de alimentación de 3 
mL min−1, a una temperatura del aire de entrada de 113 °C. Las condiciones de caudal y presión 
del aire fueron de 35 m3 h−1 y 0.6 MPa, respectivamente. Las suspensiones de alimentación se 
mantuvieron en agitación constante a 150 rpm a 25 ± 1 °C.

Viabilidad y estabilidad en el almacenamiento

Se introdujeron 3 g de muestra de la bioformulación en microtubos, se sellaron con Parafilm 
y se almacenaron a dos temperaturas diferentes (4 y 25 °C). Para determinar las células viables 
de M. guilliermondii microencapsulada, se suspendió 0.1 g de polvo en 9.9 mL de solución de 
NaCl al 0.85 % (p/v), se agitó en vórtex durante 1 minuto y se dejó reposar durante 9 minutos. Las 
células viables se contaron mediante la técnica de dilución en placas con medio NYDA (incubada 
a 28 °C/48 h). La viabilidad de M. guilliermondii microencapsulada se evaluó cada 30 días durante 
120 días. 

Análisis fisicoquímicos

Contenido de humedad

El contenido de humedad de la muestra secada por aspersión se determinó utilizando una 
termobalanza (Sartorius MA 35). Se colocaron dos gramos de la muestra en polvo en una placa 
de aluminio y se secaron a 105 °C hasta alcanzar una humedad constante. 

Actividad de agua

La actividad del agua se determinó en un higrómetro Aqualab 4TEV (Decagon Devices). 
Se colocaron muestras de 5 g dentro de la cámara, donde se determinó la actividad del agua 
mediante el principio del punto de rocío. 

Solubilidad

Se rehidrató un gramo de polvo en 100 mL de agua destilada, se agitó a 600 rpm hasta 
que toda la muestra fue solubilizada y, a continuación, se centrifugó a 2598 x g durante 5 minutos. 
Se tomó una alícuota de 2 mL del sobrenadante y se colocó en placas de Petri. Finalmente, se 
secó en una estufa a 105 °C durante 5 horas (Fritzen-Freire et al., 2012). La solubilidad se calculó 
mediante la ecuación 1.
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Donde M0: masa seca inicial de la muestra (g), Mf: masa seca final de la muestra (g).

Humectabilidad

Se colocó un gramo de polvo sobre la superficie de 100 ml de agua destilada sin agitar. La 
humectabilidad se expresó como el tiempo necesario para que 1 g de polvo desapareciera de la 
superficie del agua (Fuchs et al., 2006).

Dispersión en agua

Se analizó la dispersión en agua de los componentes de M. guilliermondii microencapsulada 
midiendo los cambios en la transmitancia con un espectrofotómetro ajustado a λ=700 nm. Se 
rehidrataron muestras de 0.1 g en 20 mL de agua destilada, se agitaron a 600 rpm durante 1 
minuto y, a continuación, se rehidrataron durante otro minuto en condiciones estáticas (Gotor-Vila 
et al., 2019). La primera medición se realizó tras 5 segundos de agitación con tres evaluaciones 
consecutivas. Se realizó una segunda medición tras 1 minuto en condiciones estáticas con tres 
evaluaciones consecutivas. La tasa de dispersión se calculó basándose en la ecuación 2:

Donde t1 es la medición tras la agitación y t2 es la medición tras dejarlo en reposo durante 
1 minuto. El experimento se repitió tres veces. 

Higroscopicidad 

Se colocaron cinco gramos de polvo en un desecador a 21 °C con una humedad relativa 
ajustada a 76 % (solución de 36 g de NaCl en 100 g de agua) en una placa de Petri. Se registró 
el peso de la muestra cada 15 minutos hasta peso constante. Los resultados se expresaron en 
gramos de agua absorbida por 100 g de sólido seco (g 100 g-1). El porcentaje de agua absorbida 
se calculó utilizando la ecuación 3: 

Donde Δm (g) es el aumento de peso del polvo tras alcanzar el equilibrio, M es la masa 
inicial del polvo y Mi es el contenido de agua libre del polvo antes de su exposición al ambiente 
de aire húmedo. 
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Espectroscopía Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

Se utilizó espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier con reflectancia total 
atenuada (ATR-FTIR) (Thermo Scientific Nicolet, iS5 iD5, Waltham, EE. UU.) para evaluar el 
alginato de sodio, el SPI, las microcápsulas vacías (mezcla de SPI y alginato de sodio), las 
células libres y M. guilliermondii microencapsulada. Las muestras se colocaron en el cristal ATR y 
se registraron todos los espectros de 4000 a 400 cm-1 con una resolución de 4 cm-1.

