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RESUMEN

La presente Tesis estudia el desarrollo de un método simple, rapido y econémico
para producir un soporte polimérico que permite encapsular agentes quimicos o
microorganismos promotores del crecimiento vegetal con el objetivo de producir
fertilizantes o biofertilizantes de liberacion controlada. Los polimeros
biodegradables de origen natural o sintético seleccionados son el quitosano, el

almidon y el alcohol polivinilico.

El quitosano o las mezclas binarias de quitosano y almidén o, quitosano y alcohol
polivinilco fueron capaces de formar matrices poliméricas en forma de
macroesferas utilizando una solucion acuosa de tripolifosfato de sodio
seleccionado como agente entrecruzante. Por su naturaleza policatidnica, el
quitosano puede formar un enlace idnico con el entrecruzante seleccionado en
un amplio rango de pH. En particular se seleccioné un pH bésico debido a que
se genera un hidrogel con una densidad de entrecruzamiento baja que ayuda al
material a tener un mayor hinchamiento que se encuentra asociado a una mayor

carga de agente activo a encapsular.

Para analizar la estructura de los materiales preparados con distintos
porcentajes de quitosano y tiempos de entrecruzamiento se ultilizo:
espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FITR) y resonancia
magnética nuclear para solidos (RMN CP-MAS). Se utilizaran la microscopia
electronica de barrido (SEM) y espectroscopia de energia dispersiva de rayos X
(EDS) para analizar la morfologia de las macroesferas obtenidas con las mezclas
poliméricas y evaluar el contenido de fésforo. La estabilidad térmica de los
materiales se estudiara usando calorimetria diferencial de barrido (DSC), analisis
termogravimétrico (TGA) y su primera derivada (DTGA). La cristalinidad de los
materiales se evaluara usando difraccion de rayos X (XRD). Se determiné la
cinética de hinchamiento para conocer la capacidad maxima de retenciéon de

agua de todas las matrices preparadas.



Se utilizé nitrato de potasio como fertilizante quimico modelo y células de
Azospirillum brasilense y P. fluorescens para producir los biofertilizantes. Los
microorganismos seleccionados se cargaron solos o de manera conjunta. En el
caso de los fertilizantes quimicos preparados, se encontré que la cinética de
liberacion en agua se extendié durante 14 dias alcanzando un porcentaje de

liberacion entre 70 y 98 % de la sal cargada segun la matriz utilizada.

Se comprobd que las macroesferas seleccionadas para desarrollar los
biofertilizantes pueden ser cargadas con medios conteniendo Azospirillum
brasilense y/o Pseudomonas fluorescens y permanecer almacenadas durante un
periodo de 12 meses mostrando aun altos titulos de ambos microorganismos
viables (10° unidades formadoras de colonias.g™? de A. brasilense y 108 unidades
formadoras de colonias.g™ de P. fluorescens).

En funcion de los resultados obtenidos durante el desarrollo de la presente Tesis
se encontré que las macroesferas preparadas mostraron propiedades que las
hacen adecuadas en la industria agroquimica para la fertilizacion quimica o

biologica de liberacion controlada.
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CAPITULO |

INTRODUCCION Y OBJETIVOS

En este capitulo se describen las caracteristicas mas importantes de los
fertilizantes de liberacion controlada, tanto quimicos como biolégicos. Se
discuten los métodos de preparacion, la forma de aplicacion y las ventajas que
presentan respecto a los fertilizantes quimicos y biolégicos convencionales de

amplia aplicacién actual.
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INTRODUCCION

La industrializacion permitio la produccion en masa de fertilizantes y pesticidas,
generando durante el siglo pasado un inmenso desarrollo de la agricultura [1].
En la actualidad la poblacién mundial es mayor a 7.000 millones de personas y
se espera que para el afio 2050 alcance los 9.500 millones [2]. Para satisfacer la
demanda de alimentos de la creciente poblacién, se han empleado de forma
generalizada fertilizantes quimicos y bioldgicos, los cuales tienen por objetivo
proveer al cultivo de los nutrientes esenciales como el nitrégeno, el fosforo y el
potasio (N, P, K) para favorecer el crecimiento y mejorar el rendimiento de los
cultivos. Sin embargo, la mala administracion de los fertilizantes aplicados,
debido a su excesivo o inadecuado uso en la agricultura convencional,

representa una amenaza para el medio ambiente [3,4].

Los procesos involucrados en la transformacion del excedente de los fertilizantes
aplicados son diversos ya que se deben a la accion microbiolégica (nitrificacion),
a reacciones quimicas que transforman los compuestos que no se utilizan
(precipitacién, hidrélisis, etc) y/o a procesos fisicos como la volatilizacion y la
lixiviacidn entre otros. Estos procesos también afectan la eficiencia del uso de
los nutrientes y producen la contaminacion [5,6] del agua a nivel superficial y
subterranea, asi como la degradacion de la calidad del suelo e incluso cambios

en los ecosistemas [7,8].

Por consiguiente, la industria agroquimica enfrenta un desafio permanente para
desarrollar sistemas que aumenten la produccion agricola pero minimicen los
problemas ambientales, ya sea mejorando los productos ya existentes o,
desarrollando productos nuevos mas especificos [9,10], que mejoren su

eficiencia minimizando la frecuencia de su aplicacion.

Un fertilizante ideal deberia aplicarse una Unica vez, de manera que suministre
la cantidad necesaria de nutrientes para el crecimiento Optimo del cultivo y
produzca el menor efecto nocivo posible en el suelo, el agua y la atmdsfera. El
aumento de la produccién de cultivos sin comprometer el medio ambiente puede

lograrse aumentando la eficiencia de uso de los fertilizantes y del agua v,
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minimizando los requerimientos de plaguicidas, a través del manejo integrado de

los sistemas agricolas.

Considerando que la incorporacion de fertilizantes quimicos tradicionales
durante la siembra se realiza normalmente al principio de la campafia de
produccion, es imposible controlar los aportes nutritivos a la planta durante el
desarrollo del cultivo. Por esta razon, es necesario seleccionar cuidadosamente
el tipo y la cantidad del fertilizante empleado, ya que estos factores no pueden
modificarse una vez realizada la siembra. A pesar de este inconveniente, los
fertilizantes quimicos tradicionales gozan de las ventajas de la simplicidad de su
aplicacion y de su bajo costo [11].

Hay una variedad de estrategias que se pueden utilizan para aumentar la
eficiencia del uso de los fertilizantes quimicos convencionales para minimizar su
impacto negativo sobre el medio ambiente. Ellas se basan en mejoras de los
métodos de aplicacion de la fertilizacidn tradicional que consisten en: la
aplicacion dividida o localizada, la fertilizacion de precision y la fertirrigacion
[12,13].

A nivel comercial, también existen los fertilizantes quimicos llamados de
liberacion controlada (CRFs) que poseen la capacidad de modular el aporte de
los nutrientes [14-17]. El uso de este tipo de fertilizantes permite extender el
tiempo de aprovechamiento de los nutrientes, minimizando o evitando
concentraciones toxicas para las plantas con la consecuente disminucion de la
posibilidad de dafio medioambiental permitiendo la degradacion por la flora
microbiana edéfica [18]. El perfil de liberacion del principio activo requerido por
las plantas puede modificarse controlando la estructura del material con que se

preparan en funcion de las variables de sintesis [19].

Si, ademas, los polimeros seleccionados para producir los CRFs son
biodegradables y biocompatibles, se elimina la contaminacién asociada por el
uso de fertilizantes preparados a partir de polimeros sintéticos no

biodegradables, que producen una acumulacién de residuos en el suelo.
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Por otro lado, existe otro tipo de fertilizantes denominados biofertilizantes que
tradicionalmente son formulados que incluyen uno o mas microorganismos
promotores del crecimiento vegetal. Usualmente se comercializan como turbas
o liquidos protectores llamados inoculantes [20]. Estas bacterias que se
denominan PGPB por sus siglas en inglés (Plant Growth Promoting Bacteria:
bacterias promotoras del crecimiento vegetal) mejoran la disponibilidad de
nutrientes para las plantas y actian a través de distintos mecanismos. Estos
microorganismos proporcionan una fuente de nutrientes renovable como es el
caso de la fijacion biologica del nitrogeno, o aumentan la disponibilidad de

nutrientes poco maviles del suelo como el fosforo [21-23].

Dentro de los mecanismos de accion, la promocion directa esta basada en la
produccion de fitohormonas y en la mejor provision de nutrientes a las plantas,
destacandose entre este tipo de microorganismos los géneros Rhizobium y
Azospirillum. Indirectamente, algunos microorganismos promueven el
crecimiento y la salud de las plantas al suprimir o controlar patégenos, como es
el caso de los géneros Pseudomonas y Bacillus entre otros [24-26],
encontrdndose muchas veces efectos superpuestos cuando se utiliza un mismo

microorganismo [27].

Su uso en las practicas agricolas sustentables es alentado debido a que
incrementan el rendimiento de los cultivos, permitiendo reducir la fertilizacion
quimica de forma parcial o total [28]. En la actualidad, en la Argentina, los
biofertilizantes  tradicionales son mayormente comercializados como
formulaciones liquidas, aplicados a las semillas previamente a la siembra,
mientras que en otros paises se utilizan las turbas como vehiculo de los

microorganismos [29].

Si bien las formulaciones liquidas desarrolladas en la ultima década han logrado
mejoras en la calidad del inoculante, existen numerosos inconvenientes
relacionados con su aplicacién, entre los que se destacan la heterogeneidad en
la distribucion de los microorganismos sobre las semillas, la pobre proteccion de
las bacterias frente al estrés ambiental en el suelo [30] y ademas, una elevada

susceptibilidad de contaminacién. Las turbas, que son materiales organicos
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complejos, a pesar de ser los soportes mas utilizados para inocular semillas de
leguminosas con rizobios a nivel mundial [31], poseen una alta variabilidad en su
calidad, son propensas a contaminarse, y consecuentemente producen una
disminucién de la vida util de los inoculantes afectando la calidad del producto
final y su estabilidad durante el almacenamiento [32]. Por ejemplo, Fallik y Okon
(1996) encontraron que la concentracion celular de Azospirillum brasilense en
una turba comercial disminuyé de 101° a 10° UFC/g (Unidades Formadoras de

Colonias) después de seis meses de almacenamiento [33].

En los ultimos afios se han generado formulaciones de inoculantes secos
utilizando polimeros hidrofilicos biodegradables como el alginato, el
carragenano, la pectina y el quitosano, entre otros, o utilizando sistemas
matriciales no biodegradables preparados con nylon o polietilenimina [29,34—36].
Sin embargo, muchos de estos inoculantes no han llegado a comercializarse en
forma masiva, principalmente por su alto costo de produccién o porque generan

una contaminacion asociada al hecho de no ser biodegradables [37].

Como alternativa, se ha explorado el uso de hidrogeles preparados a partir de
matrices poliméricas que ya han sido utilizados en numerosas aplicaciones
relacionadas con las areas biomédica, agricola, ambiental y farmacéutica entre
otras [38—45]. Los hidrogeles poseen una estructura tridimensional capaz de
retener una gran proporcion de agua, soluciones o fluidos biolégicos. La
estructura tridimensional es consecuencia de las interacciones y/o enlaces entre
las cadenas poliméricas, entre los que podemos mencionar: enlaces covalentes,
enlaces por puente hidrégeno, interacciones coulémbicas (electrostaticas) y
fuerzas de Van der Waals [40,44]. Los hidrogeles se pueden dividir en dos
categorias en funcioén de la naturaleza de las uniones presentes en la estructura
de la red tridimensional. Los hidrogeles se denominan geles "fisicos" si la
estructura de la red se debe a interacciones fisicas. Estos hidrogeles son
reversibles y es posible disolverlos cambiando algunas variables fisicoquimicas
como el pH, la fuerza idnica de la solucion y la temperatura, entre otros factores
[40,44,46]. Los geles "permanentes” o "quimicos”, son aquellos en los que la red

esta formada por enlaces covalentes [40,44].
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La estructura final de los hidrogeles se puede disefar para controlar la densidad
de entrecruzamiento, lo que permitiria modificar algunas  propiedades
especificas como la biodegradacion, o preparar materiales inteligentes con
respuestas controlables para expandir o contraer la red polimérica ante un
cambio en las condiciones ambientales externas [40]. La densidad de
entrecruzamiento puede ser homogénea o heterogénea dependiendo de las
condiciones de reaccion, entre las que podemos mencionar el pH, la temperatura
y el tiempo de entrecruzamiento, entre numerosas variables experimentales [47].
Dependiendo del grado de entrecruzamiento final, el hidrogel presentara
diferentes propiedades mecanicas, podra modificar su capacidad de absorcion
de agua y se afectard el comportamiento cinético de liberacion del agente activo

incorporado, determinando asi su potencial aplicacion.

La liberacion de un agente activo incorporado en un hidrogel polimérico esta

determinada por la etapa lenta del proceso de transporte del mismo.

Los posibles mecanismos controlantes de este proceso son [48-50]:

l. Difusion: se presenta en sistemas poliméricos tipo reservorio o0
matriciales originalmente hinchados o en la capa de gel que se produce
en matrices originalmente secas cuando éstas se ponen en contacto con
un fluido que produce un hinchamiento de la matriz.

Il. Hinchamiento por solvente: se verifica en sistemas poliméricos
originalmente secos o poco hinchados que tienen incorporado el principio
activo. En el primer caso se produce un frente de hinchamiento y en el
segundo caso aumenta el grado de hinchamiento de la red polimérica. En
estos sistemas la liberacion es controlada por un frente movil del medio
de disolucién que genera una hidratacion de la matriz polimérica. De esta
manera se produce un fenémeno de difusion del solvente que genera un
proceso de relajacién de las cadenas poliméricas permitiendo la difusién
del soluto a través de los poros llenos de solvente existentes en el gel
generado como consecuencia de la hidratacion.

[l Degradacion de la matriz polimérica: en estos sistemas la velocidad de
liberacion depende de la velocidad de degradacion del polimero. Esta
situacion puede ocurrir por reaccion quimica (hidrélisis) o por un

fenébmeno fisico de destruccion lenta de la estructura tridimensional
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debida al desacoplamiento de las cadenas (erosion). En el primer caso,
el soluto se encuentra unido a la cadena polimérica a través de un enlace
que puede romperse por hidrélisis o por actividad enzimatica. En el
segundo caso, el soluto es liberado a medida que la estructura de la red

polimérica se va degradando.

Las matrices poliméricas utilizadas en esta Tesis se encuentran originalmente
secas, por lo que el proceso de hinchamiento del material en el suelo humedo
resulta un proceso intimamente relacionado con el proceso de liberacion.

El proceso de hinchamiento es fuertemente dependiente de la composicion
quimica de la matriz, de la estructura, densidad de entrecruzamiento y de la
morfologia de la red tridimensional. Una vez que la matriz polimérica se pone en
contacto con el agua, las primeras moléculas hidrataran la parte mas polar
(grupos hidrofilicos) del polimero dando lugar a una fraccion de solvente
quimicamente unido. Finalmente, el material incluird una cantidad adicional de
agua, conocida como agua libre, que ocupara el espacio entre las cadenas

poliméricas y los poros de la estructura de la matriz [44].

Cuando una matriz polimérica entrecruzada se pone en contacto con un fluido,
ocurren dos fendbmenos que se oponen, las cadenas poliméricas tienden a
interactuar espontaneamente con las moléculas del fluido y los
entrecruzamientos de la red polimérica tratan de mantener la forma inicial
(fuerzas elésticas restrictivas en el interior del gel). El equilibrio de hinchamiento
se alcanza cuando ambas fuerzas se igualan [40,44]. Los hidrogeles tienen la
capacidad de absorber agua o soluciones acuosas debido a la hidrofilicidad de
estos materiales, que normalmente estda asociada a la presencia de grupos
hidroxilo (-OH), carboxilo (-COOH), amida (-CONH3), amino (-NH2) y/o sulfénico

(-SOsH), presentes en la estructura de los polimeros [40,44,46].

El uso de hidrogeles biodegradables como sistemas de liberacion controlada de
fertilizantes quimicos y biologicos, permitiria optimizar el manejo del agua,
reducir los costos relacionados con la mano de obra para realizar el riego,
minimizar las pérdidas de fertilizante quimico, suministrar nutrientes a las plantas

durante periodos prolongados, disminuir la frecuencia de aplicacion del
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agroquimico, minimizar los potenciales efectos negativos asociados con la
sobredosificacion y la lixiviacion. Ademas, en el caso de los biofertilizantes, la
matriz polimérica tiene un efecto protector de las PGPB de los estreses
ambientales circundantes y de predadores naturales existentes en el suelo

controlando al mismo tiempo su liberacion.

Los materiales utilizados para la obtencién de hidrogeles pueden ser polimeros
sintéticos y/o naturales. Algunos polimeros naturales se pueden utilizar con
escaso o nulo tratamiento quimico previo o con modificaciones quimicas que
permiten obtener productos con propiedades diferentes a las originales. El uso
de polimeros sintéticos no biodegradables en hidrogeles con potencial aplicacién
para la liberacion controlada de fertilizantes quimicos y biolégicos es
desventajoso porque aumenta el costo final del producto, no son ambientalmente
amigables y tampoco son aptos para suelos con altos contenidos de sales
[51,52].

Dentro de los biopolimeros mas ampliamente usados para la preparacion de
CRFs se encuentra el quitosano (CS), que es un poliaminosacarido que se
encuentra en estado natural en las paredes celulares de algunos hongos e
insectos. Sin embargo, su principal fuente de produccion es la hidrélisis de la
quitina en medio alcalino para lo que usualmente se utiliza hidroxido de sodio o
de potasio a elevada temperatura [53,54]. La quitina es el biopolimero mas
abundante en la naturaleza después de la celulosa. Su mayor fuente natural
reside en el caparazon de los crustaceos [53]. Es altamente hidrofébica e
insoluble en agua y en la mayoria de los solventes organicos, lo que limita

drasticamente su uso [53,54].

El CS es un heteropolisacarido natural cationico, compuesto por unidades de
glucosamina y acetilglucosamina (ver Figura 1.1). El CS es el derivado més
importante de la quitina porque presenta propiedades significativamente

diferentes.

Este biopolimero es antimicrobiano, no toxico, hidrofilico, bioestimulador de

semillas, biocompatible y biodegradable. Estas caracteristicas son
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fundamentales para su uso como materia prima en la produccion de matrices
poliméricas con fines agricolas [54,55]. El quitosano es un bioestimulador porque
produce una respuesta favorable en la defensa de la plantas [56], asi como
también ante las infecciones por patdégenos [57]. El proceso industrial mas
utilizado para la obtencion de CS es mediante la desacetilacion de la quitina
(Figura 1.2), lo que incrementa su costo limitando su aplicacibn como matriz

polimérica en el desarrollo de CRFs [60].
CH3 CH3
o=< OH o=<
NH o NH
.. HO HO
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NH
OH o= OH
CHs
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OH o={
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-0 g HO 0 0
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Figura 1.1. Estructura quimica de la quitina y del quitosano [58].

El CS posee grupos amino e hidroxilo reactivos aptos para ser modificados
guimicamente. El porcentaje de grupos amino que quedan libres en la
molécula de CS es lo que se denomina grado de desacetilacion (DD) el cual
esta estrechamente vinculado con su solubilidad e hidrofilicidad. Es un
polielectrolito cationico debido a la presencia de los grupos amino (pKa = 6,2
a 7,0) [59]. La protonacién de los grupos amino del CS en medio &cido le
confiere la posibilidad de reaccionar con compuestos polianiénicos, interactuar
con superficies cargadas negativamente o producir guelatos con iones

metalicos [60].
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Desechos de crustaceos
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Quitosano

Figura 1.2. Diagrama de flujo simplificado para la obtencién de quitosano a partir
de quitina [61].

Otro biopolimero, que en esta Tesis se ha seleccionado para el desarrollo de
matrices poliméricas con caracteristicas aptas para ser utlizado en la
preparacion de fertilizantes, es el almidon (ST). También es un polisacarido
natural, de bajo costo que se encuentra presente en granos, semillas y
tubérculos de las plantas como compuesto energético de reserva, presentando

en su caracteristica granular varias formas y tamafos que dependen
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basicamente de la fuente [65-67]. Su composicion quimica es la de un
polisacarido formado Unicamente por unidades glucosidicas, es decir que es una
macromolécula formada por gran cantidad de moléculas de anhidroglucosa que
se repiten [65—67].

Los granulos de almidén estdn compuestos por dos componentes principales de
D-glucopiranosa en su estructura, la amilopectina y la amilosa cuya proporcion

es variable y depende de la fuente del almidon [62,63].

La amilopectina es un polisacarido altamente ramificado. Las ramificaciones
estan unidas a la cadena polimérica principal por enlaces a-D-(1—6), localizadas
cada 20-30 unidades lineales de glucosa y constituyen aproximadamente el 5 %
del total en la estructura, mientras que el resto de la cadena se encuentra unida
mediante el enlace glucosidico a-D-(1—4) (ver Figura 1.3). La amilopectina es la
responsable de la alternancia entre zonas amorfas y cristalinas por la presencia
del enlace a-D-(1—6) [62,64].

