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Resumen

Los sistemas de liberacién controlada de fertilizantes buscan reducir su aplicacién excesiva a los
cultivos, aminorar los efectos dafiinos hacia el medio ambiente, a la salud humana y mejorar la
productividad agricola. Las microesferas poliméricas han demostrado ser sistemas adecuados
para lograr estos objetivos, ya que protegen un principio activo de estimulos externos, reducen el
impacto de la liberacion de éstos y, cuando se combinan con nanoarcillas, controlan la velocidad
de administracion de un fertilizante. El presente trabajo estudi6 la captura y liberacién de nitrato
y potasio a partir de microesferas hibridas preparadas a base de matrices biopoliméricas y arcilla
de paligorskita (Pal) para generar un sistema de liberacién controlada y sostenida de fertilizantes.
Se elaboraron microesferas de alginato (Alg), poli(acido lactico) (PLA) y quitosano (QUI), se
caracterizaron para evaluar su estabilidad estructural y el tamafio promedio de particula.
Posteriormente, se prepararon microesferas hibridas de PLA y QUI con diferentes cantidades de
Pal y KNOs, incorporados de forma directa durante su obtencion. Las pruebas de liberacion se

realizaron con las esferas hibridas de QUI, en una solucién acuosa a 37 °C durante treinta dias.

Se obtuvo que las microesferas de Alg alcanzaron un tamafio promedio de particula menores a
100 um; sin embargo, presentaron un estado gelificado inestable. Las microesferas de PLA
mostraron estabilidad en tamafio de particula, eficiencias de captura de nitrato bajas y captura de
potasio entre 18 y 28%, altos rendimientos y la presencia de Pal en su superficie. La presencia
del KNO;s y Pal modifico la morfologia superficial de las microesferas de PLA, que presentaron
morfologias esféricas irregulares y la presencia de poros. Las microesferas de QUI presentaron
altos rendimientos, tamafios de particula entre 150 y 302 um, eficiencias de atrapamiento de
nitrato y potasio por encima del 34 y 55%, respectivamente, y se confirmé la presencia de Pal en
su interior. Las pruebas de liberaciébn mostraron una liberacién superficial inicial tipo rafaga de
ambos iones, seguida de una liberacion Fickeana controlada por las interacciones

QUI/Pal/principio activo y una etapa final de liberacion causada por el hinchamiento de la matriz.
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Abstract

Fertilizer delivery systems aim to reduce excessive application of fertilizers to crops, reduce
harmful effects on the environment and human health, and improve agricultural productivity.
Polymeric microspheres have proven to be suitable systems to achieve these objectives, since
they protect an active ingredient from environmental factors, reduce their release impact and,
when combined with nanoclays are able to control the fertilizer delivery rate. The present work
studied the capture and delivery of nitrates and potassium from hybrid microspheres prepared
from biopolymeric matrices and palygorskite (Pal) clay to generate a fertilizer delivery system.
Alginate (Alg), poly(lactic acid) (PLA) and chitosan (QUI) microspheres were prepared and their
structural stability and average particle size were characterized. PLA and QUI hybrid microspheres
were prepared with different amounts of Pal, the KNOsz was directly incorporated to the
microspheres during their preparation. Delivery tests were performed with the QUI hybrid spheres

in an aqueous solution at 37 °C for thirty days.

Among the obtained results, Alg microspheres reached an average particle size smaller than 100
um, however, they presented an unstable gel state. PLA microspheres showed a homogeneous
particle size, low nitrate capture efficiency and potassium capture between 18 and 28%, also was
possible to identify the presence of Pal on the microsphere surface. The presence of KNOs; and
Pal at the microspheres modified their surface morphology generating irregular spherical particles
with pores. QUI microspheres showed high yields, particle sizes between 150 and 302 um, nitrate
and potassium capture efficiencies above 34 and 55%, respectively, and the presence of Pal was
confirmed. The delivery tests showed an initial burst-type release of both ions, followed by a
Fickean release controlled by the interactions between QUI/Pal/active ingredient and a final

release stage caused by matrix swelling.



INTRODUCCION

La revolucion verde (GR) gestada en el siglo XX, permitié el incremento de la productividad
agricola con el desarrollo de variedades de plantas con alta produccion, el mejoramiento de los
rendimientos de los cultivos, y una transformacion de las técnicas de gestion a través del uso a

gran escala de fertilizantes y pesticidas sintéticos [1].