Análisis Termogravimétrico (TGA)

El TGA se llevó a cabo de 25 a 600 °C en atmósfera de nitrógeno (20 mL min−1) en un 
analizador termogravimétrico TGA 550 (TA Instruments, New Castle, EE. UU.). Las muestras 
(5 - 10 mg) se analizaron en una charola de platino a una velocidad de calentamiento de 5 
°C min−1. Se asumió que la temperatura a la que las muestras comienzan a degradarse era 
la temperatura de inicio de la segunda etapa de pérdida de peso, asignándose la primera a la 
pérdida de humedad. Las curvas TGA se obtuvieron utilizando el software TRIOS 5.0.0.44616 (TA 
Instruments, New Castle, EE. UU.). El análisis TGA se llevó a cabo con alginato de sodio, SPI, 
microcápsulas vacías, células libres y M. guilliermondii microencapsulada.

Calorimetría Diferencial de Barrido (DSC)

Las curvas DSC se obtuvieron utilizando un calorímetro DSC 250 (TA Instruments, New 
Castle, EE. UU.) calentado de 30 a 300 °C. Se analizaron muestras de ̴ 5 mg de polvo en charolas 
de aluminio selladas, a una velocidad de calentamiento de 5 °C min−1. El equipo DSC se calibró 
previamente con una referencia estándar de indio. El análisis DSC se llevó a cabo con alginato 
de sodio, SPI, microcápsulas vacías y M. guilliermondii microencapsulada.

Eficacia del biofungicida de M. guilliermondii contra P. italicum en limón 
Persa

Se evaluó la eficacia de M. guilliermondii microencapsulada y células frescas de 36 horas 
de cultivo contra P. italicum en limón Persa (Citrus latifolia Tanaka). Los frutos se lavaron con 
agua corriente, se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 2 % (v/v) durante dos minutos, se 
enjuagaron con agua destilada estéril y se dejaron secar. Posteriormente, se les hizo una herida 
en el centro del diámetro ecuatorial con un punzón estéril para producir una lesión (3 mm de 
diámetro × 3 mm de profundidad). Los tratamientos a una concentración de 108 CFU mL−1 se 
aplicaron de forma preventiva rociando los frutos con un atomizador manual. Se aplicó agua 
estéril como control negativo. Una vez que los tratamientos se secaron (2 horas después), se 
añadieron 15 μL de una suspensión de P. italicum ajustada a 105 esporas mL−1 a cada herida. A 
continuación, se dejaron secar los frutos a temperatura ambiente y se incubaron a 25 °C y 90 % 
de humedad relativa. Después de 10 días, se midió la incidencia, expresada como el porcentaje 
de frutos infectados, y la severidad, expresada como el diámetro de las lesiones (cm). Diez frutos 
constituyeron una réplica, y cada tratamiento se replicó cuatro veces.  
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Análisis estadístico 

El análisis de los datos se realizó utilizando el software STATISTICA 12.0 (StatSoft Inc., 
Tulsa, EE. UU.). Se utilizó el análisis de varianza (ANOVA) para determinar las diferencias 
significativas (p < 0.05) entre los tratamientos. Las diferencias entre las medias se detectaron 
utilizando la prueba LSD de Fisher.