La amilosa es un a-D-(1—4)-glucano con una estructura esencialmente lineal
formada principalmente por unidades de a-D-glucopiranosa unidas por medio de
enlaces a-(1—4) [65], con cadenas que poseen entre 200 a 2500 unidades
monoméricas y pesos moleculares que van de cien mil hasta un millén [66].

El contenido de amilosa en el almidon oscila entre 15 y 30%.

El almidon es insoluble en agua a temperatura ambiente, pero por calentamiento
en un medio acuoso sufre un proceso denominado gelatinizacién. Para este
proceso se requiere un porcentaje de agua mayor al 30 % y una temperatura
entre 60 y 75 °C, valor que depende de la fuente de origen del almidén. El
fendmeno es originado por la ruptura de los enlaces de hidrogeno en las cadenas
del almidén. Como consecuencia del mencionado proceso, la amilosa sale del
granulo y permite la entrada de moléculas de agua a los espacios entre las
cadenas de amilopectina, quedando los grupos OH mas expuestos para
interaccionar con el agua. Cuando la temperatura alcanza un valor comprendido

entre 60 y 75 °C (dependiendo de la fuente del almidén), comienza un proceso
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que provoca un aumento en el desorden de las macromoléculas y
consecuentemente una pérdida de la cristalinidad de forma irreversible. Este
proceso permite aumentar la viscosidad logrando la solubilizacion del almidon y

la formacion del gel [66,67].
(a) (b)
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Figura 1.3. Diagrama esquematico de la estructura de (a) la amilosa y (b) de la

amilopectina [64].

Cuando el sistema almidén-agua ya gelificado se enfria, los enlaces de
hidrégeno entre las cadenas del polimero y las moléculas de agua se reemplazan
con enlaces de hidrogeno entre las cadenas poliméricas. A nivel molecular, este
proceso de reasociacion se denomina retrogradacion. De esta manera las
cadenas macromoleculares se reordenan produciendo zonas cristalinas debido

a la formacioén de enlaces de hidrogeno entre las mismas [67].

En esta Tesis también se explora el uso de un polimero sintético para la
preparacion de una matriz polimérica adecuada para generar un sistema de
liberacion controlada de fertilizantes quimicos y bioldgicos. Se seleccion¢ al
alcohol polivinilico (PVA) porque es un polimero hidrofilico, biodegradable y
biocompatible. Debido a estas caracteristicas se ha utilizado en diferentes
campos de investigacion, como el sector farmacéutico, biomédico, y agronémico,

entre otros [68—71]. El PVA tiene una estructura quimica relativamente simple
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con grupos hidroxilo de facil acceso (Figura 1.4) [72]. La naturaleza hidrofilica
del polimero se debe a la presencia de estos grupos hidroxilo y es considerada
una caracteristica clave ya que es también responsable de la versatilidad

quimica inusual del PVA.

A través de estos grupos ocurre la interaccion con cadenas poliméricas laterales
con diversas caracteristicas quimicas y fisicas, proporcionando la posibilidad de
modificar la hidrofilicidad de la cadena polimérica y la generacion de diversas

estrategias de entrecruzamiento [72,73].

OH .

Figura 1.4. Estructura quimica del ségmero del PVA [68].

El monémero del PVA es el alcohol vinilico, pero el mismo no existe en una forma
estable, debido a su tautébmero, el acetaldehido. Por lo tanto, industrialmente el
PVA se produce a partir de la polimerizacion por radicales libres del acetato de
vinilo, obteniéndose el poliacetato de vinilo (PVAc) [68,74]. El PVA se obtiene
finalmente a través de la hidrdlisis alcalina del PVAc (Figura 1.5). Esta reaccion
normalmente no es completa, por lo tanto, la estructura del PVA posee
numerosos grupos hidroxilos y una menor proporcion de grupos acetatos. Esta
proporcion entre grupos hidroxilos y acetatos se denomina grado de hidrélisis, el
cual mide la extension de la reaccion de alcéholisis. Es por esta razén que el
PVA siempre se considera como un copolimero. El grado de hidrélisis, es un
pardmetro importante que determina las propiedades quimicas y mecanicas, la
solubilidad, y la cristalinidad del PVA [73,75].
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Figura 1.5. Diagrama esquematico de la obtencion del PVA.

El desarrollo de nuevas matrices poliméricas biodegradables de liberacion
controlada de biofertilizantes (CRBs) y de fertilizantes quimicos (CRFs) presenta
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un enorme desafio desde el punto de vista cientifico, productivo y comercial

respecto al reemplazo de los productos comerciales existentes en el mercado.

Los CRBs y los CRFs resultan utiles si: tienen la capacidad de liberar los activos
encapsulados de manera controlada y efectiva en el tiempo de crecimiento de
las plantas, son sencillos de manipular y aplicar con maquinaria agricola de
siembra convencional y fundamentalmente, se puede asegurar Ila

estandarizacion de su calidad.

En el caso particular de los biofertilizantes, es necesario disefiar una matriz
polimérica que proteja al microorganismo del estrés ambiental y permita su
almacenamiento a temperatura ambiente por periodos prolongados asegurando

la sobrevida de altos titulos bacterianos.

En esta Tesis se exploré la posibilidad de utilizar hidrogeles biodegradables en
forma de esferas preparadas a partir de mezclas binarias de quitosano, almidén
y alcohol polivinilico (CS/ST y CS/PVA) como sistemas de liberacién controlada

de fertilizantes de gran interés tecnologico en la industria agroquimica.

La presencia del CS en la red polimérica resulta imprescindible porque le confiere
al material la posibilidad de generar hidrogeles entrecruzados idnicamente
utilizando en la preparacion de las esferas una solucion acuosa de tripolifosfato
de sodio (STPP) como entrecruzante i6nico. Para ello se utiliza una metodologia

simple, sencilla y no contaminante que se desarrolla a temperatura ambiente.

El entrecruzamiento fisico por interaccién electrostéatica que se ha seleccionado,
en lugar de utilizar agentes de entrecruzamiento quimico como el glutaraldehido,
el etilenglicol, el diglicidil éter o la genipina entre otros (agentes entrecruzante
guimicos normalmente empleados para la preparacién de hidrogeles de CS),
resulta fundamental porque evita los potenciales efectos adversos relacionados

con la toxicidad del entrecruzante quimico residual [76].

La interaccion entre el STPP y el quitosano es altamente dependiente del pH. En

el caso de utilizar un pH acido se obtienen matrices poliméricas con una mayor
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densidad de entrecruzamiento, debido a que el grupo amino del CS se encuentra
protonado y disponible para interactuar con el ion polifosforico, o que daria como
resultado una estructura mas compacta (ver Figura 1.6 a) [77]. Si en cambio se
realiza el entrecruzamiento a pH basico, el CS produciria una estructura mas
abierta con un entrecruzamiento iénico menor que a pH acido (ver Figura 1.6 b)
[77] que produce una estructura 6ptima para una aplicacién agroquimica debido

a que se limita el entrecruzamiento iénico.

[ HH;+ 1 WH,+ |
"9_53_\, H-o—rf-% H-O-Fley

HAa-Fars HD-fats HorEzn

b) pH Basico

Figura 1.6. Estructura propuesta por Mi et al. para la interaccion entre CSy STPP
en: a) medio acido y b) medio basico [77].

Como las matrices preparadas tienen por objetivo ser utilizadas como
fertilizantes y biofertilizantes de liberacion controlada, se seleccioné trabajar con
una solucién de STPP a pH basico (8,6). Este pH se obtiene como consecuencia
de la hidrdlisis de la sal de STPP en agua. Este pH se mantiene durante la
preparacion de las macroesferas asegurando la presencia de los dos tipos de
iones (OH"y P3010°) que compiten entre si para reaccionar con el grupo amino
protonado del CS (Figura 1.7) [78].
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Figura 1.7. Mecanismo de interaccion del CSy el STPP a pH 8,6 [78].

Muchos estudios ya han investigado la preparacion de hidrogeles en forma de

esferas usando CS y STPP bajo diversas condiciones de concentracion, peso

molecular de quitosano, pH, concentracion de solucion de STPP y tiempo de

entrecruzamiento [76,79-81]. También se ha reportado el uso de matrices

poliméricas preparadas con CS solo y/o con otros biopolimeros, entrecruzados

con diferentes agentes entrecruzantes en forma de esfera, para diferentes

aplicaciones relacionadas con la liberacién controlada. A continuacion se

explicitan algunos de los resultados:

a)

b)

Ibezim y col. (2011) prepararon microesferas de CS/STPP entrecruzadas
ibnicamente para la liberaciéon controlada de pirimetamina [82]. Los
analisis realizados con Espectroscopia Infrarroja por Transformada de
Fourier (FTIR) y con Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)
confirmaron la presencia de pirimetamina en las microesferas, logrando
encapsular hasta un 99 % m/m en las matrices que presentaron el mayor
grado de hinchamiento.

Shu y Zhu (2000) prepararon microesferas de CS, gelatina, y alginato
utilizando STPP como entrecruzante (entrecruzaron la matriz a pH acido
y basico) para la liberacion controlada de isotiocianato de fluoresceina
aclopado a dextrano [83]. Obtuvieron una estructura con una composiciéon
uniforme y con una eficiencia en la carga de la droga mayor al 90 %.

Debido a que el entrecruzamiento ionico se incrementa a pH bajos, el
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tiempo de entrecruzamiento y el pH afectaron significativamente la
liberacion del farmaco. Verificaron que, a mayor tiempo de
entrecruzamiento, el grado hinchamiento es menor debido a la formacion
de una estructura mas rigida.

c) Kumari y Rani prepararon microesferas de CS/ST entrecruzadas con
glutaraldehido para la liberacion controlada de clorhidrato de metformina
[84]. Analizando los difractogramas de rayos X, observaron que el CS
aumentod la cristalinidad del almidon y que el grado de hinchamiento
dependio de la composicion polimérica utilizada en la produccion de las
microesferas. Encontraron que, a mayor porcentaje de almidén, el

porcentaje de farmaco liberado se incrementaba.

El elevado costo de las esferas de CS/STPP mencionadas en el item a), limita
su aplicacién como sistemas de liberacion de fertilizantes en la agroindustria.
Para abordar este inconveniente, en esta Tesis se usaran mezclas poliméricas
compatibles preparadas con CS en bajas proporciones (del 20 a 40 % m/m)y ST
de papa o PVA. Estos dos ultimos se seleccionaron por ser econdémicos,

biodegradables, biocompatibles, hidrofilicos y no téxicos.

Hasta el momento no se han reportado en la literatura estudios sobre la influencia
de la composicién polimérica y del tiempo de entrecruzamiento en: las
propiedades térmicas, la estructura, la cinética de hinchamiento y la velocidad
de liberacién de fertilizantes quimicos y biolégicos de sistemas de liberacion que
utilizan macroesferas preparadas con hidrogeles de quitosano/almidon o

quitosano/alcohol polivinilico entrecruzados ibnicamente con STPP.

El control de estas propiedades podria dar lugar a protocolos de preparacion
aptos para el disefio de matrices de CS/ST y CS/PVA como sistemas de
liberacién controlada de fertilizantes quimicos y biol6gicos de acuerdo con

requerimientos especificos.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la potencial aplicacion de hidrogeles biodegradables en forma de
macroesferas (beads) basadas en mezclas poliméricas de quitosano y almidén,
o de quitosano y alcohol polivinilico, para su uso en el area agronémica como

fertilizantes quimicos o biolégicos de liberacion controlada.

Objetivos especificos

1. Identificar la aplicabilidad de diferentes protocolos experimentales para la
preparacion de los dispositivos de liberacién (macroesferas) en funcion de la
composicion final de la mezcla polimérica, del mecanismo y tiempo de
entrecruzamiento responsable de la formacién de las esferas y del tipo de
fertilizante a incorporar.

2. Determinar la estructura, la morfologia y las caracteristicas térmicas de las
diferentes macroesferas preparadas.

3. Determinar, para las macroesferas preparadas, la capacidad de absorcion de
agua, de solucion acuosa de fertilizante quimico (KNOs) o de indculos
bacterianos preparados con dos bacterias PGPB seleccionadas (Azospirillum
brasilense y Pseudomonas fluorescens) de manera independiente o conjunta.
4. Evaluar la aplicabilidad de las macroesferas como fertilizante, quimico o

biolégico, de liberacion controlada.
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

En este capitulo se detallan los métodos utilizados para el desarrollo
experimental de este trabajo. Se describen la metodologia para la preparacion
de los hidrogeles, las diferentes técnicas de caracterizacion empleadas, el
procedimiento para evaluar la cinética de hinchamiento de los hidrogeles y la
liberacion de los diferentes agentes activos incorporados en las matrices

poliméricas.
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MATERIALES

Las materias primas utilizadas en esta investigacion para desarrollar las matrices
poliméricas fueron:
1. Quitosano en polvo de masa molar media con un grado de desacetilacion
del 81 %, viscosidad de 687 cP (Sigma-Aldrich, Estados Unidos).
2. Almiddn de papa en polvo (Sigma-Aldrich, Estados Unidos).
3. Alcohol polivinilico de alto peso molecular (85.000 a 124.000 g/mol), 99 %
de hidrdlisis (Sigma-Aldrich, Estados Unidos).
4. Tripolifosfato de sodio en polvo, 85 % de pureza. Sigma-Aldrich (Estados
Unidos).
5. Acido lactico en solucion acuosa al 90% v/v (Laboratorios Cicarelli,

Argentina).

Activos encapsulados

1. Nitrato de potasio: se utilizd como fertilizante quimico modelo debido a su
sencilla deteccion conductimétrica, pureza del 97 % (Laboratorios
Cicarelli, Argentina).

2. Microorganismos: se utilizaron como bacterias promotoras de crecimiento
vegetal Azospirillum brasilense Az39 y Pseudomonas fluorescens ZME4.
Fueron provistas por el Laboratorio de Bioquimica Vegetal y Microbiana

de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad de Mar del Plata.

Materiales utilizados en la preparacién de las muestras para SEM
1. Etanol (99,5 % de pureza) y acetona (99,9 % de pureza) (Sigma-Aldrich,
Estados Unidos): se emplearon para la deshidratacion de las matrices
poliméricas cargadas con los microorganismos encapsulados.
2. Solucion acuosa de glutaraldehido, 25 % m/v (Sigma-Aldrich, Estados
Unidos). Se utilizé para fijar los microorganismos en la matriz polimérica.
Todos los materiales utilizados fueron de grado analitico.
El agua desionizada utilizada en todas las preparaciones se obtuvo a partir de

un sistema de purificacion Millipore Simplicity con una resistividad de 18 MQ cm.
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METODOS

Método de preparacion de los materiales poliméricos

Preparacion de los hidrogeles

Solucion de quitosano: se obtuvo agregando el polimero en polvo sobre una
solucion acuosa de acido lactico al 1 % m/m bajo agitacion mecanica a
temperatura ambiente. Se utilizdé la masa de polimero necesaria para que la

concentracion final fuera igual a 3 % m/m de CS.

Gel de almidodn: el gel se preparé adicionando la suficiente cantidad de ST sobre
agua desionizada de manera que la concentracion final fuera del 8 % m/m.

Luego, se calentd bajo agitacion constante a 78 °C, hasta la gelatinizacion.

Gel de alcohol polivinilico: el gel se obtuvo agregando una masa de PVA sdélido
sobre agua desionizada asegurando que la concentracion final de PVA fuera
igual a 15 % m/m.

Posteriormente, se calentdé bajo reflujo y con agitacion magnética constante

durante aproximadamente dos horas hasta lograr su disolucion.
Solucién de entrecruzante iénico: se preparé una solucion de tripolifosfato de
sodio adicionando la masa necesaria de sal al agua desionizada con agitacion

magnética hasta obtener una concentracion final de 1 % m/m.

Soluciéon de hidroxido de sodio: se prepard una solucién de NaOH 2M para la

preparacién de macroesferas utilizando el fenédmeno de coagulacion.

Preparacion de las macroesferas

Se prepararon 3 tipos de macroesferas:

1. Macroesferas de quitosano: se formaron utilizando la solucién de CS.
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2. Macroesferas de quitosano/almidon: se prepararon a partir de mezclas de
la solucion de CS y del gel de ST con una proporcion en masa final igual
a 20/80 o 30/70 % m/m (quitosano/almiddn).

3. Macroesferas de quitosano/alcohol polivinilico: se obtuvieron con mezclas
de la solucion de CS y del gel de PVA con una composicion final de 30/70

0 40/60 % m/m (quitosano/alcohol polivinilico).

En todos los casos se utilizdé un agitador mecéanico Biotraza OS40-PRO durante
30 minutos a 300 rpm para la preparacion de la solucidon de quitosano o de las

mezclas poliméricas a temperatura ambiente.

Las macroesferas se obtuvieron empleando una técnica de goteo del material
polimérico sobre la solucion del entrecruzante iénico utilizando agitacion
magnética. El tiempo de contacto con la solucién de STPP se establecio en dos
(2) y cuatro (4) horas.

La velocidad de goteo y el tamafio final de la macroesfera se regul6 en funcion
del didametro de la boquilla, que se seleccioné en funcion de la composicion de
la matriz polimérica empleada (CS solo, CS/ST o CS/PVA) de manera de que el
diametro de todas las macroesferas obtenidas tuviera la menor dispersion

posible.

Una vez obtenidas las macroesferas, se secaron en una estufa de vacio FAC
(Argentina) a 40 °C hasta alcanzar peso constante.

El material preparado utilizando STPP a partir de CS o de las mezclas de CS/ST
y CS/PVA con diferentes tiempos de entrecruzamiento se designé como: CS-2,
CS-4, CS2ST8-2, CS2ST8-4, CS3ST7-2, CS3ST7-4, CS3PVA7-4, CS4PVAG-2
y CSPVAG6-4 respectivamente (ver Tabla 1). El nimero 2 o 4 ubicado después
del guion, corresponde al tiempo de entrecruzamiento en horas. A las matrices
poliméricas seleccionadas para ser usadas como soporte en los sistemas de
liberacién de fertilizantes biologicos se le asigné la letra E al final del nombre de
las muestras. Las macroesferas seleccionadas para preparar los biofertilizantes
se identifican porque luego del tiempo de entrcruzamiento aparece ES.
Finalmente, todas las macroesferas secas preparadas sin el activo a liberar, se

lavaron sumergiéndolas en abundante agua desionizada usando un lavador
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ultrasoénico. El objetivo de este lavado fue eliminar el STPP residual. Al finalizar
el lavado se secaron nuevamente en una estufa de vacio a 40°C hasta alcanzar

peso constante.

En el caso de las macroesferas que fueron utilizadas para incorporar las
bacterias, luego del segundo secado se sometieron a un procedimiento de
esterilizacion en autoclave a gas tipo Chamberland VZ 500 (Argentina) durante

20 mina 120 °Cy 1 atm (ver Tabla 1.1) antes de la incorporacion de las mismas.

En la Tabla 2.1 se resume la nomenclatura asignada en funcion de las
condiciones de preparacion (composicion, tiempo de entrecruzamiento y proceso

de obtencidn) para la totalidad de las macroesferas obtenidas.

Tabla 2.1 Composicién de las macroesferas y tiempo de entrecruzamiento
empleado.

o Tiempo de
Nombre de las Composicion (% m/m)* )
entrecruzamiento
Muestras
CS ST PVA (horas)

CS-2 100 0 0 2
CS-4 100 0 0 4
CS2ST8-2 20 80 0 2
CS2ST8-4 20 80 0 4
CS3ST7-2 30 70 0 2
CS3ST7-4 30 70 0 4
CS2ST8-2ES 20 80 0 2
CS3PV7-4 30 0 70 4
CS4PV6-2 40 0 60 2
CS4PV6-4 40 0 60 4
CS3PV7-4ES 30 0 70 4

* Composicion final m/m alcanzada una vez que se obtuvieron las muestras
secas.
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Técnicas de caracterizacion

La caracterizacion de las propiedades fisicoquimicas de los materiales es
fundamental para evaluar su aplicacion. En esta seccion se describen las

técnicas experimentales utilizadas en la caracterizacion de las macroesferas.

Andlisis reoldgico dindmico

El andlisis de reologia dinamica es util para estudiar los cambios
microestructurales producidos por las interacciones entre las cadenas

poliméricas o debido al proceso de gelificacién [85].

Los ensayos reoldgicos se realizaron utilizando un reémetro Paar Physica MCR
300 (Stuttgart, Alemania) equipado con un bafio termostéatico con agua circulante
para mantener la temperatura de las muestras a 25 + 0,5 °C. Se utilizé la

geometria de platos paralelos.

Las muestras fueron desgasificadas previamente y luego se ubicaron sobre el
plato inferior donde se mantuvieron durante 10 minutos para alcanzar el equilibrio
térmico y mecanico antes de realizar cada experimento. En todas las
experiencias se coloco suficiente cantidad de muestra en la plataforma de
manera de cubrir completamente el &rea ubicada entre los platos con un espesor
de al menos 1 mm. Se mantuvo la humedad relativa alrededor de la muestra,
utilizando un recipiente circular que rodea la plataforma de medicion. De esta
manera, se evito la evaporacion del agua que conllevaria a la variacion de los

parametros reoldgicos medidos.