Sin embargo, esta revoluciébn y sus importantes resultados trajo consigo diversos efectos
adversos producidos por el uso excesivo de fertilizantes y pesticidas sintéticos sobre los
ecosistemas, que incluyen la disminucién de la fertilidad del suelo, la contaminacién del agua, un
mayor costo econémico para la produccién de alimentos, y un aprovechamiento poco eficiente
de fertilizantes por parte de las plantas [1,2]. Sin embargo, a pesar de estos problemas, se piensa
que no podemos dejar de producir alimentos de esta manera porque se requiere alimentar a una
poblacion en constante crecimiento que alcanzara los nueve mil millones de personas para el afio
2050 [3]. Actualmente, mas de la mitad de la poblacibn mundial se nutre de cultivos con
fertilizantes nitrogenados sintéticos, que fueron posibles desde principios del siglo XX por la
invencién del proceso Haber-Bosch [4]. El suministro seguro de nitrégeno (N) y otros nutrientes
para el crecimiento adecuado de las plantas ha permitido a los agricultores aumentar la

produccién por unidad de tierra cultivable durante el siglo pasado.

Se sabe que entre el 50-70% del nitrdgeno aplicado como fertilizante se pierde mediante
lixiviacion [5], escapando de los suelos agricolas y produciendo impactos adversos hacia el
ambiente y la salud humana, que incluyen la contaminacion del agua subterranea, eutrofizacion
de ecosistemas de agua dulce, contaminacién troposférica relacionada con emisiones de 6xidos
de Ny gas amoniaco, y acumulacién de 6xido nitroso, un gas de efecto invernadero [4]. Debido
a esta problematica, es necesario desarrollar sistemas de liberacién controlada de fertilizantes
que combinen los fertilizantes con sustancias que retarden y controlen la liberacién de nutrientes,

para minimizar las pérdidas y la contaminacion ambiental [6].

La convergencia de diferentes disciplinas en la agricultura ha dado origen a la llamada agricultura
de precision, en donde los materiales compuestos poliméricos juegan un papel fundamental en
el disefio de formulaciones para la aplicacion adecuada, eficiente y sustentable de pesticidas y
fertilizantes de Ultima generacion [7]. Tales materiales se desarrollan comUnmente como
microesferas que posean buenas propiedades de intercambio de iones para la liberacion lenta y

continua de un principio activo (PA) [2, 8].



Entre los polimeros mas estudiados se encuentran el alginato, el poli(acido lactico) (PLA) vy el
quitosano (QUI). Las microesferas de alginato y sus propiedades de formacién de geles se han
investigado exhaustivamente como sistema de liberacion de farmacos principalmente por ser un
polimero biodegradable, biocompatible, no toxico y se ha aplicado a la liberacién controlada de
fertilizantes [9]. Las microesferas de PLA se han desarrollado principalmente para la liberacion
controlada de pesticidas para disminuir los riesgos al medio ambiente, la salud animal y humana
[10]. Las microesferas de quitosano (QUI) se han evaluado como vehiculo para administrar
farmacos, pesticidas, bioestimulantes, fungicidas vy fertilizantes, que lo convierte en uno de los
polimeros mas estudiados en el area de la liberacion controlada; estas aplicaciones son posibles
debido a la naturaleza catiénica del QUI y su capacidad de formar geles entrecruzados con ayuda

de un agente entrecruzante como el glutaraldehido [11].

La incorporacién de materiales arcillosos en microesferas poliméricas mejora las propiedades de
retencién y liberacion controlada de un PA [12, 13]. Las arcillas de paligorskita son arcillas
fibrilares estudiadas como nanorrefuerzo en microesferas para diversas aplicaciones [12], entre

las que se encuentra la liberacién controlada de fertilizantes.

El nitrato de potasio (KNO3) es una fuente de dos macronutrientes para las plantas, el Ny el K,
gue cumplen funciones importantes en las plantas y se han desarrollado diversas estrategias en

forma de microesferas para disminuir y controlar su liberacion [6, 14].

Las microesferas poliméricas organicas combinadas con un material arcilloso inorganico dan
origen a las microesferas hibridas. Las principales ventajas de usar las microesferas hibridas
como sistemas de liberacion controlada son: la entrega regular y continua de los nutrientes a las
plantas; una baja frecuencia de aplicacién de fertilizante a los suelos; una reduccién en la pérdida
de nutrientes debido a la lixiviacion, volatilizacion e inmovilizacién; menor contaminacién de los

mantos acuiferos y una reduccion en los costos de produccion [2].