Resultados y discusión

Viabilidad y estabilidad de almacenamiento de M. guilliermondii 
microencapsulada 

Se evaluó el efecto de dos temperaturas de almacenamiento sobre la viabilidad de M. 
guilliermondii microencapsulada (Figura 1). La formulación secada por aspersión presentó una 
concentración inicial de células viables de 10.2 Log CFU g-1. Dado que la eficacia de un producto 
de control biológico está relacionada con su viabilidad, es importante minimizar la muerte celular 
durante el proceso de formulación y garantizar una pérdida mínima de la viabilidad del producto 
formulado durante el almacenamiento. La viabilidad de M. guilliermondii microencapsulada tendió 
a disminuir (p < 0.05) durante el almacenamiento. A 4 °C, casi el 93 % (9.4 Log CFU g-1) de M. 
guilliermondii microencapsulada seguía siendo viable después de un mes, y el 85.5 % (8.7 Log 
CFU g-1) después de 2 meses. Las células viables disminuyeron a 7.84 y 6.9 Log CFU g-1 al final 
de los 90 y 120 días, respectivamente. Después de un mes a 25 °C, se observó una viabilidad 
del 86.3 % (8.7 Log CFU g-1) de M. guilliermondii microencapsulada. Tras 90 y 120 días de 
almacenamiento, las células viables disminuyeron a 6.5 y 5.5 Log CFU g-1, respectivamente.

En general, las muestras conservadas a 4 °C mostraron recuentos más elevados 
(p < 0.05) de células viables que las almacenadas a 25 °C. Palazzini et al. (2020) reportaron 
tendencias similares a disminuir la viabilidad de formulaciones secadas por aspersión, donde 
las muestras almacenadas a 4 °C mantuvieron un mayor número de células viables que las 
almacenadas a 25 °C. Se ha informado que una temperatura de almacenamiento baja es una 
condición que minimiza la tasa metabólica de los BCA y previene la acumulación de metabolitos 
tóxicos y el agotamiento de nutrientes, prolongando así la vida útil de los microorganismos (Melin 
et al., 2011). El requisito mínimo para la aplicación de productos biopesticidas formulados para 
la agricultura es 106 CFU g-1 (Mulatu et al., 2021). Los resultados de este estudio demuestran 
que M. guilliermondii microencapsulada logró una retención de células viables superior a este 
requisito tras cuatro meses de almacenamiento a 4 °C. Sin embargo, se espera que la estabilidad 
de almacenamiento de las bioformulaciones microbianas comerciales dure entre seis meses y 
un año. (Berninger et al., 2018). Por lo tanto, se necesita más investigación para mejorar la 
estabilidad de almacenamiento de M. guilliermondii microencapsulada.
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La pérdida de viabilidad con el tiempo puede atribuirse al oxígeno del aire en contacto 
con las células almacenadas (Aguirre-Güitrón et al., 2018). El envasado al vacío podría ser una 
opción atractiva para mantener una vida útil adecuada de los bioproductos. Puede reducir el 
oxígeno en la atmósfera del envase, minimizando las tasas de reacciones químicas y bioquímicas 
(Elzein et al., 2009). 

Propiedades fisicoquímicas de la bioformulación de M. guilliermondii 

Contenido de humedad y actividad de agua

Los valores del contenido de humedad y la actividad de agua de la bioformulación de 
M. guilliermondii se muestran en la Tabla 1. Se han publicado resultados similares a los de 
este trabajo por Aguirre-Güitrón et al. (2018) con una formulación secada por aspersión de M. 
caribbica, donde se encontró valores de 5 ± 0.37 % de humedad y actividad de agua de 0.33 ± 
0.11. En contraste, Carbó et al. (2017) reportaron valores de contenido de humedad entre el 10.3 
y 15.2 % en algunas formulaciones obtenidas por secado en lecho fluidizado utilizando almidón 
de papa como acarreador, diferentes concentraciones de protectores y temperaturas del aire de 
entrada entre 40 y 60 °C. Los materiales de pared y las condiciones de secado podrían afectar 
al contenido de humedad y la actividad del agua del encapsulante. La supervivencia satisfactoria 
de los microorganismos formulados requiere valores de Aw inferiores a 0.3, lo que contribuye 
a la estabilidad microbiológica durante el almacenamiento, ya que hay menos agua disponible 
para las reacciones bioquímicas (Chávez & Ledeboer, 2007) y para prevenir aglomeración de los 
polvos (Ho et al., 2022). 

Figura 1. Estabilidad de M. guilliermondii microencapsulada bajo dos condiciones 
de almacenamiento. 

Las barras de error representan la desviación estándar de la media. Fuente: 
Elaboración propia basada en resultados.
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Tabla 1. Propiedades fisicoquímicas del biofungicida de M. guilliermondii. 