Las funciones reoldgicas obtenidas en los ensayos dinamicos oscilatorios deben
ser medidas dentro del rango viscoelastico lineal (dentro del cual se verifica que
la relacion entre la tension aplicada y la deformacién son proporcionales) porque
de esta manera los valores experimentales son independientes de la magnitud
de la fuerza aplicada, de la magnitud de la deformacion y de la velocidad de

aplicacién de la misma. Se fij6 una temperatura de medicion (25 °C) y se realiz6
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un barrido de esfuerzo (0 a 35 Pa) a una frecuencia fija (2,5 Hz) para determinar

el rango viscoelastico lineal (RVL).

Una vez elegida la deformacion (deformacion constante de 0,1 %) que asegure
un comportamiento viscoelastico lineal, se realizé un barrido de frecuencia de
0,1 a 100 rad/s. En los espectros realizados se registraron el médulo elastico o
mobdulo de almacenamiento dindmico (G’) y el modulo viscoso o modulo de
pérdida (G”) en funcién de la frecuencia de oscilacion. Todos los experimentos
fueron realizados por triplicado y cada muestra se midié por duplicado como

minimo.

Microscopia electronica de barrido (SEM) y espectroscopia de energia

dispersiva de rayos X (EDS).

Esta técnica otorga informacién de la topologia superficial de la muestra
analizada de una manera rapida con un costo adecuado. Las microscopias
producen imagenes ampliadas y con la EDS se obtiene informacion in situ de la

composicion quimica de los materiales organicos e inorganicos.

El equipo puede operar con alto vacio correspondientes a un ambiente muy seco
(SEM. Se produce un haz de electrones de alta energia que produce la formacién

de imégenes y posibilita el analisis quimico [86].

Microscopia electronica de barrido (SEM): Las macroesferas se fijaron a la
superficie del portamuestras mediante una cinta doble faz. La observacion de las
muestras secas previamente metalizadas con oro, se realizd utilizando un
microscopio electrénico de barrido a alto vacio Karl Zeiss Supra 40 (Alemania),
con cafdn de electrones por emision de campo operado a 3 kV y con una

resolucién de 2 nm.

Para la realizacion de las micrografias de las macroesferas con los
microorganismos encapsulados, se necesito fijar las bacterias empleando una
solucion acuosa de glutaraldehido (5 % v/v) durante 5 horas. Después las

matrices poliméricas se sometieron a un proceso de deshidratacién de varias
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etapas. En cada una de ellas, las muestras se sumergieron durante una hora en
distintas soluciones de etanol/agua, partiendo de una concentracion inicial de
25/75 % hasta llegar al 100/0 % (etanol/agua, respectivamente). Por dltimo las
macroesferas fueron deshidratadas hasta llegar al punto critico empleando para
ello un secador Autosandri-810 con dioxido de carbono liquido como fluido de

transicion.

Espectroscopia de energia dispersiva de rayos X (EDS): Se utiliz6 un
microscopio electrénico de barrido Karl Zeiss Supra 40 (Alemania) que posee un
EDS-detector, Oxford Instruments Ltd, UK. El andlisis EDS se realiz6 en el modo
de deteccion semicuantitativa y el voltaje de aceleracion utilizado fue de 20kV.

Difraccién de rayos X (XRD)

Es una técnica que permite analizar el porcentaje de cristalinidad de una muestra
empleando rayos X. Para generar este tipo de radiacion se usa un catodo emisor
de electrones constituido por un filamento (Cu, Mo, Fe, Ni, Ag o W) calentado
eléctricamente a muy alta temperatura. Los electrones emitidos son
concentrados por un colimador y acelerados hacia el &nodo. Al incidir sobre este
altimo, los electrones son desacelerados rapidamente, y su energia cinética se

convierte parte en calor y parte en radiacién de rayos X [87].

Los ensayos se realizaron usando las muestras en polvo con un difractometro
equipado con un goniometro horizontal Rigaku D/max con geometria de Bragg-
Bentano y radiacion CuKa (A=0.1542 nm), en el rango 26= 5-50° con una

potencia de 40Kv/20m A y una velocidad de 5 °/min.
Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)
Este método éptico estudia la interaccion entre la radiacion infrarroja y la materia.

Es una técnica apropiada para verificar en los materiales la existencia de

interacciones inter e intramoleculares entre distintos grupos funcionales [88].
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Los espectros de FTIR fueron obtenidos con un espectrofotometro FTIR Nicolet
380, Thermo Scientific (Estados Unidos). Para tal fin, se prepararon pastillas por
compresion del polvo formado por una parte de muestra y veinte partes de KBr
espectroscopico. Cada espectro se adquirio con 40 barridos entre 400 y 4000

cm con una resoluciéon de 4 cm.

Resonancia magnética nuclear (RMN)

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear en soluciones o en sélidos,
es una poderosa herramienta utilizada para la elucidacion estructural de
compuestos moleculares mediante la caracterizacién de los desplazamientos
quimicos, los acoplamientos y las intensidades relativas de los picos de

resonancia [89].

Se utilizé6 un espectrometro Bruker 176 Avance [1-300 (Estados Unidos). Los
espectros de alta resolucion de 3P y 13C fueron obtenidos empleando la técnica
de polarizacién cruzada (CP) para {*H}—{'3C} y {*H}—{3'P}, y rotacién en el
angulo magico (Magic Angle Spinning = MAS) con desacople de protones

durante la adquisicién de datos.

La glicina fue usada como referencia externa para la determinacién de los
espectros y para fijar la condicién de Hartmann-Hahn (cruce de sefiales) en los
experimentos de CP. El tiempo de reciclado fue de 4 s y el tiempo de contacto
durante la CP se ubic6 entre 200-1500 ps. En todos los casos se utilizd una

frecuencia de 10 kHz.

Analisis térmico

El analisis térmico engloba una serie de técnicas que permiten evaluar
determinadas propiedades fisicas y quimicas de una muestra cuando se somete
a un programa de calentamiento [90]. En este trabajo se utilizaron calorimetria
diferencial de barrido y termogravimetria para analizar la influencia del método

de preparacion de las macroesferas en el comportamiento térmico.
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Calorimetria diferencial de barrido (DSC): Con esta técnica se pueden
determinar calores especificos, asi como puntos de ebullicion, fusion y
cristalizacion, pureza de compuestos cristalinos, entalpias de reaccion y otras

transiciones de primer y segundo orden [90].

Se utiliz6 un Calorimetro Shimadzu, modelo DSC-60 Plus (Japon). El
compartimento donde se coloca la muestra se purgé con nitrdgeno a una
velocidad de flujo de 30 mL min-t y como referencia se utilizé una capsula vacia
y sellada de aluminio. La velocidad de calentamiento fue de 10 °C min-. El rango
de temperatura barrida fue de 25 a 350 °C. Las cépsulas de aluminio utilizadas
para el analisis dentro de la celda del DSC se prepararon con aproximadamente

5,00 mg de muestra previamente seca y molida.

Andlisis termogravimétrico (TGA): En este analisis se registran de manera
continua las variaciones en funcion del tiempo o en funcién de la temperatura de
la masa de una muestra expuesta a una atmosfera controlada [90]. En este
trabajo los termogramas fueron registrados en funcién de la temperatura, con lo
cual los cambios observados en la pendiente se asocian con la degradacion del
material. La derivada de la curva resultante del andlisis termogravimétrico,
permite determinar los puntos de inflexion (temperatura correspondiente a la

velocidad maxima de degradacion) para cada zona de pérdida de masa [90].

En el andlisis termogravimétrico se utilizé un equipo Shimadzu, modelo TGA-50
(Japon). Se colocaron aproximadamente 10,00 mg de muestra seca y
pulverizada dentro de una capsula de aluminio, la cual fue sellada y perforada
antes de la medicién para permitir la salida de gases y de los productos de
descomposicién. Las muestras se calentaron a una velocidad de 10 °C min-*
desde 25 hasta 500 °C en una atmaosfera inerte, con una velocidad de flujo de 30

mL mint,

Fracciéon soluble

Para obtener la fracciéon soluble de las macroesferas entrecruzadas secas

obtenidas luego de las etapas ya descriptas en el item de obtencion de las
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matrices, se puso en contacto una masa determinada de material polimérico con
agua desionizada durante 5 horas. Luego, el material hidratado se coloc6 en una
estufa MCH (Argentina) a 30 °C durante 48 horas hasta masa constante.

La fraccion soluble se defini6 como la relacion entre la masa perdida como

consecuencia de la inmersion en agua del material (m;) y la masa inicial del

material seco antes de la inmersion (m,).

m
% de la fraciéon soluble = (1 — m—f) * 100 (Ec. 2.1)
0

Grado de hinchamiento de los materiales (“Swelling”)

El grado de hinchamiento de equilibrio permite evaluar la maxima cantidad de

agua o fluido que puede incorporarse en la matriz polimérica.

Teniendo en cuenta que la carga de nitrato de potasio o de microorganismos se
realizara por absorcion de soluciones acuosas, esta informacion permitira

determinar la cantidad maxima de agente activo que se puede incorporar.

Hinchamiento con agua desionizada: en este tipo de ensayo, la matriz polimérica
es expuesta a un fluido hasta alcanzar el equilibrio. Experimentalmente se
pueden determinar dos grados de hinchamiento. El primero corresponde a la
relacion entre el volumen de la matriz polimérica hinchada con el solvente
respecto al volumen de la matriz secay el otro corresponde a la relacién en masa
entre el solvente incorporado en la matriz originalmente seca y el material

polimérico seco [44,91].

En todos los ensayos de hinchamiento realizados en esta investigacion se utilizd
el método gravimétrico. Como fluido de hinchamiento se seleccioné agua
desionizada obtenida de un equipo Millipore Simplicity cuyo pH se midié con un

peachimetro marca Hanna Instrument, modelo Hi 2216 pH/ORP/ISP meter.
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Las muestras secas se pesaron y después se colocaron en un recipiente con
suficiente cantidad de agua desionizada a temperatura ambiente (25 °C). Las
muestras hidratadas se pesaron a tiempos predeterminados después de
remover el exceso de agua de la superficie con papel filtro. Los ensayos se
llevaron a cabo por triplicado. El grado de hinchamiento porcentual (Q,,) para
cada muestra a un tiempo determinado (t) fue calculado con la siguiente

ecuacion:

my

Qm =

donde m, es el peso de la muestra a un tiempo t y m, es el peso inicial del

material seco.

Los valores experimentales del grado de hinchamiento en funcién del tiempo se
pueden ajustar con la ecuacion semiempirica tipo ley de potencia (ec. 2.3) que

ha sido usada en numerosas publicaciones [92—-94].

Qme _ I (Ec. 2.3)
Qmoo
reagrupando:
Q: = k't" (Ec. 2.4)

donde Q,,; es el grado de hinchamiento masico al tiempo t; Q,,. €s el grado de
hinchamiento a tiempo infinito (grado de hinchamiento maximo); k es una
constante de velocidad de absorcibn que involucra las caracteristicas
estructurales y geométricas de la matriz polimérica; k' es una constante que
resulta del producto de k y Q,,,; t €S el tiempo y n es un exponente caracteristico
que describe el mecanismo que gobierna el proceso de incorporacién del

solvente.

Para una geometria de la matriz polimérica esférica, como la utilizada en esta
investigacion, si n tiene un valor de 0,43 el mecanismo controlante de

incorporacion de solvente es la difusion del fluido de hinchamiento en la matriz
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polimérica (proceso fickiano), si n > 0,85 el mecanismo limitante es la relajacion
de las cadenas poliméricas y si 0,43 < n< 0,85 ambos procesos, el de difusion y
el de relajacion, influyen en el hinchamiento por solvente porque ocurren en
escalas de tiempo comparables y el mecanismo controlante recibe el nombre de
proceso andmalo [94]. Esta ecuacion solo puede ser utilizada para el 60 % inicial

de absorcion de agua [92,94].

Hinchamiento con solucidn acuosa saturada de nitrato de potasio: La
preparacion de las matrices que se utilizaran como fertilizante quimico se baso
en la incorporacion de nitrato de potasio por absorcion, colocando las matrices
poliméricas lavadas y secas en un volumen de solucién saturada de KNO3
durante 5 h. Para ello se tuvo en cuenta el grado de hinchamiento méaximo

determinado cuando se utiliz6 agua como solvente.

Se preparé una solucion acuosa saturada de la sal, sabiendo que, a temperatura
ambiente la solubilidad del fertilizante modelo seleccionado es de 20 g
KNO3/100g H20. Una vez finalizado el periodo de absorcién, las matrices fueron
secadas a 40°C hasta masa constante. El porcentaje de carga se calculd

gravimétricamente mediante la siguiente ecuacion:

my—m (Ec. 2.5)

%Carga = % %100

my

donde m, es la masa inicial de las macroesferas secas y m; es la masa final de

las macroesferas secas luego de haber absorbido el fertilizante quimico.

Hinchamiento con la solucidbn que contiene las bacterias promotoras del
crecimiento vegetal: para el entrampamiento de las bacterias en el soporte se
prepararon cultivos puros de Pseudomonas fluorescens ZME4 (Ps) y
Azospirillum brasilense Az39 (Az) en caldo nutritivo (NB) crecidos a 30 °C
agitados a 150 rpm hasta llegar a fase exponencial tardia o estacionaria
temprana (Densidad Optica a 600nm (DO600) =2). Los medios de cultivo se
centrifugaron a 3000 g por 15 min a temperatura ambiente y se resuspendieron

en un volumen adecuado de sobrenadante del cultivo.
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El volumen del inéculo bacteriano utilizado, se determiné en funcién de la
cantidad de bacterias necesarias para asegurar la biofertilizacion y de los
resultados obtenidos en los ensayos de hinchamiento con agua considerando
que las macroesferas secas deben absorber completamente el volumen del
inoculo calculado. Se realiz6 la carga del soporte, previamente esterilizado por
autoclave, con las cepas por separado (Az o Ps) o en conjunto (1:1) (Az+Ps).

Una vez realizada la incorporacion de las bacterias, las macroesferas cargadas
se secaron a 30 °C hasta alcanzar peso constante, manteniendo la esterilidad.
El material resultante se almacené a temperatura y humedad ambiente durante
1 afio, con el objetivo de evaluar la supervivencia de los microorganismos y por

lo tanto la viabilidad del material como biofertilizante.

Supervivencia de los microorganismos

La evaluacion de la sobrevida bacteriana en las macroesferas se realizo
colocando 0,01 g de material triturado con émbolo estéril en 1 mL de agua ultra
pura estéril. Posteriormente se realizo la incubacion durante 2 horas a 30°C con
agitacion. Luego, se determiné en las suspensiones las UFC/g mediante
recuento con la técnica de la microgota, que consiste en sembrar diluciones
seriadas de cada muestra sobre un medio agar nutritivo (NA) para P. fluorescens
ZME4, o rojo congo (RC) para A. brasilense Az39, e incubando las placas a 30°C.
En el caso del material conteniendo la mezcla de cepas (Az+Ps), se realizaron
los recuentos en RC a 38 °C y NA a 30°C para poder leer colonias de Az y Ps,

respectivamente.

Los resultados permitieron analizar la evolucién del contenido de UFC por gramo

de soporte (UFC/g) durante el periodo de almacenamiento.
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Ensayos de liberacion del activo encapsulado

Fertilizante quimico

El ensayo de liberacion del fertilizante (KNOs) almacenado en las macroesferas
se estudio colocando un peso conocido de las matrices cargadas en un volumen
de 90 mL de agua desionizada (medio de liberacion) a 25°C en condiciones

estaticas (sin agitacion).

Se utilizé un conductimetro HANNA Instrumens, modelo HI 9033 multi-range
conductivity meter. La concentraciébn acumulada del fertilizante en funcion del
tiempo se determind utilizando una recta de calibracién con soluciones valoradas
de nitrato de potasio. En todos los experimentos el electrodo del conductimetro
se mantuvo en la misma posicién fija respecto a la ubicacion de las

macroesferas.

Las curvas de liberacion que permiten estudiar la cinética se obtuvieron
graficando la concentracion acumulada de KNOs en el medio receptor en funcion
del tiempo. Las mediciones se realizaron por triplicado. Para analizar la cinética
de liberacién del soluto se utilizd la ecuacion semiempirica del tipo ley de

potencia de Ritger y Peppas [92]:

Ce - (Ec. 2.6)
Coo

reagrupando:
C, =k't" (Ec. 2.7)

donde C; es la concentracion acumulada del soluto liberado al tiempo ¢, C,, es la
concentracion acumulada del soluto liberado correspondiente al tiempo infinito,
k' es la constante que involucra entre otras variables la masa de las
macroesferas, la masa total de KNO3s presente en el sistema y la geometria del
dispositivo de liberacién y n es el exponente que indica el mecanismo controlante

de liberacion.
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Como ya se explicitd, para la geometria esférica correspondiente a las
macroesferas, si n es 0,43 el proceso limitante en la cinética de liberacion es la
difusion fickeana, si n >0,85 la relajacion de las moléculas del polimero es el

proceso limitante y si n esta entre 0,43 y 0,85 se denomina transporte anémalo.

Si bien es posible, utilizando la funcion logaritmo, transformar las ecuaciones
anteriormente nombradas en una funcion lineal y aplicar un ajuste lineal, se
decidio utilizar el ajuste no lineal porque la transformacion matemética

distorsiona el error experimental [94].

El ajuste de los datos experimentales obtenidos se realizo utilizando la regresion
no lineal de cuadrados minimos con el método de Levenberg-Marquardt en el
modo no robusto (Matlab version 7.10, MathWorks, Inc., 2010). Los métodos
robustos son aquellos que no excluyen ningun resultado, aunque parezca
atipico, asignando distintos pesos a los datos. En este caso no existe la
posibilidad de obtener datos con estas caracteristicas y es por lo que se usa un

modo no robusto.

La gran limitacién de la aplicacion de la ecuacion semiempirica del tipo ley de
potencia propuesta por Ritger y Peppas es que no describe en su totalidad a la
curva de liberacién. Las limitaciones tedricas de aplicabilidad de la ecuacién son
las siguientes [92,94]:

* Se deben cumplir las condiciones de sumidero en el medio donde se esta
liberando la droga (la concentracion final de la droga liberada en el medio
receptor no debe superar el 10 % de su solubilidad).

* El coeficiente de difusion del activo a liberar se considera constante e
independiente de la concentracion de la misma.

* Solo es valida para una fraccion de liberacion menor o igual al 60 % del total
de droga inicial.

* La liberacion se produce de manera isotérmica.
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Biofertilizante

Para el analisis de la liberacion de las bacterias desde el soporte, se estudio la
cinética de liberacion de cada cepa cuando se encapsulan individualmente o en

forma conjunta utilizando como medio receptor agua estéril o suelo natural.

Medio receptor: agua estéril

Para el andlisis de la cinética de liberacion en agua se colocaron 15 mg del
material polimérico cargado con las bacterias en 2 mL de agua destilada estéril
y se dejo el sistema en estado estacionario durante 30 dias a temperatura
ambiente. A determinados intervalos de tiempo se retiré 0,1 mL sin disturbar la
muestra y se determiné el numero de UFC en la suspension por mL de medio,
se empled el método de medicion para cada cepa tal como se describid en el

item correspondiente a la supervivencia de los microorganismos.

Medio receptor: suelo natural

La liberacién en suelo natural se realiz6 para analizar la influencia de la presencia
de otros microorganismos en el ambiente. Se utilizaron cepas recombinantes,
que llevan marcadores de resistencia a un antibiético de manera de poder
individualizar las cepas de interés de entre la comunidad microbiana presente en
el suelo. Para la obtencion de la cepa Azrif (Az resistente a rifampicina), se
seleccionaron mutantes naturales de la cepa salvaje resistentes al mencionado
antibiotico rifampicina. Para ello se esparci6 un cultivo de Az en estado
estacionario en una placa de medio RC conteniendo un gradiente de rifampicina
(0-200 pg/mL). Las colonias desarrolladas en la zona de mayor concentracion
de antibidtico se subcultivaron 5 veces en un medio sin antibiético para luego
analizar la estabilidad de la resistencia mediante un recuento en placas cony sin
rifampicina (50 pg/mL). Se seleccion6 un clon con resistencia estable para los

ensayos en suelo.

La cepa Psgem (Ps resistente a gentamicina) se obtuvo por introduccién de una

copia Unica de un transpos6n miniTn7 que lleva un cassette de resistencia a
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gentamicina en un punto especifico del genoma introduciendo los plasmidos
pME3280a (que lleva el miniTn7) y pUX-BF13 (que provee la maquinaria de
transposicion) en la cepa Ps por electroporacion [95]. Se seleccionaron clones
recombinantes en medio LB con gentamicina (12.5 pg/mL) y se confirmé la
integracion del transgén por PCR (reaccion en cadena de la polimerasa, en

inglés polymerase chain reaction).