El presente trabajo de investigacion estudio la incorporacion del fertilizante inorganico KNOs y la
arcilla fibrilar Paligorskita (Pal) en microesferas de alginato, PLA y QUI, mediante métodos de
emulsion como una estrategia para disminuir y controlar la liberacién del fertilizante, para su

potencial aplicacion en la nutricion vegetal de diferentes cultivos.



CAPITULO 1

ANTECEDENTES

1.1 Los fertilizantes en la agricultura del siglo XXI

Los fertilizantes, en un sentido amplio, son productos que mejoran los niveles de los nutrientes
vegetales y/o las propiedades fisicas y quimicas del suelo, y por lo tanto mejoran directa o
indirectamente el crecimiento de las plantas, el rendimiento y la calidad de los cultivos [15]. Los
fertilizantes se clasifican en términos de su composicion quimica, asi, los fertilizantes minerales
son aquellos que consisten de compuestos inorganicos o compuestos organicos producidos
sintéticamente; mientras que los fertilizantes organicos son productos de desecho de la cria de
animales, de la descomposicion de plantas o del tratamiento de desechos; los acondicionadores
del suelo son productos cuya funcién principal es mejorar las propiedades fisicas del suelo [15].
Los fertilizantes son esenciales en el sistema de agricultura actual para reemplazar los elementos

extraidos del suelo en forma de alimentos y otros productos agricolas [16].

Si bien la alta productividad agricola ha contribuido al crecimiento de la poblacién y al desarrollo
econémico, se deben considerar los impactos ambientales de la aplicacion excesiva de
agroquimicos, que han llevado al incremento de procesos tales como la eutroficacion, la toxicidad
del agua, la contaminacion del aire, la degradacion del suelo y los cambios en el ecosistema [8].
La aplicacion convencional de agroquimicos proporciona una concentracion superior
(sobredosificacion) a los requerimientos nutricionales de los cultivos (estas concentraciones
varian de acuerdo a los cultivos) e induce problemas de toxicidad para los organismos, con
efectos secundarios no deseados hacia el medio ambiente [17, 18]. Una de las alternativas para
mantener la productividad agricola, el uso eficiente de los nutrientes y aminorar el impacto en el
medio ambiente es el suministro de agroquimicos de una forma que sea mas eficiente para las

plantas.

El paradigma actual es que los fertilizantes convencionales (CFs) no pueden estar disponibles
para las plantas al 100% debido a las pérdidas ambientales, con efectos diferentes en los cultivos
segun las especies y las condiciones pedoclimaticas locales (condiciones relativamente
homogéneas en cuanto a clima y suelo en una zona) [19]. Se estima que entre el 20% y el 70%
de la urea, aplicada en condiciones de campo abierto, se escapa al medio ambiente a través de
la lixiviacién, por procesos de nitrificacion y volatilizacién [20]. Como resultado de esto, los

agricultores realizan multiples aplicaciones del fertilizante, aunque este proceso por lo general



sea poco eficiente para la nutricién vegetal. La demanda de nutrientes por parte de los cultivos
se produce de forma dindmica, por tanto, un fertilizante aplicado de forma eficiente es aquel que
es capaz de ajustarse a los requerimientos nutricionales de los cultivos durante su ciclo completo

de crecimiento (figura 1.1) [19].

"""" Liberacion convencional
- + Liberacion recomendable
Absorcién por la planta

Cantidad de nutriente

Tiempo

Figura 1.1. Patron de liberacion de nutrientes [19].

1.1.1 Macronutrientes y micronutrientes

Los elementos quimicos que son requeridos para el crecimiento y desarrollo apropiado de las
plantas tipicamente se conocen como nutrientes vegetales. Se clasifican en dos grandes grupos:
macronutrientes y micronutrientes (figura 1.2). Los macronutrientes son aquellos requeridos por
las plantas en cantidades relativamente grandes (milimolares), entre los que se encuentran el
carbono (C), el hidrogeno (H), el oxigeno (O) (disponibles desde el aire o el agua), el nitrdgeno
(N), el fosforo (P), el potasio (K) (conocidos como nutrientes primarios), y el calcio (Ca), el
magnesio (Mg) y el azufre (S) (denominados nutrientes secundarios). Los micronutrientes son
requeridos en cantidades mas pequefias (micromolares), dentro de los que se encuentran el boro
(B), el cloro (Cl), el cobre (Cu), el hierro (Fe), el manganeso (Mn), el molibdeno (Mo) y el zinc (Zn)
[16].
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Figura 1.2. Macro y micronutrientes necesarios para las plantas [21].