Propiedad Valor

Humedad (g 100 g-1) 5.7 ± 0.6
Actividad de agua 0.3 ± 0.1

Higroscopicidad (g 100 g-1) 8.2 ± 0.4
Humectabilidad (min) 15 ± 6
Solubilidad (g 100 g-1) 33 ± 4
Dispersabilidad (%) 94 ± 4

Los valores son la media ± desviación estándar.

Humectabilidad

Se observó que el tiempo de humectabilidad de la formulación fue elevado (Tabla 1). 
Arepally et al. (2020) reportaron tiempos de humectabilidad de 1.9 a 5.9 min para probióticos 
encapsulados por secado por aspersión en goma arábiga y maltodextrina. La humectabilidad 
es la capacidad de un polvo para ser penetrado por un líquido debido a las fuerzas capilares. 
Esta propiedad depende en gran medida del tamaño de los poros, el contenido de humedad y 
la naturaleza hidrófila de los materiales de pared (Hogekamp & Schubert, 2003). El tiempo de 
humectabilidad prolongado, generalmente indeseable en los polvos instantáneos, se convierte 
en una característica funcional ventajosa en este trabajo, ya que facilita la liberación gradual del 
agente de control biológico, que permite cumplir la función de barrera protectora a los materiales 
encapsulantes. Por lo tanto, se eligió el SPI para encapsular M. guilliermondii como material de 
pared por su capacidad para controlar la liberación de la levadura antagonista debido a su lenta 
hidratación en agua.

Higroscopicidad

El valor de higroscopicidad del M. guilliermondii microencapsulada se presenta en la 
Tabla 1. Arepally et al. (2020) obtuvieron valores de higroscopicidad mayores a los encontrados 
en el presente estudio. Ellos reportaron valores que oscilaban entre 12 y 21.15 g 100 g-1 de 
peso seco de un probiótico encapsulado por secado por aspersión utilizando goma arábiga como 
material de pared. La higroscopicidad se ve afectada principalmente por la composición, el tipo 
y la concentración del material portador utilizado para la encapsulación (Suhag et al., 2016). Los 
solutos de alto peso molecular son menos higroscópicos y ayudan a disminuir la higroscopicidad 
del polvo final. Por lo general, un polvo con baja higroscopicidad, bajo contenido de agua y cierto 
grado de aglomeración se considera un buen polvo (Bhusari et al., 2014). 

Solubilidad y dispersión en agua 

Las microcápsulas de M. guilliermondii resultaron poco solubles en agua (Tabla 1). 
Esto se debe al SPI utilizado como material de la pared, que tiene más compuestos hidrófobos 
expuestos en su superficie. Sin embargo, su baja solubilidad es conveniente para los productos 
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de BCA encapsulados destinados a aplicaciones precosecha y/o postcosecha, ya que se desea 
una barrera protectora frente a las condiciones ambientales (Rathore et al., 2013). 

La tasa de dispersión de M. guilliermondii microencapsulada fue alta (Tabla 1). Por el 
contrario, el SPI presentó una baja dispersabilidad (33.3 %), mientras que el alginato de sodio 
mostró la tasa de dispersión más alta (>99 %). No obstante, la mezcla de materiales de pared 
de SPI-alginato de sodio (microcápsulas vacías) mostró un valor más alto de dispersabilidad 
(96.3 %) que la SPI sola. Además, no se observaron diferencias estadísticas (p < 0.05) entre 
las microcápsulas vacías y M. guilliermondii microencapsulada (94 ± 4). Gotor-Vila et al. (2019) 
registraron índices de precipitación que oscilaron entre el 0.9 y 2 % (99.1 y 98 % dispersabilidad) 
y entre el 31.1 y 43 % (68.9 y 57 % dispersabilidad) para dos formulaciones de Bacillus 
amyloliquefaciens secadas por aspersión en lecho fluidizado en maltodextrina y almidón de papa, 
respectivamente. 

Algunos factores que influyen en estas propiedades son el tamaño y la densidad de las 
partículas y su porosidad, así como las propiedades de la superficie, entre otros. Es importante 
señalar que la dispersión de las partículas en la fase acuosa no es lo mismo que la disolución. 
Lograr la dispersión completa de las partículas insolubles es el índice de calidad más relevante 
para los productos de control biológico (Shittu & Lawal, 2007). 