Para el andlisis de la liberacion en suelo se colocaron 10 mg de material cargado
con las cepas Azrif y Psgem en 1 g de suelo Argiudol Tipico libre de raices
recolectado debajo de los 10 cm de suelo superficial ubicado en el Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) de la ciudad de Balcarce, Buenos
Aires . El sistema se incubd a temperatura ambiente por 30 dias a 20 °C,
manteniendo la humedad del suelo constante, y se analizd la liberacion
bacteriana a determinados intervalos de tiempo. Se prepararon tres muestras
por cada determinacién. Para cuantificar las bacterias liberadas a partir del
material, se retir0 el soporte polimérico de la muestra, se lavé el suelo con 10 mL
de agua destilada estéril y se analizo el contenido de UFC presentes, tal cual
como se describié anteriormente empleando los antibidticos correspondientes
para facilitar el conteo debido a la presencia de microorganismos naturales del

suelo.

Con los datos obtenidos se analizé la cinética de liberacién graficando UFC
acumulada en agua estéril o en suelo natural en funcién del tiempo. Se utilizé
nuevamente la ecuacion semiempirica del tipo ley de potencia de Ritger y

Peppas realizando un ajuste no lineal de los resultados experimentales [92,94]:

Ut (Ec. 2.8)
— = kt"
Ue
reagrupando:
U =k't" (Ec. 2.9)

donde U; son las UFC liberadas al tiempo t, U, son las UFC liberadas en el

equilibrio, k' es la constante que involucra entre otras variables la masa de las
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macroesferas, las UFC totales de los microorganismos presentes en el sistema

y la geometria del dispositivo de liberacion y n es el exponente de liberacion.
El valor de n esta relacionado con el mecanismo que controla el proceso de

liberacibn como ya se describio en el item correspondiente a la liberacion del

nitrato de potasio.
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CAPITULO Il

CARACTERIZACION DE LAS MACROESFERAS POLIMERICAS

En el presente capitulo se presentan los resultados obtenidos al emplear cada
una de las técnicas de caracterizacion descriptas en el capitulo anterior y se
efectia el analisis de los resultados obtenidos. Se utilizaron las matrices
poliméricas basadas en CS, CS/ST y CS/PVA, preparadas con distintas

composiciones y utilizando diferentes tiempos de entrecruzamiento.
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CARACTERIZACION DE LAS MATRICES POLIMERICAS PREPARADAS
CON CS/ST

Reologia dinamica

Los barridos de frecuencia a deformacion constante (0,1%) presentados en la
Figura 3.1 muestran la evolucién de los moédulos de almacenamiento (G’) y de
pérdida (G”) en funcién de la frecuencia correspondientes al CS 3 % m/m
disuelto en acido lactico 1 % m/m, al gel de ST 8 % m/m y a las diferentes

mezclas poliméricas de CS/ST.

El G’ esta asociado a la energia almacenada por cada ciclo oscilatorio aplicado
y depende de las caracteristicas y concentracion de las macromoléculas por lo
que esté directamente relacionado con la densidad de entrecruzamientos de la
red polimérica. En cambio, el G” esta asociado a la energia disipada a la que
contribuyen tanto las macromoléculas poliméricas como el solvente, por lo que
es una medida de la energia perdida como calor durante el ciclo oscilatorio

aplicado.

Se observd que todas las muestras estudiadas poseen un comportamiento
viscoelastico. Analizando el barrido de frecuencia obtenido para el gel de almidén
se encontr6 una escasa dependencia con la frecuencia del moédulo elastico.
Ademas, en todo el rango de frecuencias ensayado, el médulo G’ supera en un
orden de magnitud al médulo G”. Estos resultados confirman que la solucién de

almidon luego de ser calentada se transforma en un gel [96].

En el caso de la solucién de CS y de las mezclas poliméricas de CS/ST se
observé que a bajas frecuencias el G” es mayor que el G’ y que ambas
magnitudes muestran una dependencia con la frecuencia. Esto es indicativo de
gue tanto la solucion de quitosano como las mezclas poliméricas, previamente

al proceso de entrecruzamiento ionico, no son geles.
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Figura 3.1. Barrido de frecuencia a deformacion constante (0,1%)
correspondiente a: gel de ST, solucion de CS y mezclas poliméricas de CS/ST a
25°C. Mébdulo elastico: G’ (simbolos rellenos) y médulo viscoso: G” (simbolos
vacios).

El incremento en la composicion de CS en las mezclas poliméricas, produjo un
corrimiento de la frecuencia de cruce entre los médulos G’ y G”. A medida que
se incremento la composicion de quitosano en la mezcla, la frecuencia de cruce,
donde los médulos se igualan, se desplaz6 hacia valores mas bajos al mismo
tiempo que se registr6 un aumento del moédulo elastico (ver tabla 3.1). Este
resultado seria indicativo de un aumento en la rigidez de la matriz polimérica
debido a la existencia de mayor cantidad de solapamientos entre las cadenas
poliméricas y/o de un incremento de interacciones fisicas intermacromoleculares

debido a la formacion de enlaces puente hidrégeno [97].
Los resultados obtenidos estan relacionados con las interacciones que se

producen entre los grupos amino protonados del CS 'y los grupos OH del almidén

gue ya han sido reportadas en investigaciones previas [46,98,99].
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Resultados similares fueron obtenidos por Serrero et al. (2010) [99] y Horn et al.
(2011) [100], usando una mezcla polimérica preparada con quitosano y almidén

de papa oxidado.

Tabla 3.1 Frecuencia (o) y valores de los parametros reolégicos (G’y G”) en el
punto de cruce, determinados a partir de los barridos de frecuencia realizados a
deformacion constante y 25 °C para la soluciéon de CS y las mezclas poliméricas
de CS/ST.

Muestras sin

entrecruzamiento @ (rad/s) | G*=G” (Pa)

CS 51,2 154,8
CS30ST70 8,7 43,3
CS20ST80 12,1 35,4

Horn et al. (2010) prepararon un film basado en quitosano, almidon de papa y
almidon de papa oxidado [99]. Ellos determinaron que en las mezclas que
originan los films, el G” fue mas alto que el G’, demostrando un comportamiento
tipico de mezclas poliméricas de materiales que no son geles al igual que los

resultados reportados en esta Tesis.

Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

Las macroesferas preparadas con las distintas composiciones en masa de
CS/IST con distintos tiempos de entrecruzamiento, fueron caracterizadas
morfolégicamente por SEM. Cabe destacar que para el analisis por SEM, el
hidrogel debe estar completamente seco, por lo que el tamafio e interconexion
de los poros que se observan en las micrografias no refleja la morfologia real
del hidrogel hidratado [100].

En la Figura 3.2 se presentan las micrografias obtenidas para las macroesferas

preparadas con CS y con mezclas CS/ST utilizando diferentes tiempos de

entrecruzamiento.
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a) 85 X b) 25000 X c) Corte 85 X

Cs-2

CSs-4

CS2ST8-2

CS2s5T8-4

CS3ST7-2

CS3ST7-4

an e | 1 e 3

Figura 3.2. Micrografias obtenidas para matrices preparadas con 100%, 30% y
20% de CS utilizando 2 y 4 horas de entrecruzamiento. a) macroesferas
completas; b) amplificaciéon de la superficie exterior y c) cara interna del corte
transversal de las macroesferas.
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Del andlisis de las imagenes ubicadas en la columna (a) de la Figura 3.2, el
estudio morfolégico reveldé que las macroesferas poseen una forma
aproximadamente esférica con un didmetro promedio igual a 3,70 + 0,30 mm y
3,00 = 0,07 mm para matrices poliméricas preparadas exclusivamente con CS 'y
mezclas CS/ST respectivamente, poseen una superficie rugosa y se observan
poros de diversos tamafos. La forma y el tamafo obtenidos fueron producto del
método de obtencién por goteo porque la dimension final de la matriz dependio
directamente del tamafo de las gotas del material polimérico que se puso en

contacto con la solucién del STPP a pH 8,6.

No se observo un cambio significativo en el tamafio de las macroesferas con el
aumento del tiempo de entrecruzamiento. Sin embargo, Gan y col. observaron
qgue para la formacién de particulas nanométricas de quitosano entrecruzadas
con STPP, el pH de la soluciéon y el tiempo de entrecruzamiento fueron
determinantes en la distribucion del tamafio de las particulas obtenidas [101] lo

gue podria atribuirse al método de preparacion seleccionado.

La columna (b) de la Figura 3.2 permite comparar con mas detalle la morfologia
superficial de la cara externa de las macroesferas. Para cada uno de los tres
tipos de macroesferas preparadas, se observd que la rugosidad superficial

aumento con el incremento del tiempo de entrecruzamiento.

Las imagenes que se aprecian en la columna © de la Figura 3.2, corresponden
a la superficie interna de las macroesferas seccionadas transversalmente por la
mitad. Se puede observar que existen cavidades o poros de diferentes tamafios
que podrian originarse como consecuencia de la oclusién de burbujas de aire
que se producen debido a la manipulacién del material polimérico cuando se lo
coloca en la boquilla que produce las gotas que se ponen en contacto con la
solucién de STPP.

En todas las imagenes analizadas se pudo observar que el nimero de poros se

incrementd con el porcentaje de quitosano utilizado siendo maximo en las

matrices preparadas exclusivamente con quitosano
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Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS)

En la Tabla 3.2 se muestran los resultados obtenidos utilizando la técnica de
EDS. Las mediciones se realizaron en la superficie de las macroesferas ya
lavadas y secas preparadas con las distintas composiciones, con 2 y 4 h de
entrecruzamiento. Se determind la composicién porcentual del contenido de
fésforo en la superficie externa de las macroesferas de manera de tener una idea
aproximada de la efectividad del entrecruzamiento i6nico utilizado. Las
mediciones se realizaron en diferentes puntos de la superficie y los resultados

semicuantitativos de la Tabla 3.2 son el promedio de estas mediciones.

Los resultados obtenidos indican que la cantidad de fosforo superficial dependio
de la composicion polimérica del hidrogel y del tiempo de entrecruzamiento.
Como consecuencia del pH de la solucion obtenida al disolver la sal de STPP en
agua (8,6), se encuentran dos tipos de iones (OH" y P3010°) que compiten entre
si para reaccionar con el grupo amino protonado del CS. La preparacién de las
macroesferas se produjo mediante la técnica coacervacion-separacion de fases,
donde ocurren simultaneamente la coagulacion del CS y el entrecruzamiento

ionico tal como se esquematizé en la Figura 1.7 [46,102].

Se observé que, al aumentar el tiempo de entrecruzamiento de 2 a 4 h, la
cantidad de fésforo superficial se incrementd en todos los casos, lo que
verificaria que durante el tiempo de contacto con la solucién de STPP se produce
la interaccion idnica entre los aniones polifosfato y los grupos amino protonados
del CS.

En el caso de las matrices preparadas a partir de las mezclas se observo que el
agregado de ST, independientemente de la composicion de la mezcla analizada,
disminuye significativamente el contenido de fosforo superficial respecto a las
macroesferas preparadas exclusivamente con CS lo que correlacionaria con una

ausencia de interaccion del entrecruzante seleccionado con el almidon.
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Tabla 3.2 Porcentajes de la composicion de P presente en la superficie de las
matrices poliméricas obtenidas con 2 y 4 h de entrecruzamiento.

Muestra Composicién
(% de P en Peso)
Cs-2 3,36 £ 0,27
CS4 5,27 £ 0,39
CS2ST8-2 1,95+0,22
CS2ST8-4 2,65+ 0,34
CS3ST7-2 1,41 +£0,51
CS3ST7-4 2,39+0,44

Lim et al. [103] asi como otros investigadores [104,105] prepararon almidon
fosfatado en presencia de STPP, calentando el biopolimero hasta una
temperatura cercana o mayor a 100 °C y trabajando en un rango de pH entre 6
y 11. En la Figura 3.3 se muestran las reacciones que tienen lugar entre el STPP

y el almidén a elevadas temperaturas:
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Figura 3.3. Reaccién propuestas en la fosforilacion del almidon con STPP a
pH<9 y altas temperaturas [103].

Considerando que el entrecruzamiento realizado en esta Tesis tuvo lugar a 25
°C, se infiere que el fésforo incorporado en las macroesferas se debe
exclusivamente al entrecruzamiento i6nico que se produce con los grupos
reactivos del CS, ya que se necesitarian temperaturas de reaccion mayores que
la temperatura utilizada, para lograr que ocurran las reacciones entre el STPP y
el ST. Este hecho explicaria la disminucién en la concentracién de fésforo en las
matrices preparadas con CS/ST al compararse respecto a las muestras donde

se empled exclusivamente este ultimo biopolimero (ver Tabla 3.2).
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Fraccién Soluble

Como consecuencia de la disolucion e hidrdlisis del STPP, la solucién acuosa
del agente entrecruzante posee iones OH- y tripolifosforicos. Ambos iones
pueden difundir dentro de las macroesferas formadas cuando el material

polimérico se pone en contacto con la solucion acuosa de STPP.

Los grupos OH- producen la coagulacion del quitosano y, los iones
tripolifosforicos el entrecruzamiento tal como se mostré en la Figura 1.7. Los
iones OH- compiten con los iones P3010°> para reaccionar con el grupo amino
protonado del quitosano tan pronto como las gotas poliméricas entran en

contacto con la solucién de tripolifosfato de sodio.

Teniendo en cuenta que el entrecruzamiento iénico puede controlarse ajustando
el pH de la solucién acuosa de STPP, se eligié un pH de 8,6 para lograr una baja
densidad de entrecruzamiento en la matriz polimérica [77,83] de acuerdo a los

requerimientos especificos de la aplicacion final.

Las macrosferas preparadas a partir de la solucién de quitosano y de las mezclas
(CS/ST) mantuvieron su integridad sin disolverse ni romperse durante el

experimento.

Se encontré que la fraccidon soluble estaba directamente relacionada con la
composicién polimérica de la macroesfera y con el tiempo de entrecruzamiento.
Las fracciones solubles calculadas segun la ecuacion 2.1 se muestran en la
Tabla 3.3. La fraccién soluble calculada fue mayor cuando se redujeron el
porcentaje de CS o el tiempo de entrecruzamiento.

Los resultados experimentales indican que:
- La incorporacion de ST en la estructura de las macroesferas incrementé
alrededor de un 50% la fraccion soluble en relacion con las matrices preparadas

exclusivamente con quitosano.
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- Las mezclas preparadas con 20 o 30 % de CS originaron macroesferas con
similares fracciones solubles cuando se wusa el mismo tiempo de
entrecruzamiento.

- El mayor tiempo de entrecruzamiento redujo a fraccidén soluble de todas las

macroesferas.

Estos resultados estarian relacionados con la disminucion de la densidad de
entrecruzamiento ionico que involucra las cadenas de CS y con la mayor

hidrofilicidad del almidén.

Tabla 3.3. Fraccion soluble porcentual de las macroesferas compuestas por CS
y CS/ST preparadas con diferentes tiempos de entrecruzamiento.

Muestra | 95 de la fraccion soluble
CSs-2 7,21 +0,27
CS-4 6,59 + 0,32
CS2ST8-2 11,20 £ 0,50
CS25T8-4 9,53+0,48
CS3ST7-2 10.97 £ 0,47
CS3ST7-4 9,52 +0,54

Bourtoom y Chinnan (2008) obtuvieron resultados experimentales similares al
preparar peliculas con mezclas de almidon de arroz y quitosano [106]. Ellos
informaron una disminucion en la fraccion soluble con el aumento del porcentaje
en peso de CS, que podria ser atribuible a las interacciones que ocurren entre

ambos biopolimeros.

Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Los ensayos se realizaron utlizando las macroesferas preparadas
exclusivamente con CS para analizar la influencia del entrecruzamiento sobre la

estructura del CS.

El espectro de RMN de CP-MAS 13C para el CS sin entrecruzar, que result6

similar al encontrado en la literatura [107], se muestra en la Figura 3.4 (a).
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Se pudieron identificar las siguientes sefiales caracteristicas:

- a 60 ppm se observan dos sefiales que se atribuyen al carbono C6 y al carbono
C2 del anillo piranosidico del CS

- a 76.4 ppm se observa una sefial asociada a los carbonos C5y C3

- a 84 ppm se identifica una sefal correspondiente al carbono C4

- a 106,2 ppm se detecta la presencia del carbono C1.

Como resultado del entrecruzamiento del CS, las sefales correspondientes al
Cl y a C4 se modificaron. Se encontré que los picos mencionados se
ensancharon y su intensidad disminuyd con respecto a las sefiales obtenidas
con el CS sin entrecruzar, lo que indica que la interaccion entre el CS 'y STPP se

produjo efectivamente.

CH,

C=0

T T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0
8 130 / ppm

Figura 3.4. Espectros de RMN 3C CP-MAS para el CS (a), CS-2 (b) y CS-4 (c).
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Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR)

En la Figura 3.5 (a) se observa el espectro del quitosano en polvo utilizado para
preparar las macroesferas. Posee una banda caracteristica centrada a 3449
cm™ que se atribuye a una superposicion de las vibraciones de estiramiento de
los grupos NH2z y OH [108,109]. Los picos correspondientes al estiramiento
simétrico y asimétrico del grupo CH del anillo y de los grupos CH20H y CHs
tienen maximos en 2915 cm™? y 2865 cm™ [108,109]. Se observa un pequefio
pico de los grupos CH: situado en 2150 cm[108] y una banda ubicada a 1657
cm™ para la amida | [108-111]. También hay una banda a 1657 cm™
correspondiente al grupo CONH2 y una sefial a 1598 cm™ debido al grupo NH2
[102,111,112]. También se aprecian las vibraciones correspondientes a los
grupos C-O piranosidicos y C-O-C del enlace glucosidico ubicados a1070 cm*
y de los grupos OH y CH presentes en el anillo con maximos en 1415y 1320 cm-
!, respectivamente. Se observa la banda atribuida al CHz del grupo amida
ubicada a 1380 cm?, el grupo C-O en 1255 cm, los picos pertenecientes al
enlace glucosidico C-O-C a 1150 y 1040 cm y las bandas correspondientes al
grupo CH3COH a 850y 838 cm™[84,108,113,114].

En las Figuras 3.5 (b) y (c) se presentan los espectros obtenidos para las
matrices de CS preparadas con 2 y 4 h de entrecruzamiento (CS-2 y CS-4,
respectivamente). Tal como se esperaba, todas las muestras entrecruzadas
presentaron las bandas caracteristicas del CS, confirmando que la estructura del
mismo no sufri6 modificacién quimica alguna durante el entrecruzamiento. Las
macrosferas preparadas solamente con CS mostraron un hombro a 1240 cm™,
gue puede asignarse a la vibracién de estiramiento de los grupos P = 0, lo que
indica la presencia del fésforo como consecuencia del entrecruzamiento ionico.
Existen publicaciones que reportan que a pH 8,6, la sefial del grupo P = 0 es

visible como un pequeiio hombro [46,102,111,112].
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Figura 3.5. Espectro infrarrojo correspondiente a las muestras de: CS (a), CS-2
(b), CS-4 (c), ST (d), CS3ST7-2 (e), CS3ST7-4 (f), CS2ST8-2 (g) y CS2ST8-4

(h).

En los espectros obtenidos se encontré que la intensidad de este hombro
aumentoé con el aumento del tiempo de entrecruzamiento. Mi et al. [77] y Lee et
al. [115], sintetizaron resinas y microesferas de CS entrecruzadas con STPP
respectivamente. Los resultados que obtuvieron indican que a pH 8,6 la sefal
del grupo P = O es visible como un pequefio hombro que se vuelve un pico
definido y mas intenso a medida que el pH de la solucién de STPP disminuye de
6 a 2. Cuando el pH de la solucién entrecruzante es acido, el entrecruzamiento
es consecuencia de la interaccion con el ion polifosfato, mientras que, a pH
basico, el entrecruzamiento ibnico es menos efectivo, como ya se ha explicado,

dando como resultados matrices poliméricas menos densamente entrecruzadas.

Una comparacién del espectro del CS puro con el de las macrosferas preparadas
exclusivamente con quitosano mostré que el pico a 1657 cm™ desaparecioé
después del entrecruzamiento, y dos nuevos picos aparecieron a 1650 cm™ y

1540 cm™, después de 2 y 4 h de entrecruzamiento. Esto se puede atribuir a la
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interaccion entre el ion amino protonado del CS y el ion polifosforico del agente
entrecruzante [46,112,116].

Ademas, se puede observar que la intensidad del pico posicionado a 1540 cm™
aumento al incrementarse el tiempo de entrecruzamiento, lo que correlacionaria
con una mayor densidad de entrecruzamiento ionico [102]. Este comportamiento
es consistente con el aumento en el contenido de fosforo hallado mediante el
EDS realizado en las matrices CS-2 y CS-4 (ver Tabla 3.2). Por otro lado, el
crecimiento del pico ubicado en 1650 cm™? puede asociarse con la
desprotonacion del CS presente en las macroesferas, por efecto de los grupos
hidroxilo resultantes de la hidrdlisis del STPP [117].