Uno de los macronutrientes mas indispensables para el crecimiento de las plantas es el N.
Después del carbono, el N es el elemento requerido en mayores cantidades por las plantas, ya
que cerca del 1-5% de la materia seca de la planta consiste en N, que es un constituyente integral
de proteinas, acidos nucleicos, clorofila, coenzimas, fitohormonas y metabolitos secundarios [22].
La mayoria de las plantas dependen de los compuestos nitrogenados para su crecimiento. Las
principales fuentes de N que son absorbidas por las raices las plantas son el nitrato (NO3) y
amonio (NH4") [22]. Generalmente, solo el 40-50% de los fertilizantes nitrogenados utilizados en
la agricultura son aprovechados por los cultivos, y el N que se pierde en el sistema planta-suelo

puede generar problemas ambientales que incluyen la contaminacion del agua y el aire.

El nitrato y el amonio son las principales fuentes del N inorganico disponible para las plantas. El
nitrato se presenta generalmente en concentraciones mas altas (1-5 mM) que el amonio (20-200
um) en las soluciones de suelos agricolas. El nitrato posee una movilidad mas alta que el amonio

en los suelos agricolas y esta méas disponible para las plantas [22].

Ademas de la adquisicion del N inorganico por las plantas a través del nitrato y el amonio, el N
organico también contribuye a la nutricion de las plantas [23]. EI N organico es la forma principal
de N en los suelos: es parte de la materia organica en forma de péptidos y proteinas, aminoacidos
y urea. La urea es en si misma utilizada como un fertilizante nitrogenado (fuente disponible de N
en el suelo); sin embargo, la urea requiere diversos procesos hasta llegar a una forma de N

asimilable por las plantas. La urea se hidroliza a amonio en el suelo por la accion de la enzima



ureasa que es producida por microorganismos del suelo, y asi puede estar disponible para las

plantas [24].

Después del nitrato, el K es el nutriente requerido en mayores cantidades por las plantas. El K es
considerablemente diferente de otros macronutrientes, tanto en su funcion dentro de las plantas
como en la forma en la que esté disponible. A diferencia de otros nutrientes, el K en las plantas
no constituye en componente estructural, ni de proteinas, carbohidratos, etc., pero si cumple
diferentes roles como ion en liquidos celulares [16]. Posee funciones en la apertura y cierre de
estomas, el control de la turgencia en células, el mecanismo de transporte de almidones y
azlcares, actla en la sintesis de proteinas, en la activacién de enzimas, favorece el crecimiento
de raices, propicia que los tallos de las plantas estén sanos y resistentes, asi como en la

reduccion de los efectos de la sequia [16, 25].

La captura de K por las plantas es un proceso altamente selectivo y esta acoplado a la actividad
metabdlica. Se caracteriza por una alta movilidad en todos los niveles de la planta, dentro de las
células individuales, dentro de tejidos, asi como en el transporte a larga distancia a través de las

estructuras vasculares de la planta [22].
Algunas de las funciones del K en las plantas son [22, 26]:

e La activacion enzimatica: un gran nimero de enzimas son completamente dependientes
0 estan estimuladas por el K y otros cationes univalentes, induciendo cambios
conformacionales en las proteinas.

e La sintesis de proteinas: el K se requiere en concentraciones mas altas para la sintesis
de proteinas que para la activacion enzimatica.

e La fotosintesis: el proceso de fotosintesis se ve reducido fuertemente en las hojas de

plantas con deficiencias de potasio.

Existen cuatro diferentes fuentes de K en el suelo. Entre el 90-98% del K se encuentra en los
minerales como feldespato y la mica, el K contenido en estas fuentes presenta una baja
disponibilidad para las plantas. La segunda fuente es el K no intercambiable, entre 1y 10%, esta
asociado a los minerales de arcilla 2:1. La tercera fuente de K, del 1 al 2%, es el K intercambiable
gue se encuentra en los sitios de intercambio de cationes o en la solucion del suelo, y la cuarta
es el K contenido en la materia organica y en la poblacion microbiana del suelo [26]. Como se
describié anteriormente, casi todo el K del suelo se encuentra como componente estructural de
los minerales del suelo, y esta escasamente disponible para el aprovechamiento por parte de las

plantas [27].