Análisis FTIR

Se observó un pico a 1027 cm-1 en el espectro del alginato de sodio correspondiente a 
estiramientos de los enlaces C-O (Figura 2a). El espectro de SPI mostró picos a 1635 (Amida I) 
y 1520 cm-1 (Amida II), correspondiente a estiramientos C=O y vibraciones de deformación C-N, 
respectivamente (Figura 2b). Estos picos son característicos a las proteínas y péptidos. Además, 
se observó un pico a 1235 cm-1 (Amida III) que representa un estiramiento C-N de los enlaces 
amida. El espectro de las microcápsulas vacías (Figura 2c) de SPI-alginato de sodio mostraron 
un aumento en la intensidad de los grupos amida I y II en comparación con el espectro de SPI 
debido a que los grupos amino del SPI interactúan con los grupos carboxilo del alginato de sodio 
para formar un complejo que contiene un enlace amida (Albano et al., 2019).

En general, los espectros de las microcápsulas vacías (Figura 2c) y de M. guilliermondii 
microencapsulada (Figura 2e) mostraron un comportamiento similar, con las únicas diferencias 
observadas en la intensidad de los picos. Estos resultados evidenciaron interacciones débiles 
entre las células de M. guilliermondii y los materiales de la pared, lo que indica que la levadura 
puede liberarse de las microcápsulas.

Análisis térmico

TGA

Las curvas termogravimétricas diferenciaron dos etapas representativas para el alginato de 
sodio, SPI, las microcápsulas vacías y M. guilliermondii microencapsulada (Figura 3). La primera 
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pérdida de masa de las curvas de TGA se refiere a la pérdida de humedad (entre 30 y 100 °C). 
Por encima de este rango de temperatura, la segunda pérdida de masa está asociada al proceso 
de descomposición. Durante esta etapa, pueden producirse reacciones de descomposición en 
los componentes de las microcápsulas, es decir, proteínas y carbohidratos  (Fritzen-Freire et 
al., 2012; Rivera-Aguilar et al., 2020). El alginato de sodio, el SPI y las microcápsulas vacías 
mostraron temperaturas de inicio de descomposición a 215, 250 y 247 °C, respectivamente. Miss-
Zacarías et al. (2022) informó que la degradación térmica del alginato de sodio se produjo entre 
185.5 y 474 °C, tal y como se observó en este estudio.

Por otro lado, las células libres de M. guilliermondii mostraron tres etapas de variación de 
masa; la segunda y la tercera se observaron a temperaturas de 261 y 375 °C, respectivamente, 
lo que corresponde a la descomposición de azúcares, proteínas y carbohidratos complejos. M. 
guilliermondii microencapsulada mostró una temperatura de inicio de descomposición de 233 
°C; su termograma no mostró la tercera etapa de variación de masa, lo que indica que no había 
células libres alrededor de las microcápsulas. Por lo tanto, se puede inferir que se realizó un 
proceso de microencapsulación eficiente. 

 

Figure 2. Espectro FTIR de M. guilliermondii microencapsulada y sus componentes. 
Alginato de sodio (a), SPI (b), microcápsulas vacías (c), células libres (d), y M. 

guilliermondii microencapsulada (e). 

Fuente: Elaboración propia basada en resultados.
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DSC

En todas las muestras, las curvas DSC mostraron dos picos endotérmicos bien definidos, 
que corresponden a los puntos de fusión (Figura 4). Se observó un evento térmico adicional (pico 
exotérmico) en el alginato de sodio, y dicho pico puede atribuirse a la oxidación de los restos tras 
su descomposición. Por separado, el alginato de sodio y el SPI mostraron valores de Tg de 132 
y 134.3 °C, respectivamente. Se observó un valor de Tg de 139.4 °C para la mezcla de SPI y 
alginato de sodio. Estos datos indican una posible reticulación entre los polímeros, tal y como lo 
describe Albano et al. (2019), lo que puede favorecer las propiedades fisicoquímicas y térmicas 
de las dos macromoléculas, como se evidenció en el análisis FTIR (Figura 2). La curva DSC 
de M. guilliermondii microencapsulada se asemeja mucho a la de las microcápsulas vacías. La 
adición de M. guilliermondii no afectó al valor Tg de las microcápsulas. Las débiles interacciones 
del material polimérico con las células de levadura evidenciadas en los espectros FTIR (Figura 2) 
se confirmaron en el análisis DSC.  