El espectro FTIR del almidén de papa se presenta en la Figura 3.5 (d), en el que
se muestra las bandas caracteristicas. En la region de la “huella dactilar”,
aparecen los picos a 1151 cm™, 1078 cm™* y 1024 cm correspondientes a las
vibraciones de las uniones C-O-C del enlace glucosidico y las bandas con
maximos en 931 cm?, 862 cm?, 769 cm?' y 710 cm atribuidas al anillo
piranosidico [108,118-120]. Se observé una banda intensa a 1653 cm™ debido
a la vibracion de flexion de los grupos OH presentes en la estructura [118-120].
Las bandas en 1151 cm™ y 2930 cm™ corresponden a las regiones de

estiramiento de CO y CH presentes en el anillo [118,119].

En el caso de las dos matrices poliméricas preparadas con mezclas de CS/ST
los espectros obtenidos fueron semejantes (Figuras 3.5 (e) — (h). Se observaron
tres de los cuatros picos caracteristicos del anillo piranosidico correspondientes
a la estructura del ST ubicados en 931, 769 y 710 cm™ [120], y también las
bandas con maximos en 1151 cm, 1078 cm? y 1024 cm? que son
caracteristicas de la regién de la “huella dactilar” del almidén [119]. Este
resultado confirma que el almidon mantuvo su estructura, aunque los picos
fueron menos intensos cuando se comparan con el almidén puro. En la regién
ubicada entre 3100-3600 cm, las mezclas presentaron una sefial similar a la del
CS puro, atribuible al estiramiento axial de los grupos OH presentes en el CS'y
en el ST, y la banda asignable al estiramiento del enlace N-H perteneciente al
grupo NHzdel CS.
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La gelatinizacién del almidon provoca la exposicion de los grupos OH. Se ha
establecido que estos grupos pueden formar enlaces de hidrogeno con los
grupos hidroxilo, amino y amino protonado del quitosano [121-123]. Estas
interacciones podrian causar cambios en los espectros correspondientes a los
hidrogeles de CS/ST, como el corrimiento del pico correspondiente al grupo
amino del quitosano que se corrié de 1657 cm™ a 1629 cm™. Esto es evidencia
de la buena compatibilidad molecular existente entre los biopolimeros

seleccionados para producir las macroesferas.

Difraccion de rayos X (XRD)

En la Figura 3.6 se muestran los patrones de difraccion de rayos X
correspondientes al ST, el CS y las macroesferas CS-2, CS-4, CS30ST70-2,
CS30ST70-4, CS2ST80-2 y CS20ST80-4, que permiten analizar la naturaleza

cristalina de los materiales.

El almidén es un polimero semicristalino cuya cristalinidad varia entre un 15y un
51 %, dependiendo de la fuente del ST [124]. El difractograma del almidén
(Figura 3.6 (a)) presenté multiples picos a 5,25°; 10,41°; 6,85°; 23,71°; 24,16°;
30,61°y 35,14°. El espectro obtenido corresponde a un patron de difraccién tipo
B tipico de los tubérculos, que ya ha sido descripta por diversos investigadores
[125,126].

En la Figura 3.6 (b) se muestra el patrén de difraccion del CS puro. Su
difractograma posee dos picos bien definidos relacionados con su elevada
cristalinidad ubicados a 10,55° y 19,7°. Estos picos que corresponden a los
planos de reflexion (100) y (002) [46,127] son compatibles con una estructura del
tipo ortorrdmbica. Otros investigadores han obtenido espectros de difraccion
similares [46,127,128] a los obtenidos en esta Tesis confirmando la estructura

semicristalina del biopolimero.
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Figura 3.6. Difractogramas de rayos X del almidon de papa puro (a), quitosano
puro (b), CS-2 (c), CS-4 (d), CS3ST7-4 (e), CS2ST8-2 (f), y CS2ST8-4 (g).

En las Figuras 3.6 (c) y (d) se muestran los difractogramas correspondientes a
las muestras CS-2 y CS-4 entrecruzadas durante 2 y 4 h, respectivamente. Las
macroesferas mostraron dos picos cristalinos prominentes a 8,2 y 19,1°. Las
intensidades de ambos picos, utilizando los dos tiempos de entrecruzamiento,
resultaron significativamente menores comparadas con las obtenidas cuando se
utilizé CS puro y ademas se registré un desplazamiento de los picos que en el
Cs sin entrecruzar aparecen a 10,55° y 19,7° como se menciond anteriormente.
Estas diferencias entre el patrén de difraccién del CS y los difractogramas de las
macroesferas entrecruzadas, estarian relacionadas con una modificacion en la
disposicion de las macromoléculas en la red cristalina. Como consecuencia del
meétodo de preparacion de macroesferas seleccionado, se obtuvo un material
mas amorfo debido a que el entrecruzamiento ionico inhibe el ordenamiento de
las macromoléculas ya sea limitando o incluso evitando la formacion de regiones

cristalinas [115].
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Se observé que el pico ubicado a 19,1° de la muestra CS-4 resultd ser
ligeramente mas ancho que el pico registrado para la muestra CS-2, lo cual
podria estar relacionado con una estructura mas amorfa como consecuencia del

mayor tiempo de entrecruzamiento [46].

A pesar del entrecruzamiento, los difractogramas XRD de las macroesferas CS-
2 y CS-4, mantienen un patron caracteristico de muestras semicristalinas. Este
comportamiento podria explicarse considerando que durante la obtencién de las
macroesferas a pH 8,6 se producen simultaneamente la desprotonacion y el
entrecruzamiento iénico, por lo tanto se podrian producir cadenas de CS
desprotonadas que no presentan entrecruzamiento iénico o segmentos de
cadena desprotonados moviles entre los puntos de entrecruzamiento [77,112].
Estas cadenas serian capaces de un reordenamiento compatible con la

cristalinidad del material obtenido.

En las Figuras 3.6 (e)-(g) se presentan los difractogramas para las macroesferas
preparadas con mezclas de CS/ST (CS2ST8-2, CS2ST8-4, y CS3ST7-4). En
todos ellos se observdé una disminucién en la intensidad de las sefiales
correspondientes a los picos caracteristicos del ST y del CS, lo cual sugiere la
existencia de una interaccion entre las macromoléculas de estos polisacéaridos
[129].

A medida que aumenté la proporcién de ST en la mezcla CS/ST, hay mas grupos
OH de las cadenas poliméricas del ST que podrian interactuar con los grupos
amino y OH del quitosano. Se registrd6 una menor intensidad y un corrimiento
hacia un menor angulo en la posicién del pico de difraccion del CS ubicado
10,55° al aumentar el contenido de ST (Figuras 3.6 (e) - (g)) [129] como
consecuencia del aumento de la interacciébn entre los biopolimeros . El
corrimiento resulté mayor que el registrado en los difractogramas de las matrices

preparadas exclusivamente de quitosano entrecruzado (CS-2 y CS-4).

Se ha reportado un comportamiento similar en peliculas preparadas a partir de
mezclas de quitosano con almidon de papa o de maiz en ausencia de agentes

entrecruzantes [100,121].
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Termogravimetria (TGA)

En la Figura 3.7 se muestran las curvas obtenidas con el analisis

termogravimétrico para el CS, el ST y todas las macroesferas preparadas.
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Figura 3.7. Termogramas obtenidos con CS, ST y las macroesferas CS-2, CS-
4, CS3ST7-2, CS3ST7-4, CS2ST8-2 y CS2ST8-4.

En la Tabla 3.4 se indican, para el almidén y el quitosano, las tres etapas
principales de pérdida de peso que se observan en los termogramas obtenidos.
Las etapas coinciden con los resultados presentados por diferentes
investigadores tanto para el ST [130-132] como para el CS [108,133].

En el caso del ST, la velocidad maxima de descomposicién (Tmax) ocurrié a
337,22 °C y para el CS puro la Tmax fue de 324,45 °C.

En la Tabla 3.5 se presenta un resumen de los resultados obtenidos para todos

los tipos de macroesferas obtenidos.
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En el caso de los termogramas correspondientes a las matrices de CS
entrecruzadas ionicamente con STPP (CS-2 y CS-4), al igual que en el caso del
termograma del CS sin entrecruzar, se apreciaron tres zonas de pérdida de

masa.

Tabla 3.4. Etapas en la descomposicion térmica del CS y del ST

% de
Intervalo de T o
Material Etapa pérdida de Causa
(°C) masa
acumulada

1 25-115 10,82 Eliminacién del agua
Descomposicion (degradacion
térmica) del almidén con formacién de

2 314.88 - 358.14 69.62 enlaces tipo éter y deshidratacion de

ST ’ ’ ’ grupos  hidroxilo en el anillo

glucosidico, causando su escisién y la
formacién de dobles enlaces [134]

3 355 -500 84,18 Formacion de aromaticos (reacciones
de ciclacion) [134]

1 25- 115 9,32 Eliminacién de agua
Despolimerizacion  del  quitosano

cs 2 312,21 - 346,08 44,36 (descomposicién de las unidades

acetiladas y no acetiladas) [108]
Pirdlisis del material o}

3 346,08 - 500 60,91 descomposicion de los residuos de

glucosamina [108]

Cuando se comparan las temperaturas de maxima degradacion (Tmax) obtenidas
de los gréficos de dTG, las macroesferas preparadas con CS entrecruzado
resultan térmicamente menos estables, encontrandose un descenso que varia
entre el 14 y el 16 % segun el tiempo de entrecruzamiento utilizado respecto a la
Tmax Obtenida para el CS sin entrecruzar. La justificacion de este resultado podria
atribuirse a que las muestras entrecruzadas resultaron mas amorfas que el CS
utilizado y por lo tanto el menor grado de ordenamiento de las macroesferas de
CS entrecruzado ibnicamente ofreceria una menor resistencia a la degradacion

térmica.

Falguni et al. [78] prepararon fibras de CS mediante gelificacion ionotropica
utilizando STPP a pH basico y acido. En su investigacion observaron que cuando
las fibras estaban mas entrecruzadas, lo cual sucede a pH acido, el material

resultaba ser menos estable térmicamente. Al igual que los resultados
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encontrados en este trabajo, obtuvieron que sus materiales entrecruzados

poseian una menor cristalinidad que originaba una disminucion en la Tmax.

En la Tabla 3.5 se presentan los resultados obtenidos para todas las

macroesferas preparadas.

Tabla 3.5. Descomposicion térmica de las macroesferas preparadas con
distintas composiciones de CS y ST utilizando 2 y 4 h de contacto con la solucién
con STPP.

% de pérdida

Muestra | iervalo de T (°C) de masa Tomax
acumulada @  °©)

25- 115 7,00

CS-2 240 — 340 27,63 278,40
340 - 500 51,62
25-115 6,33

CS-4 240 — 340 27,21 273.40
340 - 500 49,08
25-115 5,95

CS3ST7-2 240 - 340 43,93 281,87
340 - 500 54,92
25-115 4,92

CS3ST7-4 240 — 340 44,35 278,69
340 - 500 56,93
25- 115 6,22

CS2ST8-2 240 — 340 45,85 293,31
340 - 500 59,88
25- 115 4,58

CS2ST8-4 240 — 340 44,91 292,19
340 - 500 57,64

a) Se refiere al % de pérdida de masa desde el inicio del calentamiento (25°C) hasta la mayor temperatura
considerada en cada etapa.
De los resultados de la Tabla 3.5 y la Figura 3.7, se puede concluir lo siguiente:
1. la adicion de almidon a la mezcla polimérica generadora de las
macroesferas causé una disminucion en el grado de entrecruzamiento
i6nico debido a la menor concentracién de quitosano.
2. se produjo una disminucion en la cantidad de agua eliminada en la etapa
comprendida entre 25 y 115 °C en comparacion con los resultados

obtenidos a partir las macroesferas preparadas exclusivamente con
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quitosano. Considerando la alta hidrofilicidad del almidon, este resultado
es sorprendente. Una probable explicacion se relaciona con el hecho que
el agua puede actuar como plastificante para ambos biopolimeros, pero
en el caso del almidon, podria aumentar la retrogradacion con el
consiguiente aumento de la cristalinidad [135] y por lo tanto se produciria
un efecto barrera que podria limitar la pérdida de agua de las

macroesferas obtenidas a partir de las mezclas.

Para las matrices preparadas con las mezclas hay una segunda etapa de pérdida
de masa, que se deberia a la despolimerizacibn del quitosano y a la
descomposicion del almidén. Este fendmeno se puede atribuir a un proceso
complejo que incluye la deshidratacion de los anillos del CS y a la
despolimerizacion y descomposicion de las unidades de glucosa que pertenecen
al almidon [118].

En el intervalo 240 — 340 °C, no se detectaron diferencias significativas con el
tiempo de exposicion al STPP en solucién. No obstante, la pérdida de masa en
ese intervalo fue similar para las macroesferas preparadas con ambas mezclas
y practicamente duplicé los valores obtenidos para sus pares con CS

entrecruzado.

Los resultados indican que entre 240 y 340°C, para las macroesferas preparadas
con almidoén, el fendbmeno mas importante fue la descomposicion de este
polisacéarido con la formacion de enlaces éter, la deshidrataciéon y la escision del
anillo glucosidico con la formacién de dobles enlaces y la despolimerizacién del

CS tiene lugar en menor medida.

Finalmente, hay una tercera etapa entre 340 y 500 °C causada por la pirélisis del
quitosano y la vaporizacion y eliminacion de los productos volatiles de la
descomposicion del almidén [109]. En este intervalo tampoco se aprecid un
efecto importante del tiempo de exposicion al STPP sobre el porcentaje de
pérdida de masa. Sin embargo, el CS perdio una masa mucho mayor, respecto
a las mezclas con almidon porque prevalece la pirdlisis del CS sobre las

reacciones de entrecruzamiento y formacion de estructuras aromaticas que
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tienen lugar con estas condiciones en el almidon. Estas ultimas dan lugar a la
formacién de una mayor proporcion de coque o carbén residual, en comparacion

con el CS, lo cual se traduce en una menor pérdida de masa total.

Analizando los resultados presentados en las Tablas 3.5y 3.6, se encontré que
la Tmax de las macroesferas preparadas con mezclas que contienen ST resultaron
menores a las que se obtendrian luego de aplicar la regla de las mezclas (Ec
3.1), este resultado estaria relacionado con la interaccion entre el CSy el STy
por el entrecruzamiento i6nico de la matriz polimérica. La regla de las mezclas
para calcular Tmax Se aplica cuando se preparan mezclas poliméricas con un
cierto grado de miscibilidad [136].

Tmax mezcla=Tmax sT* WsT + Tmaxcs *Wcs (3.1)

Donde:
Wopva = Fraccién masica de ST
Woecs = Fracciéon masica de CS

Tabla 3.6. Tmax experimental y Tmax calculada con la reglas de las fases de
las macroesferas preparadas con distintas composiciones de CS y ST
utilizando 2 y 4 h de entrecruzamiento.

Muestra  Tmax Experimental | m Regladelas

(°C) mifé;as
CS3ST7-2 281,87 326,39
CS3ST7-4 278,69 326,39
CS2S5T8-2 293,31 327,00
CS25T8-4 292,19 327,00

Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC).
En la Figura 3.8 se presentan los DSC correspondientes a los polimeros

utilizados y a todas las matrices poliméricas preparadas con ambos tiempos de

entrecruzamiento.
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Para el ST (Figura 3.8 (a)) utilizado como materia prima, se observa un pico
endotérmico a 83,16 °C. Soliman et al (1997) atribuyeron esta transicion a la
deshidratacion del agua asociada al biopolimero [137].

El termograma obtenido para el CS puro (Figura 3.8 (b)), en el intervalo de
temperaturas comprendido entre 30 y 140 °C, presentd una transicion
endotérmica con un pico centrado en 79,41 °C que se atribuye a la
deshidratacion del agua libre presente en el material [112,138,139]. El segundo
pico responde a una transformacion exotérmica con un maximo en 305,30 °C y
una entalpia de transicion asociada de 73,92 J/g que se debe a la
despolimerizacibn del quitosano [112,139] como consecuencia de la

descomposicion de las unidades amino y amida presentes [138].

Para las muestras preparadas con CS entrecruzado (Figuras 3.8 (c) y (d) se
encontro que las temperaturas correspondientes al maximo del pico asociado a
la evaporacion del agua retenida en las matrices, son 87,72 °C y 100,09 °C para
CS-2 y CS-4 respectivamente. Se observd un corrimiento hacia mayores
temperaturas, tomando como referencia al CS sin entrecruzar, que

correlacionaria con el aumento del grado de entrecruzamiento.

Los valores encontrados para las entalpias del pico endotérmico fueron de
261,44 J/g, 167,80 J/g y 190,56 J/g para las muestras CS, CS-2 y CS-4,
respectivamente (ver Tabla 3.7). Se verific6 que las macroesferas mas
entrecruzadas requirieron de mayor energia para eliminar el agua retenida.
Como consecuencia del mayor tiempo de entrecruzamiento, las variaciones de
entalpia se incrementaron producto del aumento del entrecruzamiento del
material, lo que resulta consistente con lo observado con el estudio de TGA (Ver
Figura 3.6 y Tabla 3.5).

El pico exotérmico que se origind como consecuencia de la descomposicién del
polimero mostré que, en las macroesferas de CS entrecruzadas, la transicion
ocurrié a menor temperatura independientemente del tiempo de entrcruzamiento
utilizado. Este hecho estaria relacionado con la disminucion de la cristalinidad

por efecto del entrecruzamiento. Los resultados obtenidos coinciden con los
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publicados por diferentes investigadores que utilizaron quitosano entrecruzado
con STPP [46,112].
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Tabla 3.7. Picos de las transiciones térmicas y las entalpias de transicién para
las macroesferas preparadas con mezclas de CS y ST utilizando 2 y 4 h de
entrecruzamiento.

Pico Entalpia de Pico Entalpia de
Muestra endotérmico transicion exotérmico T transicion
T (°C) Jlg (°C) Jig
CS3ST7-2 88,48 206,30 284,46 51,33
CS3ST7-4 93,63 238,62 279,54 54,21
CS2ST8-2 87,12 164,34 289,84 59,19
CS2ST8-4 92,55 209,51 286,95 70,63

Para las muestras preparadas con las mezclas (Figuras 3.8 (e)-(h),
respectivamente), los resultados experimentales se presentan en la Tabla 3.7
donde se indican las temperaturas correspondientes a los picos endotérmicos y

exotérmicos, asi como las energias asociadas a las transiciones ya descriptas.
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En todas las muestras se aprecioé un pico endotérmico asociado con la pérdida
de agua libre contenida en las matrices poliméricas. El contenido de quitosano
asociado al grado de reticulacion, las interacciones presentes en el sistema ST-
CS (interacciones fisicas por enlaces de hidrogeno) y el tiempo de reticulacion
son responsables de las diferencias encontradas. La mayor temperatura del pico
endotérmico se corresponde con la matriz preparada con el maximo porcentaje
de quitosano y el mayor tiempo de entrecruzamiento y la menor temperatura se
registr6 con la matriz preparada con el menor porcentaje de Cs y 2 h de

entrecruzamiento.

Cinética de hinchamiento

El estudio de la cinética de hinchamiento es muy importante para encontrar las
condiciones Optimas para realizar la carga del fertilizante quimico o bioldgico.
Ademas, el proceso de hidratacién de las macroesferas cargadas con el agente
quimico o biolégico, tiene un papel clave en el control de la liberacion del agente
activo [140].

En las curvas de la Figura 3.9 se muestran los perfiles de la cinética de
hinchamiento para las muestras CS-2, CS-4, CS2ST8-2, CS2ST8-4, CS3ST7-2
y CS3ST7-4.

Para ambos tiempos de entrecruzamiento, la integridad estructural de todas las
matrices no se alterd durante la totalidad del intervalo de tiempo del experimento,
lo que resultd ser una caracteristica adecuada para las matrices que seran

utilizadas como sistemas de liberacion controlada de fertilizantes.

Se puede observar claramente que el grado de hinchamiento de todos los
hidrogeles aumentd con el tiempo, pero después de un cierto periodo de
aproximadamente 180 minutos, todas las macroesferas alcanzan el maximo

grado de hinchamiento definido como grado de hinchamiento de equilibrio (Qn«)-
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Independientemente de la composicion de la macroesfera utilizada, se encontro
que un aumento del tiempo de entrecruzamiento produjo una disminucién
aproximada del 11 % en el grado de hinchamiento [141]. Debido a que en el
proceso de preparacion de las macroesferas, la coagulacion y el
entrecruzamiento ionico comenzaron en la superficie de las macroesferas y
continuaron hacia el interior, es esperable que el tiempo de entrecruzamiento
afecte a la estructura final del material como consecuencia del aumento en la

densidad de entrecruzamiento iénico de las macromoléculas de CS [46,102].

Los perfiles cinéticos de hinchamiento indicaron que el tiempo necesario para
obtener un dado grado de hinchamiento, es menor en el caso de las matrices
preparadas exclusivamente con CS, comparadas con las macroesferas

generadas con las mezclas.