1.1.2 Nitrato de potasio como fuente de nutrientes vegetales

El nitrato de potasio (KNO3) es una fuente soluble de dos nutrientes esenciales muy importantes,
y se usa como fertilizante para cultivos que se benefician con la nutricién de nitrato (NOs) y una
fuente de K libre de cloruros. Es fabricado mediante la reaccién de cloruro de potasio con una
fuente disponible de nitrato (nitrato de sodio, acido nitrico o nitrato de amonio). Se comercializa
como un material cristalino, altamente soluble en agua y puede administrarse mediante la
disolucion y aplicaciéon con agua (foliar y en solucidon nutritiva) o en forma perlada para

suministrarlo al suelo (figura 1.3) [28].

b)

Figura 1.3. Nitrato de potasio en a) cristales y b) granulos [28].

El empleo de nitrato de potasio es requerido ya que es una fuente de nutrientes con una alta
solubilidad y libre de cloro, ademas de que el Ny el K estan disponibles inmediatamente para la
absorcion por las plantas, sin la necesidad de transformarse en el suelo mediante la accion
microbiana, como sucede con las fuentes organicas de nitrato [29]. EI KNO3 posee una relacion
N:K de aproximadamente 1:3, que permite maximizar su utilizacién en los cultivos. El nitrato de
potasio presenta un efecto sinérgico entre K* y NOs™ que facilita la absorcion de ambos nutrientes
por las raices de las plantas [29]. Se debe tener en cuenta que la alta solubilidad del KNO3 a altas
temperaturas puede ocasionar una alta movilidad del nitrato hacia el suelo y tener baja

disponibilidad de absorcién por las plantas [28].

La alta solubilidad del KNOs es un factor limitante de su aplicacién en estudios de campo, ya que
presenta una alta movilidad hacia el suelo y al agua subterranea, no permiten un
aprovechamiento adecuado en el ciclo de crecimiento de las plantas y conlleva a una aplicacion
excesiva para lograr la efectividad deseada que, a largo plazo, produce efectos adversos hacia
el medio ambiente y la salud humana [19]. Una de las alternativas més exploradas, es el
desarrollo de tecnologias que controlen la liberacion de fertilizantes, en los que el fertilizante

aplicado sea menor, con una reduccion en la sobredosificacion, su aplicacion efectiva durante un



intervalo de tiempo dado, que al mismo protejan el fertilizante de factores ambientales como la
radiacién, la humedad, el pH del suelo, la temperatura y, finalmente, se produzca una
administracibn automética a los cultivos a velocidades controladas que mantengan su

concentracion dentro de un intervalo de tiempo 6ptimo [18, 30].

1.2 Liberacion controlada de fertilizantes

La liberacién controlada es la administracion a medida de compuestos, que pueden ser farmacos,
proteinas, péptidos, pesticidas y fertilizantes, etc., para mantener una concentracion determinada
durante un tiempo especifico en respuesta a estimulos (por ejemplo, 6smosis, pH, temperatura,
luz ultravioleta, campos magnéticos y enzimas) [18]. La tecnologia de liberacion controlada
comenz6 desde 1950 con el desarrollo de sistemas poliméricos que fueran capaces de liberar
farmacos orales y desde entonces, ha recibido una atencién mayor ante la creciente evidencia
de que las sustancias que van desde los farmacos hasta los productos quimicos agricolas

aplicados por medios convencionales son a menudo toxicos y con frecuencia ineficaces [18].

Esto ha llevado al desarrollo de fertilizantes de eficiencia mejorada (EEF) que, son productos con
caracteristicas que permiten aumentar la captacion de nutrientes por las plantas, se tiene un
mejor control sobre la administracion de los nutrientes vegetales en los sistemas agricolas,
minimizando las pérdidas por lixiviacion y volatilizacién, asi como la reduccion de los problemas
socioambientales derivados del uso excesivo de fertilizantes [31]. Un EEF es capaz de reducir el
uso de agroquimicos y de esta manera aminorar el impacto al medioambiente y a la economia,
sin comprometer la productividad agricola. Es dependiente de matrices poliméricas para recubrir,
dispersar o encapsular el nutriente; se clasifican en fertilizantes de liberacion lenta, liberacion

controlada y amigables con el medio ambiente [8, 31].