Figura 3. Perfil termogravimétrico de los componentes de la bioformulación de 
M. guilliermondii. Alginato de sodio (a), SPI (b), microcápsulas vacías (c), células 

libres (d), y M. guilliermondii microencapsulada (e). 

Fuente: Elaboración propia basada en resultados.
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Figura 4. Curvas DSC de los componentes de la bioformulación 
de M. guilliermondii. Alginato de sodio (a), SPI (b), microcápsulas 
vacías (c) y M. guilliermondii microencapsulada (d). 
  

Fuente: Elaboración propia basada en resultados.

Eficacia de biocontrol de M. guilliermondii microencapsulada contra P. 
italicum en el limón Persa

Se probó la eficacia del control biológico de la formulación de M. guilliermondii LMA-
Cp01 microencapsulada en limón Persa (Figura 5). Ambos tratamientos con M. guilliermondii, 
tanto la bioformulación como las células frescas, fueron eficaces (p < 0.05) para reducir la 
incidencia (Figura 5a) y la severidad (Figura 5b) de las infecciones causadas por P. italicum en 
el limón Persa en comparación con el control. No se observaron diferencias significativas en 
la severidad y la incidencia entre los tratamientos con M. guilliermondii. Las reducciones de la 
incidencia fueron del 33 ± 13 y del 50 ± 13 % cuando se utilizaron células frescas y microcápsulas, 
respectivamente. Las reducciones de la severidad fueron del 40 ± 22 % para las células frescas y 
del 46 ± 11 % para las microcápsulas de M. guilliermondii. Se obtuvieron resultados similares en 
cuanto a la eficacia de otra cepa de M. guilliermondii contra P. italicum en el limón Persa, según 
informaron Wang et al (2021). No obstante, se han publicado pocos estudios sobre el uso de esta 
levadura como control biológico de enfermedades de los cítricos. M. guilliermondii LMA-Cp01 es 
un agente de control biológico eficaz para el manejo de varios hongos fitopatógenos, tales como 
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C. gloeosporioides, P. digitatum, P. italicum, P. expansum, Rhizopus stolonifer, Botrytis cinerea, 
Lasiodiplodia theobromae, Neofusicoccum batangarum, y Cladosporium cladosporioides (Ayón-
Macias et al., 2023; Covarrubias-Rivera et al., 2024; López-Cruz et al., 2023, 2025). Por lo tanto, 
la posibilidad de controlar los principales patógenos postcosecha de los cítricos en limón Persa 
podría ampliar su aplicación.

Figure 5. Eficacia del biofungicida de M. guilliermondii contra P. italicum en 
limón Persa. Incidencia (a) y severidad (b) de moho azul evaluadas a los 10 días 
de almacenamiento a 25 °C y 90 % HR. Letras diferentes indican diferencias 
significativas (p < 0.05) de acuerdo con la prueba LSD de Fisher. Las barras 
representan la media de 10 frutos x 4 réplicas y las barras del error representan la 
desviación estándar de la media. Fuente: Elaboración propia basada en resultados. 

Conclusiones

El proceso de secado por aspersión permitió el desarrollo de una formulación de 
control biológico basada en M. guilliermondii microencapsulada en SPI-alginato de sodio con 
propiedades fisicoquímicas deseables. El FTIR y el análisis térmico pudieron evidenciar las 
interacciones entre el SPI y el alginato de sodio, así como las débiles interacciones entre M. 
guilliermondii y los materiales de la pared. Estos hallazgos sugieren un aumento de la estabilidad 
de M. guilliermondii, así como un proceso de microencapsulación eficiente que garantiza una 
liberación gradual. Además, M. guilliermondii microencapsulada es una formulación prometedora 
para controlar el moho azul causado por P. italicum en la limón persa. No obstante, se necesita 
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más investigación para mejorar la estabilidad de almacenamiento de la bioformulación. Además, 
es necesario evaluar la eficacia de las dosis y las frecuencias de aplicación de la bioformulación, 
en condiciones comerciales precosecha o postcosecha.  
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