Aunque las macroesferas preparadas exclusivamente con CS son las que
poseen la mayor densidad de entrecruzamiento idnico, su grado de hinchamiento
resulta ser significativamente mayor que el obtenido con las macroesferas
preparadas con las mezclas poliméricas. Este resultado se puede explicar con
los resultados de SEM que mostraron que las macroesferas CS-2 y CS-4 son las
gue presentaron la mayor cantidad de poros y huecos en la superficie y en el

interior con la consecuente mejora en la absorcion.

Cuando se utilizaron matrices poliméricas obtenidas a partir de las mezclas
CSI/ST, la disminucion del grado de hinchamiento se relacioné con el aumento
del contenido de CS y con el incremento del tiempo de entrecruzamiento. Esto
podria ser producto de las interacciones existentes entre las macromoléculas de
un mismo biopolimero o entre ambos biopolimeros sumado al entrecruzamiento
i6nico entre el CS y el STPP. Los resultados de reologia dinamica correlacionan
con los resultados de hinchamiento ya que indicaron que cuando se incrementé
el contenido de CS aumentaron las interacciones macromoleculares que
limitarian la capacidad de hinchamiento de los materiales preparados. Los
resultados de XRD, FTIR y TGA también indicaron que, en los xerogeles

obtenidos con las mezclas, existen interacciones intermacromoleculares entre el
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CS y el ST responsables de la variacién del grado de hinchamiento observado
[46].
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Figura 3.9. Grado de hinchamiento en funcion del tiempo a 25°C
correspondiente a las macroesferas CS-2, CS-4, CS3ST7-2, CS3ST7-4,
CS2ST8-2 y CS2ST8-4.

Como se muestra en la Tabla 3.8, el grado de hinchamiento de equilibrio para
todos los materiales poliméricos vari6 en el rango comprendido entre 120y 163
% aproximadamente, por lo que todas los matrices preparadas resultaron ser
superabsorbentes ya que tienen la capacidad de absorber mas del 100% de su

peso [142] y por lo tanto son adecuadas para producir agroguimicos.

En la Tabla 3.8 se reportan los valores de los pardmetros cinéticos obtenidos
cuando se realiz6 el ajuste no lineal de los datos experimentales
correspondientes a las cinéticas de hinchamiento de las macroesferas
preparadas, utilizando la ecuacion semiempirica de Ritger y Peppas (ec. 2.3).
Los resultados muestran que el transporte de agua esta principalmente
controlado por el mecanismo de difusion fickiana donde la velocidad de difusion

del agua que ingresa al xerogel es la etapa controlante.
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Tabla 3.8. Parametros cinéticos de liberacion a 25 °C, obtenidos utilizando la
ecuacion 2.4 y valores del grado de hinchamiento maximo experimental
correspondientes a las macroesferas preparadas con CS o CS/ST.

Qmoo
k' 2 Mecanismo Hinchamiento
Muestra Exponente n (min) R de Transporte en el
equilibrio (%)
cSs-2 0,35+0,06 40,658,72 | 0,9814 Difusivo 162,85+4.88
(Fickiano)
CS-4 0,39+0,06 27,9845,46 | 0,9877 Difusivo 142,62+3.85
(Fickiano)
CS3ST7-2 0,40+0,05 11,82+3,07 | 0,9838 Difusivo 135,98+3.33
(Fickiano)
CS3ST7-4 0,45+0,04 10,40+2,01 | 0,9894 | 'ransporte 120,85+3.72
anémalo
CS2ST8-2 0,45+0,08 18,53+6.24 | 0,9716 | |lansporte 150,99+4.20
anémalo
CS2ST8-4 0,43+0,06 17,34+4,16 | 0,9830 Difusivo 133,58+3.29
(Fickiano)

El valor de la constante de k' disminuy6 cuando se utilizé el mayor tiempo de
entrecruzamiento, independientemente de la composicion polimérica utilizada,
debido al incremento de las interacciones macromoleculares que tienen lugar en
la matriz polimérica. En el caso de las mezclas, se encontré que el valor de la
constante de k' disminuyé cuando se incremento el porcentaje de CS debido

también al aumento de las interacciones idnicas.

INFLUENCIA DEL PROCESO DE ESTERILIZACION

A fin de evaluar las modificaciones estructurales producidas como consecuencia
del proceso de esterilizacion, se utilizaron las técnicas de caracterizacion RMN

y SEM y se analiz6 el grado de hinchamiento de equilibrio.

Los ensayos se realizaron solamente con macroesferas preparadas con 20% de
CS y 2 horas de entrecruzamiento (CS2ST8-2) porque esta composicion fue la
seleccionada para preparar el biofertilizante debido a que esta matriz resulta la
mas econdmica por poseer el menor porcentaje de quitosano y la mas sencilla
de preparar industrialmente porque requiere el menor tiempo de

entrecruzamiento.
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Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Con el fin de analizar la influencia del proceso de esterilizacién sobre el
entrecruzamiento ionico de los materiales, se realizé un ensayo de RMN de las

matrices poliméricas esterilizadas y de las no esterilizadas.

La Figura 3.10 muestra los espectros 3P de las macroesferas CS2ST82-2ES
(esterilizada) y CS2ST82-2 (no esterilizada). En el caso de la matriz polimérica
no esterilizada se observaron tres picos. El pico ubicado a 2,37 ppm, se atribuyo
a la cadena terminal del grupo fosfato [107,143]. También se pueden apreciar
dos picos caracteristicos asociados a la presencia de la especie trifosfato, uno
ubicado a -10,27 ppm correspondiente al atomo de fésforo a terminal y otro
localizado a —-22,53 ppm relacionado con el atomo de fosforo medio, lo que
indica la presencia, en la matriz polimérica, de grupos tripolifosféricos asociados
al STPP utilizado como entrecruzante ionico del CS [144].

El espectro obtenido confirmd la union ionica entre el CS y el STPP en la
estructura del material no esterilizado. Estos resultados estuvieron de acuerdo
con el espectro de CP-MAS 3'P-RMN obtenido para CS entrecruzado con STPP
informada por Sacco et al. (2014) [144].

Los resultados obtenidos cuando se realizd la resonancia magnética nuclear
utilizando las muestras de las macroesferas esterilizadas, el espectro presentd
solo dos picos ubicados a 2,37 ppm y —-10,27 ppm. Como consecuencia del
proceso de esterilizacion, el pico que encontraba a —22,53 ppm desaparecio, lo
que indico la ruptura de la union ionica entre el agente entrecruzante y las

macromoléculas del CS.

El espectro registrado con el material esterilizado mostré6 cambios significativos
en la intensidad de los dos picos mencionados en comparacioén con los mismos
picos obtenidos en el espectro perteneciente al material no esterilizado. Hubo un
aumento de la intensidad del pico localizada a 2,37 ppm y una disminucion en el

pico a -10,27 ppm. En consecuencia, el proceso de esterilizacion modifico la
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densidad de entrecruzamiento ionico del material esterilizado disminuyéndolo

con respecto al material sin esterilizar [145].
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Figura 3.10. Espectro de *P-RMN de macroesferas de CS/ST entrecruzados
con STPP esterilizadas y sin esterilizar.

Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

En las micrografias presentadas en la Figura 3.11 se puede observar que el
proceso de esterilizacion produjo matrices con un diametro de 1,8+0,04 mm lo

que implica una reduccién aproximada del 40% del diametro de las macroesferas

especto a las macroesferas obtenidas sin esterilizar.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los ensayos de

termogravimetria, se puede asegurar que las condiciones aplicadas en el
proceso de esterilizacion (120° C) no pueden descomponer ni despolimerizar a
los biopolimeros utilizados para formar las macroesferas [46] por lo que la

reduccion de tamafo detectada no obedece a ninguno de estos procesos.

80



Los resultados de RMN indicaron, que el calor transferido al material cuando se
realizé el proceso de esterilizacion disminuyo la densidad de entrecruzamiento
de la red tridimensional, lo que seria la causa de la disminucién del tamafio

registrado.

Serp, Mueller, von Stockar y Marison también informaron una modificacién en el
tamafio de las matrices poliméricas en forma de esfera preparadas con alginato
después de un tratamiento térmico. Los investigadores obtuvieron una reduccion
del 23% en el diametro después de un tratamiento a 130 ° C durante 20 min.
Ellos indicaron que la contraccion en el tamafio de las macroesferas se debio a

la reorganizacion de las cadenas de alginato junto con la pérdida de agua [146].

e L EHT « 200 W WO 4o Mage ™2 B A v Lon ! ] g T 308 W A 1 Mags M1 Sonh s niew .

Figura 3.11. Micrografias de las macroesferas CS2ST8-2 no esterilizadas @y
CS2ST8-2ES esterilizadas (b).

Grado de Hinchamiento en el equilibrio

Esta experiencia se realizé para evaluar la influencia de la esterilizacion en el
grado de hinchamiento en el equilibrio. Este parametro es fundamental para
asegurar que la absorcion del inoculo bacteriano garantice el titulo de

microorganismos adecuado para producir el biofertilizante.

Las macroesferas esterilizadas presentaron un mayor grado de hinchamiento en
el equilibrio (235%) con respecto a la misma matriz sin esterilizar (143%). La
justificacion del mencionado comportamiento radica en la disminucién del grado

de entrecruzamiento confirmado con el ensayo de RMN [147].

81



Cuando se preparan los biofertilizantes, el proceso de esterilizacion previo a la
carga de las bacterias promotoras del crecimiento vegetal resulta una etapa
ineludible, por lo tanto, un incremento del grado de hinchamiento como
consecuencia del mencionado proceso resulta 6ptimo teniendo en cuenta que la

carga de los microorganismos se hace por absorcion del indculo bacteriano.

82



CARACTERIZACION DE LAS MATRICES POLIMERICAS PREPARADAS
CON CS/PVA

Las composiciones y tiempos de entrecruzamiento seleccionados para generar
este tipo de matrices, es resultado de numerosos ensayos experimentales que
permitieron optimizar la obtencion efectiva de las macroesferas con las

caracteristicas deseada para la aplicacion agroquimica.
Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)
En la Figura 3.12 se presentan las micrografias obtenidas para las macroesferas

preparadas con mezclas de CS/PVA utilizando diferentes tiempos de

entrecruzamiento.

a) 85 X b) 25000 X ¢) Corte 85 X
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CS4PVAG-2

CS4PVAG-4
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Figura 3.12. Micrografias correspondientes a matrices preparadas con
diferentes composiciones de CS/PVA utilizando 2 y 4 h de entrecruzamiento. a)
macroesferas completas; b) amplificacion de la superficie y c) corte transversal
de las macroesferas.
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El analisis de la morfologia superficial indicé que las macroesferas poseen una
forma esférica irregular con un diametro promedio de 1,55 + 0,50 mm, son
porosas y tienen una superficie rugosa. Al igual que para las macroesferas
preparadas con CS/ST, la forma y el tamafio final obtenido fue producto del

meétodo de preparacion seleccionado.

Se observé que todas las macroesferas estudiadas tuvieron una forma
aproximadamente esférica con una pequefa protuberancia producto del proceso
de obtencidn por goteo de la mezcla polimérica. En las micrografias se
observaron poros y cavidades de diferentes tamafios debido a la oclusion de
burbujas de aire que se generaron debido a la técnica de preparacion empleada.

Como consecuencia de la incorporacion del PVA, tanto la superficie exterior
como la interior, resultaron porosas y con una rugosidad menor que la observada
en las macroesferas preparadas exclusivamente con CS, pero mayor que la
observada para el sistema CS/ST (ver Figura 3.2). Para las matrices preparadas
con 40 % de CS se observo que la rugosidad superficial aumentd con el tiempo
de entrecruzamiento de la misma forma observada con los sistemas CSy CS/ST

descriptos previamente.

Las micrografias de las matrices seccionadas transversalmente revelaron que
debido a la presencia de PVA, las oquedades disminuyeron en niumero y en
tamafio respecto a las existentes en las macroesferas preparadas

exclusivamente con CS (ver Figura 3.2).

Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS).

En la Tabla 3.9 se muestran los resultados semicuantitativos obtenidos con la
técnica de EDS para las muestras preparadas con las mezclas CS/PVA. La
mayor concentracion de CS en las mezclas, y el mayor tiempo de
entrecruzamiento produjo un aumento de la composicion porcentual de P medida
en la superficie de las matrices poliméricas. Estas matrices, al igual que las
analizadas anteriormente para los sistemas preparados con CS y CS/ST, poseen

menor cantidad de P cuando la comparamos con las macroesferas preparadas
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exclusivamente con CS (ver Tabla 3.2). La explicacion radica en que el CS es el
Unico polimero de la mezcla que se entrecruza ibnicamente con el STPP utilizado
[46], debido a que es imposible lograr la fosforilacion del PVA sin una

modificacion quimica previa del mismo [148-150].

Tabla 3.9. Composicién porcentual de P presente en la superficie de las
macroesferas preparadas con las mezclas CS/PVA.

Composicién

Muestra (% m/m de P)
CS3PV7-4 1,99+0,41
CS4PV6-2 2,12 +0,53
CS4PV6-4 2,74 £ 0,58

Fraccion Soluble

Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 3.10. Los resultados
obtenidos demuestran una minima influencia de la composicion polimérica y el
tiempo de entrecruzamiento en la fraccion soluble determinada
experimentalmente. EI PVA es un polimero sintético biodegradable cuya
solubilidad en agua caliente depende del peso molecular y del grado de hidrdlisis.
En este ensayo se utiliza agua a 25 °C, por lo que, esta podria ser la razén de la
escasa influencia del tiempo de entrecruzamiento y la composicion sobre la

fraccidn soluble de las matrices poliméricas preparadas.

Tabla 3.10. Fraccion soluble porcentual de las macroesferas CS/PVA a
diferentes tiempos de entrecruzamiento.

% de la fraccién
Muestra
soluble
CS3PV7-4 8,05+ 0,39
CS4PV6-2 8,42 + 0,41
CS4PV6-4 7,37 £ 0,36

Difraccién de rayos X (XRD)

En la Figura 3.13 se muestran los patrones de difraccion de rayos X

correspondientes a los polimeros utilizados y a las macroesferas preparadas.
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Figura 3.13. Difractogramas de rayos X de: PVA puro (a), CS puro (b),
CS4PVAG-4 (c) y CS3PVAT7-4 (d).

Como se puede apreciar la Figura 3.13 (a), el patron de difraccion del PVA
presentd picos caracteristicos en 12,0°, 19,5°, 22,6° y 40,5 ° que se atribuyen a
la naturaleza semicristalina del polimero [151,152].

La Figura 3.13 (b) muestra el difractograma correspondiente al CS puro. Se
puedieron observar dos picos debido a su naturaleza semicristalina ubicados a

10,55° y 19,7° como ya fue discutido previamente.

En las Figuras 3.13 (c) y (d) se muestran los patrones de difraccion para las
macroesferas preparadas con 30 y 40 % de CS en las mezclas y cuatro horas
de entrecruzamiento.

En los difractogramas de las mezclas se observé la desaparicidén del pico ubicado

a 22,6° y la disminucién de la intensidad de los picos ubicados a 12,0° y 40,5°
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asociados con la estructura cristalina del PVA. Se pudo apreciar que el aumento
del contenido de CS provocé una menor intensidad de los picos mencionados.
La disminucion del orden cristalino observado en los patrones de difracciéon de
las mezclas se podria relacionar con las interacciones puente hidrégeno que se
generan entre ambos polimeros y por efecto del entrecruzamiento idnico
[153,154].

Termogravimetria (TGA)

En la Figura 3.14 se muestran los perfiles de degradacion de las muestras de
CS, PVA, CS7PV3-4, CS6PV4-2 y CS6PV4-4.
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Figura 3.14. Termogramas para el CS, PVA, CS3PV7-4, CS4ST6-2 y CS4ST6-
4.

El comportamiento térmico del PVA presenta tres zonas bien diferenciadas que
se describen en la Tabla 3.11 con una Tmax de 273,29 °C, que ya ha sido

reportada por diferentes investigadores [155,156].
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Tabla 3.11. Etapas en la descomposicion térmica del PVA.

% de
] Intervalode T pérdida de )
Material  Etapa . masa Observaciones
C) acumulada
@
1 25- 115 6,41 Eliminacién de agua
Reaccion de deshidratacion de los
PVA 2 250 - 350 70,21 grupos —-OH de las cadenas
poliméricas [155].
3 346,08 - 500 86,15 Pirolisis del material y la subsiguiente

liberacién de CO2 [157].

Los resultados del analisis termogravimétrico de las macroesferas preparadas a
partir de CS y PVA entrecruzadas ionicamente con STPP utilizando diferentes

tiempos de entrecruzamiento, se muestran en la Tabla 3.12.

Tabla 3.12. Descomposicion térmica de las macroesferas preparadas con
mezclas CS y PVA.

Muestra  Intervalo de T (°C) % de pérdida de masa acumulada @ -(I;"g)x

25- 115 7,00

CS-2 240 — 340 27,63 278,40
340 - 500 51,62
25- 115 6,33

Cs-4 240 — 340 27,21 273,40
340 - 500 49,08
25-115 6,41

CS3PVA7-4 200 - 350 42,21 299,01
350 — 500 57,73
25-115 6,32

CS4PVAG-2 200 - 350 40,03 299,76
350 - 500 55,12
25- 115 484

CS4PVA6-4 200 — 350 39,89 302,93
350 - 500 52,49

(a) Se refiere al % de masa perdida desde el inicio del calentamiento (25°C) hasta la mayor temperatura
considerada en cada etapa.

Los valores de Tmax informados en las tablas se obtuvieron del grafico dTG

(primera derivada de los Termogramas).
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De los resultados de las Tablas 3.9 y 3.10, se encontré que la Tmax de las
macroesferas preparadas con mezclas que contienen PVA resultaron menores

a las que se obtienen luego de aplicar la regla de las mezclas (Ec 3.2).

Tmax mezcla=Tmax pva* Wpva + Tmaxcs *Wcs (3-2)
Donde:
Wopva = Fraccion masica de PVA

Wocs = Fraccién masica de CS

Tabla 3.13. Tmax experimental y Tmax aplicando las reglas de las fases

Muestra  Tmax Experimental Tlmax Regla de
o as mezclas
(°C) (°C)
CS3PVA7-4 281,87 288,64
CS4PVAG-2 293,31 293,75
CS4PVAG-4 292,19 293,75

En todos los casos, la Tmax experimental resulté inferior a la calculada con la
regla de las fases por lo que la regla no es aplicable debido a la existencia de
interacciones entre los polimeros que componen la mezcla y al efecto del
entrecruzamiento iénico [158]. Estos resultados coinciden con lo reportado por
Chen et al. [159] que prepararon microesferas de CS/PVA mediante

entrecruzamiento iénico con STPP a pH basico.

Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC).

En la Figura 3.15 se muestran las curvas de DSC para las muestras CS, PVA,
CS3PV7-4, CS4PV6-2 y CS4PV6-4.

La Figura 3.15 (a) corresponde al DSC del PVA. Este polimero semicristalino
presenta una transicion térmica endotérmica asociada a la temperatura de fusion
(Tm) que ocurrié a 231,28 °C y otra transicion endotérmica a partir de 250 °C

como consecuencia de la descomposicion térmica del mismo [160,161].
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El DSC del quitosano que presenta un pico endotérmico asociado a la pérdida
de agua y un pico exotérmico debido despolimerizacion del polimero, ya ha sido
analizado cuando se estudiaron las macroesferas preparadas con CS/ST.
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Figura 3.15. Termogramas DSC del CS (a), PVA (b), CS3PVA7-4 (c), CS4PVAG6-
2 (d) y CS4PVAG-4 (e).

El anélisis térmico de las mezclas de CS/PVA mostré un corrimiento de la

temperatura de fusién (Tm) producto de las interacciones entre ambos polimeros.

La Tm del PVA puro es 231,28 °C mientras que para las mezclas poliméricas las
Tm registradas son 230,81 °C, 230,91 °C y 231,07 °C para las matrices
CS3PVAT7-4, CS4PVA6-2 y CS4PVAG6-4 respectivamente (ver Tabla 3.14).

En este caso, las mezclas poliméricas utilizadas para generar las macroesferas
poseen una temperatura de fusion menor que la Tm del PVA compatible con una

reduccion de la cristalinidad del material como consecuencia de la interaccion
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entre los polimeros y de la interaccion ionica independientemente de la
composicion de la mezcla polimérica o del tiempo de entrecruzamiento utilizado

para la formacién de las macroesferas.

Tabla 3.14. Picos de las transiciones térmicas y las entalpias de transicion para
las macroesferas preparadas con mezclas de CS y PVA utilizando 2 y 4 h de

entrecruzamiento.

) ) Pico Entalpia
Pico Entalpia de Pico Entalpia de .
endotermico de
Muestra endotérmico T transicion exotérmico T transicion
T (°C) transicion
(°C) Jig (°C) Jig
Jig
CS3PVAT7-4 89,64 238,62 230,81 12,24
CS4PVAG6-2 93,81 212,40 230,91 12,75
CS4PVAG-4 88,89 204,44 271,25 8,50 231,07 11,12

Los resultados encontrados coinciden con diferentes investigaciones que
reportaron el desplazamiento de Tm hacia temperaturas mas bajas cuando se
utilizaron mezclas de PVA con otros polimeros hidrofilicos [162,163].

Otros autores también observaron la desaparicion de la Tm relacionada con la
presencia del PVA debido al efecto del entrecruzamiento, en todos los casos
argumentando que seria debido a la destruccion de las zonas cristalinas por
efecto del entrecruzamiento de las macromoléculas [160,164-167]. Esta Ultima
observacion concuerda con los resultados obtenidos en esta Tesis, cuando se
utiliza el mayor porcentaje de quitosano en la mezcla y el mayor tiempo de

entrecruzamiento

Cinética de hinchamiento y mecanismo de transporte

En las Figura 3.16 se observan los perfiles de la cinética de hinchamiento para
las muestras CS3PV7-4, CS4PV6-2, y CS4PV6-4.

El comportamiento resulta similar a lo observado cuando se utilizan las matrices

de CS/ST. Ninguna de las muestras utilizadas se disolvié durante el tiempo que

durd el experimento encontrandose que el grado de hinchamiento de todas las
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muestras analizadas aumento6 con el tiempo y que el perfil resultante para todas

las matrices es similar.

Todas las muestras estudiadas alcanzaron la capacidad de hinchamiento de

equilibrio (Q;,.) después de 2 horas.
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Figura 3.16. Variacion del grado de hinchamiento en funcion del tiempo para las
macroesferas CS3PVA7-2, CS4PVA6-2 y CS4PVA6-4 a 25 °C.
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En funcion de los grados de hinchamiento de equilibrio obtenidos, se puede
afirmar que los materiales preparados con PVA resultaron ser superabsorbentes
ya que el Q,,, vario de 324 a 361 % segun la composicion y el tiempo de
entrecruzamiento seleccionados (ver Tabla 3.15). Estos valores resultaron
superiores a los obtenidos con las macroesferas de CS y ST, lo que indicaria
gue el uso de PVA en la preparacion de las matrices poliméricas resulta 6ptimo
ya que incrementa de manera sorprendente el Q,,, del material respecto al
obtenido con CS y 2 h de entrecruzamiento (desde 162,85 a 361,05 %).
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Las diferencias observadas en el comportamiento de hinchamiento estarian
relacionadas con la estructura final de la matriz polimérica que es funcion de las
interacciones macromoleculares, del entrecruzamiento i6nico y de la porosidad
del material tal como se ha discutido previamente y se puede apreciar en los

resultados de la microscopia electrénica de barrido.

Los resultados del ajuste no lineal correspondientes a las curvas de la cinética
de hinchamiento de los hidrogeles utilizando la ecuacion 2.3 se muestran en la

Figura 3.16 y los parametros cinéticos en la Tabla 3.15.

Tabla 3.15 Grado de hinchamiento en el equilibrio correspondiente a las
macroesferas preparadas con CS o con CS/PVA utilizando diferentes tiempos
de entrecruzamiento y parametros cinéticos obtenidos del ajuste no lineal con la
ecuacion de Ritger—Peppas (Ec. 2.3).

Qmoo
Muestras Exponente n k ; R2 Mecanismo | Hinchamiento
(min™) de Transporte en el
equilibrio (%)
CS-2 0,35+0,06 40,65+8,72 | 0,9814 Difusivo 162,85+4,88
(Fickiano)
CS-4 0,39+0,06 27,9845,46 | 0,9877 Difusivo 142,62+3,85
(Fickiano)
CS3PVAT7-4 0,77+0,04 10,18+1,78 | 0,9876 | |ransporte 324,53+4,02
anomalo
CS4PVA6-2 0,73+0,04 13.44+2,18 | 0,9876 | 'ransporte 361,05+8,90
anomalo
CS4PVAG-4 0,81+0,06 17184326 | 0,9811 | '‘ansporte 347,82+6,20
anomalo

Los valores obtenidos para el exponente n indican que la velocidad de difusion
del agua y la relajacion de las macromoléculas son las etapas controlantes del

mecanismo de incorporacion de agua en la red polimérica tridimensional.
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CAPITULO IV

En este capitulo se analiza la cinética de liberacion en agua del nitrato de potasio

y se determina la etapa controlante del mecanismo de liberacién
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MECANISMO DE LIBERACION DEL FERTILIZANTE QUIMICO EN LOS
SISTEMAS CS Y CS/ST

Incorporacion de Nitrato de Potasio en las macroesferas

La absorcion de nitrato de potasio se realizd colocando las macroesferas secas
en una solucién saturada del fertilizante modelo seleccionado (KNO3) durante 5
h. El volumen de solucion acuosa utilizada y el tiempo de absorcion se
determinaron en funcion de los resultados obtenidos en los ensayos de

hinchamiento.

En la Tabla 4.1 se muestran los resultados del porcentaje de carga del agente

activo incorporado a las matrices poliméricas calculado con la Ec. 2.5.

Tabla 4.1. Porcentaje de carga del fertilizante quimico modelo (KNO3).

Muestras % de carga
CS-2 53,26+1,60
CS-4 49,80+0,89

CS3ST7-2 40,43+0,81

CS3ST7-4 37,92+1,33

CS2ST8-2 41,13+1,85

CS2ST8-4 38,67+1,16

Para todas las macroesferas con una dada composicién, se verificO que a
medida que aumento el tiempo de entrecruzamiento, disminuyo la efectividad del
proceso de incorporacion del fertilizante como consecuencia de una rigidizacion

de las matrices que limit6 el hinchamiento.

Los porcentajes de encapsulacién obtenidos variaron de 37,92 a 53,26 %
obteniéndose el maximo valor para las macroesferas de CS-2 y el minimo para
las macroesferas preparadas con mezclas poliméricas de composiciones
CS2ST8-4 y CS3ST7-4 que absorbieron un contenido de KNOs similar. La
incorporacion del ST en la estructura de las macroesferas disminuyo

significativamente la absorcién de fertilizante quimico respecto a las matrices
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preparadas exclusivamente con CS como consecuencia de los cambios
estructurales que se producen, debido a las posibles interacciones entre el ST y
el CS como se describié anteriormente.

Se debe mencionar que, en la aplicacion agroindustrial, el porcentaje de
agroquimico requerido para que una formulacion se pueda clasificar como
fertilizante de liberacion controlada es del 60 % m/m, siendo el 40 % m/m

restante la composicion maxima de matriz polimérica permitida.

Como consecuencia de los resultados presentados en la Tabla 4.1, se podria
asegurar que el método de encapsulacion utilizado no cumpliria con los
requerimientos necesarios para que las macroesferas estudiadas puedan
catalogarse como CRFs a nivel comercial aunque efectivamente resulten
fertilizantes de liberacion controlada en cuanto a su comportamiento cinético
[46].

Cinética de liberaciéon del fertilizante

La liberacién del nitrato de potasio a partir de las macroesferas cargadas con el
soluto se realizO en agua desionizada sin agitacion (ensayo estatico) a
temperatura constante (25 °C), tomando tres réplicas de cada una de las

muestras estudiadas.

La Figura 4.1 corresponde a los perfiles de liberacion del fertilizante obtenidos a
partir de las muestras CS-2, CS-4, CS2ST8-2 y CS3ST7-2 de manera de analizar

la influencia de la composicion polimérica en la cinética de liberacion.

La totalidad de las muestras utilizadas presentan un perfil de liberacién similar.

No se encontraron tiempos de retardo en la liberacidn del nitrato de potasio. Este
tiempo se asocia al periodo necesario para llenar los poros y huecos con una
minima cantidad de agua del medio receptor previamente al comienzo de la
liberacién. Debido a la morfologia superficial y a la estructura interna de las
matrices poliméricas que se evaluaron con SEM, se produce un rapido

hinchamiento del material [168]. Luego de 16 dias de liberacion, las
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macroesferas mantuvieron su forma y tamafio con elevados porcentajes de

liberacion.
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Figura 4.1. Cinética de liberacion de KNO3s para las macroesferas CS-2, CS-4,
CS2ST8-2 y CS3ST7-2. Las lineas corresponden a los ajustes no lineales
utilizando la ecuacion 2.6.

Después de 5 dias de contacto con agua se produjo un aumento de la
concentracion acumulada del 25 al 35 % en masa dependiendo del sistema

polimérico utilizado.

Analizando los tiempos de liberacion de los experimentos realizados por
inmersion de las macroesferas en agua en condiciones estaticas, y teniendo en
cuenta que la liberacion en el suelo se encuentra controlada por la humedad que
limita el proceso de hinchamiento, podemos inferir que los sistemas analizados

podrian utilizarse como fertilizantes de liberacion controlada.

Se determind que la matriz polimérica preparada exclusivamente con quitosano

entrecruzado durante 2 h originé una liberacion maxima acumulada del 94,89 %
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m/m en 16 dias mientras que la matriz entrecruzada 4 h liberé un 72,57 % en el
mismo lapso. Las matrices poliméricas preparadas con las dos mezclas de
CS/ST entrecruzadas durante 2 h, liberaron al cabo de 16 dias, el 85,18 y el
92,37 % del fertilizante presente inicialmente en las mencionadas matrices

respectivamente.

Los resultados correlacionan con los obtenidos en los ensayos de hinchamiento
por solvente y estan relacionados con la estructura porosa, el grado de
entrecruzamiento idnico y con las interacciones entre ambos biopolimeros como
ya se ha discutido previamente. Los enlaces hidrogeno entre los grupos hidroxilo
de la amilosa presentes en el almidon y los grupos amino del quitosano [46] junto
con el grado de entrecruzamiento iénico entre el CS y el STPP, afectarian la
estructura final de la matriz modificando la porosidad y tortuosidad de las
macroesferas preparadas con las mezclas [169] mientras que para las
macroesferas preparadas exclusivamente con CS la estructura interna muy

porosa seria la responsables de los resultados obtenidos.

La tortuosidad es un parametro dificil de cuantificar; que incluye el tamafo
promedio del poro, la distribucion de poros y las interconexiones entre los
mismos [84]. Teniendo en cuenta que la longitud de la trayectoria de difusion
para la liberacion del fertilizante se ve afectada por la tortuosidad, la composicién
final y el entrecruzamiento de las matrices resultaron determinantes en los

perfiles de liberacion obtenidos.

Las macroesferas utilizadas tuvieron un comportamiento de liberacibn mas
efectivo que otras macroesferas cargadas con nitrato de potasio que fueron
preparadas con mezclas poliméricas que involucran CS. Jamnongkan y
Kaewpirom [170] informaron una liberacién del 70% después de 4 dias usando
una matriz preparada con PVA/CS y Melaj M. y Daraio M [171] obtuvieron un

63% de liberacién luego de 4 dias usando tabletas de xantano y CS.

En la Tabla 4.2 se presentan los valores de los pardmetros cinéticos, obtenidos
con el ajuste no lineal de los datos experimentales de liberacion de KNO3s a partir

los xerogeles empleando la ecuacion 2.6.
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Tabla 4.2. Parametros cinéticos de liberacion obtenidos del ajuste no lineal con
la ecuacion 2.6 correspondiente a las macroesferas CS-2, CS-4, CS3ST7-2 y
CS2ST8-2 de nitrato de potasio a 25 °C.

Muestra n K R?2 % KNO3 Iibe,rado alos
(M day™) 16 dias
CS-2 0,86+0,03 |(5,31+0,27)E® | 0.9951 949143
CS-4 0,94+0,04 | (3,03+0,27)E® | 0.9856 72.57+1.84
CS3ST7-2 | 0,89+0,03 |(2,93+0,17)E® | 0.9945 85.18+3.12
CS2ST8-2 | 0,91+0,01 | (3,24+0.09)E® | 0.9988 92.37+4.70

Se encontré que el uso de ST en la composicion polimérica que origina las
macroesferas no afecta el mecanismo de liberacién. El valor del parametro n
para todas las macroesferas testeadas estuvo en un rango que varié entre 0,86
y 0,94 (ver Tabla 4.2). Esto es indicativo de que la etapa controlante del
mecanismo de liberacion de todas las matrices poliméricas evaluadas es la
relajacion de las macromoléculas como consecuencia de la penetracion del
solvente [92,94].

También se pudo apreciar que a medida que aumentd la concentracién del
componente mas hidrofilico (almidén), disminuy6 la constante cinética k’ (Tabla
4.2). Un aumento del contenido de almidén implicé una disminucién del
contenido de quitosano y por lo tanto un descenso del entrecruzamiento, lo que

permitié una mayor liberacion del fertilizante al medio (ver Figura 4.1).

Diferentes investigadores también informaron que el aumento del grado de
entrecruzamiento correlaciona con la disminucion del valor de la constante del
modelo propuesto (k’), al igual que los resultados de la presente investigacion
[46,76,172]. Dichos resultados fueron atribuidos a que se produce una menor
relajacion de las cadenas poliméricas como consecuencia del aumento de las
interacciones intermoleculares, lo que produce dos efectos muy relacionados:
una disminucion del hinchamiento por solvente de la matriz y una menor

liberacion del agente activo encapsulado.
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MECANISMO DE LIBERACION DE FERTILIZANTE QUIMICO EN EL
SISTEMA CS/PVA

Incorporacion de Nitrato de Potasio en las macroesferas

La absorcion de nitrato de potasio se realiz6 empleando el mismo método ya
descripto para la carga de las macroesferas preparadas con CS o las mezclas
de CS/ST. En la Tabla 4.3 se presentan los resultados del porcentaje de carga

calculado usando la Ecuacion 2.5.

Tabla 4.3. Porcentaje de carga del nitrato de potasio en la macroesferas
preparadas con la mezcla CS/PVA.

Muestras % de carga
CS3PVA7-4 59,98+2,62
CS4PVAG-2 63,72+2,43
CS4PVA6-4 62,21+2,67

El sistema preparado con PVA permiti6 aumentar el porcentaje de nitrato de
potasio encapsulado respecto a los resultados obtenidos con las matrices
preparadas con CS o con mezclas de CS/ST (ver Tabla 4.1 y Tabla 4.3).

Tanto el porcentaje de CS utilizado como el tiempo de entrecruzamiento, no
produjeron diferencias significativas en el porcentaje de carga del fertilizante
modelo seleccionado. Este resultado correlaciona con los resultados obtenidos
en los ensayos de hinchamiento y seria consecuencia de una menor interacciéon
entre los polimeros (CS y PVA) si se compara con las matrices preparadas a
partir de CS/ST. Esta menor interaccion entre las macromoléculas del CS y PVA
provocaria un alto porcentaje de hinchamiento y como consecuencia un alto %

de carga de KNOs en las macroesferas preparadas.

El porcentaje de agroquimico requerido para que una formulacion se pueda
clasificar como fertilizante de liberacion controlada es de 60% m/m, por lo que,
el grado de encapsulacién alcanzado con estas composiciones de mezcla
cumpliria con los requerimientos necesarios para que las macroesferas

evaluadas puedan catalogarse como CRFs a nivel comercial.
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Cinética de liberacion del fertilizante

La liberacion del nitrato de potasio se realiz6 utilizando como medio receptor
agua desionizada a 25 °C en condiciones estéticas tal como se describié cuando
se presentaron los resultados correspondientes a las matrices preparadas con

distintas composiciones de CSy ST.

En La Figura 4.2 se pueden apreciar los perfiles de liberacion del fertilizante
obtenidos cuando se utilizaron las muestras CS3PVA7-4 y CS4PVAG6-2 que
fueron seleccionadas para analizar las macroesferas que presentaban el mayor

y el menor porcentaje de carga.

Los resultados experimentales obtenidos con ambas muestras indicaron que los
dos sistemas no presentaron practicamente diferencias en la evolucion de la

concentracion acumulada del agente activo liberado en funcion del tiempo.

Al igual que en las macroesferas de CS/ST no se observo un tiempo de retardo
pero en este caso, la ventana de tiempo de liberacion resulté sensiblemente
menor ya que se liberé un 98 % del nitrato de potasio encapsulado al cabo de 10

dias.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los ensayos de hinchamiento, y
SEM, las matrices preparadas con mezclas de CS y PVA producen macroesferas
muy porosas y con un perfil de liberacion del agente activo que correlaciona con

los resultados de hinchamiento.
La ventana de tiempo de liberacion del principio activo es mucho menor

comparada con la obtenida con la matriz de CS/PVA como consecuencia de los

ensayos de hinchamientos presentados en el capitulo anterior.
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Figura 4.2. Cinética de liberacion de KNOs para las macroesferas CS3PV7-4 y
CS4PV6-2. Las lineas corresponden a los ajustes no lineales utilizando la
ecuacion 2.6.

En la Tabla 4.4 se presentan los valores de los parametros cinéticos, obtenidos
con el ajuste no lineal de los datos experimentales de liberacién de KNO3 a partir

los xerogeles empleando la ecuacion 2.6.

Tabla 4.4. Pardmetros cinéticos de liberacion correspondiente a las
macroesferas CS3PVA7-4 y CS4PVAG6-2 obtenidos utilizando la ecuacién 2.6.

Muestras n k (min™) R?
CS3PVAT7-4 1,08+0,10 8,02+1,64 0,9908
CS4PVAG-2 1,03+0,11 9,10+0,12 0,9862

Para las dos matrices utilizadas en los ensayos de liberacion, el proceso
controlante en la liberacion del fertilizante fue la relajacion de las macromoléculas
en la red tridimensional de la matriz polimérica, también llamado Super Caso II.
El mecanismo que controla el mecanismo de liberacion resultd independiente de

la composicion de la macroesfera y del tiempo de entrecruzamiento.
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CAPITULO V

PREPARACION DEL FERTILIZANTE BIOLOGICO Y MECANISMO DE
LIBERACION DE LAS BACTERIAS PROMOTORAS DEL CRECIMIENTO
VEGETAL

En este capitulo se analiza la morfologia de las macroesferas seleccionadas con
las bacterias inmovilizadas, asi como también, la supervivencia y la liberacion en
agua estéril y en suelo natural de los microorganismos encapsulados en forma

individual o conjunta.
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MECANISMO DE LIBERACION DE FERTILIZANTE BIOLOGICO

De las matrices poliméricas preparadas, caracterizadas y analizadas, se
seleccionaron los materiales preparados con las mezclas CS/ST o CS/PVA, que
poseian el menor porcentaje de quitosano y el menor tiempo de
entrecruzamiento considerando el factor econémico y el tiempo de produccién

que resultan fundamentales para la produccion industrial.

Micrografias SEM de los soportes con las bacterias inmovilizadas

En las Figuras 5.1 y 5.2 se muestran las micrografias SEM de las esferas
CS2ST8-2ES y CS3PVAT7-4ES con los microorganismos inmovilizados. En
ambos materiales se puede observar que tanto la superficie como el interior
estaban poblados de bacterias (Figuras 5.1 y 5.2). Los microorganismos Az y Ps
gue se inmovilizaron por separado se encontraban adheridos a la superficie de

las esferas formando aglomerados y biopeliculas multicapa.
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Figura 5.71. icrgral's SEM de las superficies secciones trasversales de las
macroesferas de CS2ST8-2ES con los microorganismos inmovilizadas. Con
magnificaciones de 50 X, 1500 X y 10000 X.
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En las matrices poliméricas donde se encapsul6 Az se pudo observar material
amorfo que se asemeja a la matriz polimérica extracelular auto-secretada por el
biofilm microbiano tanto en la superficie como en el interior de las esferas
cargadas [173]. Algunas células sez vieron interconectadas entre si por un
material fibroso similar a las fimbrias. Esta caracteristica no se observo en las
células Ps. Curiosamente, cuando ambos microorganismos se co-inmovilizaron
(Az+Ps), se unieron a las superficies de las esferas en forma de monocapas
altamente ordenadas, con parches de agregados (Figura 5.1 y 5.2),
encontrandose con menor grado de ordenamiento en el material CS3PVA7-4ES.
Ademas, dentro del xerogel, Az y Ps tendieron a aglomerarse formando gruesas
biopeliculas en los orificios 0 canales de las matrices poliméricas (Figura 5.1y
5.2).
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Figura 5.2. Micrgraﬁs SEM de las sperficie y secciones trasversales de las
macroesferas de CS3PVA7-4ES con los microorganismos inmovilizadas. Con
magnificaciones de 50 X, 1500 X y 10000 X.

Supervivencia de los microorganismos encapsulados

En las Figuras 5.3 y 5.4 se muestra la supervivencia de los microorganismos
encapsulados en los soportes seleccionados (CS2ST8-2ES y CS3PVA7-4ES,
respectivamente) durante un periodo de un afio. El nimero total de bacterias

viables se midi6 inmediatamente después del proceso de inmovilizacién antes
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del secado (dia 0), el orden fue de aproximadamente x10'° UFC/g de hidrogel
para todos los casos.
c

Figura 5.3. Recuento de las unidades formadoras de colonias por gramo de
material (UFC/g) durante la inmovilizacion y conservacion de Az, Ps y Az+Ps en
las esferas de CS/ST.

Como se muestra en las Figuras 5.3 y 5.4, el nUmero de bacterias viables
disminuyé de 1x10%° a 1x10° UFC/g después de 5 dias de secado, esto
demostraria que la supervivencia de los microorganismos durante el proceso de
secado es un paso critico y que disminuyo su viabilidad. El secado implica un
gran estrés fisico para las células inmovilizadas, la evaporacion del agua
presente en el material polimérico provoca un aumento de la presion osmatica,
lo que conduce a la plasmdlisis de los microorganismos. La muerte celular se
atribuye principalmente a la alteracion de la membrana plasmética [174].

Sin embargo, la supervivencia de las células deshidratadas depende de diversos
factores, como las condiciones de secado, la especie de los microorganismos, la

cepa bacteriana y las condiciones de cultivo [175].
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Figura 5.4. Recuento de las unidades formadoras de colonias por gramo de
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material (UFC/g) durante la inmovilizacion y conservacion de Az, Psy Az+Ps en
las esferas de CS/PVA.

Los resultados reportados por Schoebitz et al. (2012) confirmarian esta
afirmacién, ya que en su trabajo los investigadores demostraron que una gran
proporcion de bacterias fueron destruidas durante la deshidratacion de una
matriz polimérica en forma de esfera preparada a partir de alginato y
alginato/almidon [176]. De hecho, la baja en la vialidad bacteriana durante el
secado de las células inmovilizadas en matrices poliméricas de alginato ha sido

reportado como un punto critico del proceso por diferentes autores [177-180].

Después de un afio de almacenamiento, la viabilidad de Az inmovilizado por
separado o0 en combinacion con Ps (Az+Ps) en perlas de CS/ST y CS/PVA secas
permanecio relativamente constante en valores aproximados de 1x10° UFC/g
(Figuras 5.3 y 5.4). Por el contrario, Ps mostré una disminucién gradual en la
supervivencia celular durante el periodo de almacenamiento en ambos
materiales, ya sea encapsulandola por separado o en conjunto con Az (Az+Ps).
Después de 60 dias de almacenamiento, el recuento de Ps se redujo a 1x108
UFC/g y luego disminuyé a aproximadamente 1x10’ UFC/g al final del
almacenamiento en el soporte CS2ST8-2ES (Figura 5.3). Se observo una mejor
supervivencia de Ps (Az+Ps) en el soporte CS3PVAT7-4ES (Figura 5.4), donde la
sobrevida del microorganismo decreci6 a valores de 1x108 UFC/g, siendo mejor
cuando se inmovilizaron ambos microorganismos en forma conjunta.
Claramente, la supervivencia dependeria de la naturaleza adaptativa de cada
microorganismo [175,177], asi como también, del soporte polimérico usado. Los
resultados mostraron una mejor adaptabilidad de Az sobre Ps frente a
condiciones estresantes y secas [181,182]. Incluso cuando se observé una
disminucién en el nimero de células viables de ambas cepas, la disminucién en
la viabilidad podria considerarse baja durante el periodo de un afio v,
caracteristica necesaria para que las formulaciones sean adecuadas como

sistemas para la biofertilizacién soportada.

Liberacion de los microorganismos en agua estéril
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Los comportamientos de liberacion de las bacterias a partir de las matrices
poliméricas CS2ST8-2ES y CS3PVA7-4ES en agua estéril se muestran en las
Figuras 5.5 y 5.6 respectivamente. Después de sumergir los xerogeles con los
microorganismos previamente inmovilizados en agua estéril durante 1 hora, las
macroesferas que contenian Az y Ps (inmovilizadas por separado), Az+Ps (co-
inmovilizadas) liberaron mas de 10° UFC/g de hidrogel en todos los casos, la
liberacion inicial de microorganismos fue mas rapida en las matrices polémicas
que contenian PVA en su estructura, alcanzando valores iniciales de 10* UFC/g,
es decir, de un orden de magnitud mayor a un mismo tiempo, al compararlas con

el material que contenia almidon.
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Figura 5.5. Cinética de liberaciébn en agua estéril de Azospirillum brasilense
Az39, Pseudomonas fluorescens ZME4 por separado (simbolo abierto) y en
forma conjunta (simbolos cerrados) inmovilizadas en macroesferas de CS/ST.
En el “inset” se muestra la cinética durante las primeras 25 h de liberacién.

Las esferas CS/ST y CS/PVA cargadas con Ps produjeron una liberacién de x107
UFC/g en los primeros 6 dias y continuaron liberando microorganismos durante
un periodo de 17 dias (Figuras 5.5y 5.6). La liberacion de Ps inmovilizada como
monoespecies 0 combinada (Az+Ps) a partir de ambos tipos de matrices

poliméricas fue similar, alcanzando x10° UFC/g los primeros 6 dias después de
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la inmersion de ambos materiales. Curiosamente, las bacterias co-inmovilizadas
se liberaron mas rapido que las inmovilizadas individualmente, durante todo el
periodo para Ps y hasta el dia 4 para Az, para el material que contenia almidén.
Por otro lado se observé que en ambos materiales la liberacién de Ps fue mas
rapida al compararla con Az, pero se evidencié un aumento en la velocidad de
liberacion de Az en el material CS3PVA7-4ES, asi como también un aumento de
casi dos ordenes de magnitud de las UFC/g liberadas del hidrogel al compararla
con las muestras de CS2ST8-2ES, la utilizacion de una matriz polimérica que
contenia PVA causo una sorpréndete disminucion en la diferencia de la cantidad

de bacterias de Az y Ps liberadas al llegar al equilibrio de liberacion.

N
o
%

10° ? -/~ Az

Liberacion acumulada de bacterias (UFC/g)

. —O—Ps
10"+ —A— Az (Az+Ps)
Ps (Az+Ps)
i 103 A WA TR
10 I ! I ! I ! — ol ! I
0 100 200 300 400
Tiempo (h)

Figura 5.6. Cinética de liberaciébn en agua estéril de Azospirillum brasilense
Az39, Pseudomonas fluorescens ZME4 por separado (simbolo abierto) y en
forma conjunta (simbolos cerrados) inmovilizadas en macroesferas de CS/PVA.
En el “inset” se muestra la cinética durante las primeras 25 h de liberacion.

El aumento de la velocidad de liberacién de bacterias en el caso de los soportes
conteniendo PVA podria ser resultados de dos fenbmenos. El primero por la
capacidad de hinchamiento, ya que las macroesferas CS/PVA poseen una
mayor cinética de hinchamiento al compararla con el material de CS/ST. El

mayor grado de hinchamiento causaria un mayor agrandamiento de los poros
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del material, lo cual facilitaria la salida de los microorganismos al medio. El
segundo motivo podria relacionarse al efecto protector del almidén reportado en
algunas investigaciones, en las que se muestra que este material ayuda a la
adhesion celular de los microorganismos en sus granulos [183,184]. La afinidad
de la adhesion al almidén depende de la cepa encapsulada [184]. Estos
fenomenos explicarian el aumento de la velocidad de liberacion y la mayor UFC
liberadas particularmente en el caso de Az mono y co-inmovilizado (Az+Ps) en
el material CS/PVA. Estos resultados confirmaron que las macroesferas

seleccionadas tenian propiedades adecuadas para liberar bacterias.

Mecanismo de liberacion de los microorganismos en agua estéril

Cuando las macroesferas se sumergen en una solucion acuosa o en agua pura,
el liquido penetra dentro de la matriz polimérica causando su hinchamiento y al
mismo tiempo se libera el agente activo (bacterias) que se encuentra
encapsulado. EI mecanismo de transporte contribuye a la velocidad y grado de
liberacién de los microorganismos del material polimérico [93,94]. El mecanismo
de liberacion fue determinado y los perfiles de liberacién de las bacterias desde
los distintos materiales poliméricos fueron ajustados usando la ecuacion (2.8) de

Ritger—Peppas y se muestran en la Tabla 5.1 y 5.2.

Tabla 5.1. Datos cinéticos de la liberacion de los microorganismos encapsulados
desde las macroesferas de CS/ST.

Bacterias | Exponente n (r’]‘_’l) R2 M??::;%rgﬁge
Az 0,93+0,10 06?03161661; 0.0868 | Super Caso-ll
Ps 1.7520,05 06?00060613; 0.9998 Super Caso-lI

Az (Az+Ps) | 0,94+0,07 06?05131%1701 0.0943 Super Caso-II

Ps (Az+Ps) | 1,26+0,03 06?0000020611 0.9995 Super Caso-lI

Los datos experimentales fueron ajustados con la ecuacion de Ritger—Peppas
(Ec. 2.8).
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Para las bacterias estudiadas en ambos soportes (CS/ST y CS/PVA) el
exponente de liberacion n fue mayor a 0.85, menos para las bacterias Az
encapsuladas en la matriz polimérica CS/PVA donde n fue menor a 0.85 como
se muestra en las Tabla 5.1 y Tabla 5.2. Esto es indicativo de que la velocidad
de liberacién es constante y controlada por la relajaciéon de las matrices
poliméricas para todas las bacterias inmovilizadas en ambos soportes
poliméricos, menos para Az encapsulada por separado y en conjunto en las
macroesferas de CS/PVA, donde el mecanismo de liberacion resultdo ser
anomalo. Para estos dos ultimos casos la liberacion se vio afectada por la

relajacion de las cadenas de la matriz polimérica y el agente activo.

He et al. (2015), Wu et al. (2012), y Wu et al. (2014) prepararon biofertilizantes
soportados con alginato/arcilla, alginato/almidén/arcilla y alginato/almidon
respectivamente y estudiaron el mecanismo de liberacién de diferentes tipos de
bacterias. Ellos reportaron que en las diferentes matrices poliméricas estudiadas,
el mecanismo que controlé la liberacion fue el transporte Super Caso-II, n > 0.85
[179,180,185]. Similarmente, la mayoria de los casos estudiados en esta Tesis
mostraron la misma liberacion (Tablas 5.1y 5.2).

Liberacion de las bacterias en suelo natural

La cantidad de bacterias remanente dentro de las macroesferas después de
aplicar la esfera en el suelo se muestra en las Figuras 5.7 y 5.8. Una alta
concentracion de microorganismos vivos, aproximadamente 10° UFC/g, se
encontrd dentro de las macroesferas un dia después de colocarse en el suelo no
estéril. Se observé un incremento en las UFC/g para las especies encapsuladas

de forma individual después de un dia.

Investigaciones previas han encontrado un efecto de proteccion causado por el
almidon, este provocaria mayor adhesion de ciertos microorganismos a sus
granulos, este efecto podria ser el causante de una menor tasa de liberacion de
Az en las macroesferas CS/ST al compararse con el material CS/PVA.
Claramente la adhesion de los microorganismos al almidon depende de la

naturaleza de la especie y cepa de cada microorganismo [176], este podria ser
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una explicacion porque el fenbmeno afectaria Az principalmente, la que causaria
una aceleracion en la liberacion y ocasionando un cambio en el mecanismo de

liberacion para estos dos casos.

Por otro lado, el uso de un polimero muy hidrofilico como el PVA también podria
contribuir al aumento de la velocidad de liberacion de las bacterias y a la mayor
liberacion del nimero de microorganismo al medio. Esto podria ocurrir debido a
dos factores, por una mayor naturaleza hidrofilica del PVA y una posible menor
interaccion entre el PVA y el CS, si se compara con el ST y CS. Claramente la
utilizacion de PVA para la formacion de macroesferas favorece el aumento de la
velocidad de liberacion y el mayor numero liberacion de microorganismos
encapsulados. La cinética de hinchamiento seria determinante en el
comportamiento de liberacion. Cuanto mayor fue el hinchamiento, mayor fue la

cantidad de agente activo encapsulado al sistema de liberacion.

El modelo matemético escogido para analizar la cinética de liberacion de los
diferentes microorganismos (tanto en forma conjunta como por separado)
describié un mejor ajuste a los resultados experimentales obtenidos con ambos
soportes seleccionados (CS2ST8-2ES y CS3PVA7-4ES) para un tiempo de
liberacion de 0 a 144 h.

Los resultados obtenidos en esta Tesis sugieren que la estructura del hidrogel y
sus propiedades absorbentes fueron cruciales para la liberacion controlada de
las PGPB. La velocidad de liberacion fue de forma réapida y prolongada. Estas
dos propiedades son requeridas para que una matriz polimérica sea un buen

soporte en el sistema de liberacion de biofertilizantes.

Tabla 5.2. Datos cinéticos de la liberacion de los microorganismos encapsulados
desde las macroesferas de CS/PVA.

: ks 2 Mecanismo de
Bacterias | Exponente n (hD) R Transporte
0,0118+ Super Caso-ll
Az 0,87+0,11 0.0010 0,9768
0,0162+ Super Caso-ll
Ps 1,13+0,09 0.0010 0,9928
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0,0451+ Andmalo
Az(Az+Ps) 0,75+0,06 0.0094 0,9946

0,0285+ Super Caso-ll
Ps(Az+Ps) 1,16+0,11 0.0145 0,9910

Los datos experimentales fueron ajustados a la ecuacion de Ritger—Peppas (Ec.
2.8).

Sobrevida microbiana en las esferas aplicadas al suelo

La cantidad de bacterias remanente en las macroesferas después de aplicada
en el suelo se muestra en las Figura 5.9 y Figura 5.10. Una alta concentracién
de microorganismos se verificO dentro de las matrices poliméricas un dia
después de aplicarse la macroesfera al suelo, encontrando concentraciones de
aproximadamente 10° UFC/g en ambos soportes (CS2ST8-2ES y CS3PVA7-
4ES). Se observo que la cantidad de microorganismos dentro de ambos soportes
se mantuvo relativamente constante inicialmente cuando se inmovilizaron las
especies bacterianas individualmente (Az, Ps). Después del dia 7 comenzé a
bajar la cantidad de bacterias hasta llegar el dia 27 a valores de 10’y 108 CFU/g
para Az y Ps, respectivamente (soporte CS/ST). Cuando se inmovilizaron en
forma conjunta (Az+Ps) en la matriz polimérica CS2ST8-2ES las bacterias
remanentes permanecieron relativamente constantes durante todo el proceso de
liberacién en suelo, alcanzando ordenes de 10° CFU/g en el material para Ps y
10’ CFU/g para Az.

Estos niumeros hacen presumir que el porcentaje de liberacién microbiana al

suelo libre de raices fue pequefio y que una fraccidbn mayor queda en la esfera
(Figuras 5.9 y Figura 5.10).
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Figura 5.7. Sobrevida de Azospirillum brasilense Az39, Pseudomonas
fluorescens ZME4 separadamente (simbolos abiertos) y conjuntamente
(simbolos rellenos) dentro de las esferas CS/ST en suelo.

Se observo que la caida en las CFU fue mas pronunciada en CS/PVA (Figura
5.10), alcanzando cifras de 10° y 10’ CFU/g para Az y Ps, respectivamente
(microorganismos inmovilizados en forma individual). Se evidencié una mayor
baja en la cantidad de bacterias en el soporte CS/PVA al compararse con la
matriz polimérica CS/ST. Esto pudiera ser debido a que el equilibrio de
hinchamiento en el soporte CS/PVA es mayor que el CS/ST, facilitando la salida
de células del material polimérico. La mayor baja en las CFU evidenciada para
Az en el xerogel CS3PVA7-4E pudiera ser debido a la mayor adhesion de Az al

soporte con ST [176], tal como se pudo observar en la liberacion en agua estéril.
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Figura 5.8. Sobrevida de Azospirillum brasilense Az39, Pseudomonas

fluorescens ZME4 separadamente (simbolos abiertos) y conjuntamente
(simbolos rellenos) dentro de las esferas CS/PVA en suelo.

Mientras que, este fendbmeno no se observé cuando ambas cepas se co-
inmovilizaron. En este caso, la utilizacion de ambas bacterias habria propiciado
una interaccién que derivaria en la limitacion de liberacion de las mismas. Sin
embargo, después de 27 dias, el nimero de células todavia era alto (> 10’

UFC/g) y la tasa de liberacion fue més alta las macroesferas de CS/PVA.

En las Figuras 5.9 y 5.10 se muestra la liberacion de Az y Ps en suelo natural
inmovilizadas en forma separada y en conjunto para ambos soportes (CS2ST8-
2ES y CS3PVAT7-4ES, respectivamente). La cinética de los recuentos de CFU/g
en el suelo mostr6 una forma opuesta al compararse la viabilidad bacteriana
dentro de las macroesferas, al menos hasta el dia 20 (Ver Figura 5.9 y 5.10),
luego disminuy6 levemente. Las bacterias liberadas de los soportes debieron
migrar a través del suelo y competir con la microflora nativa presente. Az y Ps
inmovilizadas separadas o cargadas en forma combinada, aumentaron sus
nameros rapida y progresivamente en el suelo después de un dia. Se prob6 una
alta tasa de liberacion de las PGPB con valores promedios de 10° (Az39f y Az39f
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cuando se inmovilizaron conjuntamente con ZME4e) y 108 CFU / g (ZME4e y
ZME4e cuando se inmovilizaron junto con Az39f). La concentracion bacteriana
aumentd progresivamente durante los primeros 20 dias y luego comenzo6 a
disminuir después de 24 dias. La velocidad de liberacion de las macroperlas de
ZME4e fue mucho mas rapida que Az39f (ambas inmovilizadas por separado o

coinmovilizadas).
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Figura 5.9. Liberacion de bacterias en suelo natural a partir de macroesferas de
CSI/ST.

El material polimérico preparado y probado como soporte biofertilizante conlleva
dos ventajas principales. En primer lugar, el material de soporte proporcionaria
proteccion para las bacterias beneficiosas contra los factores ambientales
adversos que ocurren en la rizosfera donde las bacterias encuentran condiciones
dificiles y tienen que competir con la microflora nativa. En segundo lugar, la

liberacion inicial rapida permitiria la colonizacién rapida de las raices, y luego, la
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posterior liberacion gradual y prolongada de las células aumentaria y permitiria

efectos de biofertilizacion a largo plazo.

Los siguientes pasos para su comercializacion son los procedimientos de
escalamiento y la caracterizacion del material técnico de grado reactivo. Los
datos disponibles sobre el presente procedimiento sugieren que se puede
considerar un nuevo enfoque en el campo de la agricultura sostenible: el

concepto de una liberacion controlada de biofertilizantes.
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Figura 5.10. Liberacion de bacterias en suelo natural a partir de macroesferas
de CS/PVA.
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CONCLUSIONES

Se prepararon macroesferas con CS y con mezclas de CS/PVA y CS/ST
entrecruzadas idnicamente, utilizando una solucion basica de tripolifosfato de
sodio. Las matrices preparadas con quitosano resultaron aproximadamente
esféricas y con una textura rugosa, mientras que la incorporacion del ST y PVA
redujo en gran proporcion dicha rugosidad y produjo la formacién de

macroesferas mas uniformes.

Los andlisis de EDS y NMR confirmaron el entrecruzamiento iénico del quitosano
con tripolifosfato de sodio a pH basico. El método de preparacion seleccionado
limité el grado de entrecruzamiento de las macroesferas generando matrices

superabsorbentes.

El entrecruzamiento idnico disminuyo la cristalinidad y la maxima temperatura de

degradacion de los materiales.

El grado de hinchamiento maximo correspondiente a los sistemas obtenidos a
partir de mezclas poliméricas disminuy6 con la incorporacion del ST, y con el
aumento del tiempo de entrecruzamiento y aument6 con el agregado del PVA
utilizado en la preparacion de las macroesferas. Se determiné que la etapa
controlante es la difusion fickeana para las macroesferas de quitosano y
CS/PVA, mientras que para las matrices preparadas con las mezclas CS/ST, el
mecanismo controlante puede ser la difusion fickiana o un mecanismo de
transporte anémalo segun la composicion y el tiempo de entrecruzamiento

utilizados.

El porcentaje de encapsulacion y de liberacion del fertilizante quimico

seleccionado fue maximo cuando se utilizaron las macroesferas de CS/PVA.

Para todas las matrices preparadas con CS o con mezclas poliméricas CS/ST,
independientemente del tiempo de entrecruzamiento seleccionado, se encontrd

que la etapa que controla el proceso de liberacién del nitrato de potasio es la
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difusién. En cambio, para las matrices preparadas con las mezclas CS/PVA la

etapa controlante es la relajacion de las macromoléculas.

La esterilizacion de las matrices preparadas con CS/ST produjo una disminucion
en el tamafio de la matriz polimérica, una disminucion del entrecruzamiento

ionico y un aumento en el grado de hinchamiento de equilibrio.

Los hidrogeles secos cargados con A. brasilense y/o P. fluorescens pueden
almacenarse a temperatura y humedad ambientes durante un periodo

prolongado de al menos 1 afio asegurando la viabilidad de las bacterias.

La liberacién de células a partir de las macroesferas de CS/ST y CS/PVA en
agua estéril esta controlada por un mecanismo de transporte denominado Super
Caso Il donde la relajacion de la cadena polimérica es la etapa lenta del

mecanismo de la liberacion.

Para los biofertilizantes preparados, la cinética de supervivencia de los
microorganismos Yy su liberacion en suelo natural difirid entre ambas especies
bacterianas, lo que indica que las caracteristicas fisiolégicas de las bacterias
cargadas influyen en el comportamiento final del biofertilizante.

La matriz polimérica cargada con una o mas PGPB muestra un gran potencial

biotecnolégico como un material conveniente y econdmico para la formulacion

de biofertilizantes de liberacion controlada para cultivos.
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