En un sistema de fertilizante de liberacion lenta (SFR), los nutrientes se liberan a una velocidad
menor que en un fertilizante convencional. Sin embargo, la velocidad, el patrén y la duracion de
la liberacion no se controlan y su efectividad es altamente dependiente de la actividad microbiana,
la humedad y la temperatura del suelo, asi como su tipo y condiciones de uso [8, 19]. En los
sistemas de fertilizantes de liberacion controlada (CRF) se conocen los factores que tienen
influencia sobre la velocidad, el patrén y la duracion de la liberacion y pueden ser controlados
durante su preparacion [32]. En un sistema de fertilizante amigable con el medio ambiente, los
materiales utilizados para cubrir, encapsular o dispersar los fertilizantes deben degradarse en el
suelo, y convertirse en dioxido de carbono, agua, metano, compuestos inorganicos o biomasa

microbiana después de la liberacion del fertilizante sin causar dafios en el medio ambiente [33].
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1.2.1 Liberaciéon controlada de fertilizantes a partir de microesferas poliméricas

Existen diversos métodos para la liberacion controlada de un principio activo; el uso de
microparticulas es uno de estos métodos y existen de dos tipos, microcapsulas y micromatrices
(también llamadas microesferas) (figura 1.4). Las microesferas son matrices poliméricas en las
que una sustancia esta dispersada homogéneamente en su interior [34]. Las sustancias
dispersadas en el interior de las microesferas se conocen como principio activo, relleno, fase
interna o carga (til. Las microesferas se presentan en un intervalo de tamafio entre 1 a 1000 pum

y pueden presentar diferentes tipos de estructuras [34, 35].

Membrana Matriz

Nucleo de agente activo § ;
€ ) Agente activo disperso

Microciapsula Microesfera

Figura 1.4. Tipos de microparticulas [36].

Las microesferas protegen el principio activo de condiciones ambientales desfavorables como la
temperatura, el pH, la luz y la humedad, lo que aumenta su tiempo de vida Gtil y disminuye su
degradacion. Las microesferas ofrecen la posibilidad de crear soluciones individuales a
problemas especificos en diversas areas de aplicacion. Las ventajas mas comunes son:
liberacion controlada de un principio activo especifico, productos con nuevas caracteristicas,
proteccion del ambiente de ingredientes activos y reduccion del impacto ambiental. Sus
aplicaciones se extienden a diferentes sectores industriales tales como productos farmacéuticos,

cosméticos, biotecnologia, produccién de quimicos, etc. [37, 38].

1.3 Técnicas parala preparacién de microesferas

Las técnicas para la preparacion de microesferas pueden dividirse en métodos quimicos o fisicos.
Los métodos quimicos involucran fuerzas intermoleculares fuertes (interacciones electrostaticas,
enlaces de hidrégeno e interacciones hidrofébicas) o reacciones quimicas. Los métodos fisicos
se basan en el aspecto o estructura [37]. La eleccion del proceso de microencapsulacion esta
gobernada por las propiedades fisicas y quimicas del principio activo, el material matriz, el
mecanismo de liberacién, el tamafio de particula y la aplicacion requerida [38]. Algunas de las

técnicas méas populares son el secado por aspersion, el recubrimiento en lecho fluidizado, la
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encapsulacion con fluidos supercriticos, la liofilizacién, la gelificacién ionica, los métodos de

emulsificacion-eliminacién de solventes y la formulacién de liposomas [36].

1.3.1 Gelificacién iénica

La gelificaciébn ionotropica es una técnica que permite producir nanoparticulas (NPs) y
microparticulas (MPs) a través de interacciones electrostaticas entre dos especies idnicas bajo
ciertas condiciones [37], en donde al menos una de estas especies es un polimero. Cuando un
farmaco, molécula bioactiva o principio activo se agrega en la reaccién, puede ser atrapado en
las cadenas poliméricas, dando como resultado su captura dentro de la estructura de la

nanoparticula/microparticula [40].

El método de gelificacion ibnica se desarrolla por dos rutas diferentes. En la figura 1.5 se
muestran las dos rutas que pueden seguirse para obtener microparticulas mediante gelificacion
ibnica. En la ruta A la solucién polimérica se mezcla previamente con el principio activo y
posteriormente se agrega a la solucion de contraiones usando una jeringa. En la ruta B, la
solucién polimérica se mezcla con el principio activo y luego se agregan los contraiones mediante

goteo. En las dos rutas se pueden utilizar polimeros catiénicos o0 anionicos [39, 41].

Agregar por goteo la mezcla
de polimero-principio activo

.

\
- Principio
active

P Solucion de
Cadenas poliméricas en

-+ contraiones
solucion acunosa a\_,)

£ > Principio
activo

Cadenas poliméricas en
solucién acuosa

& Adicion por goteo de In

b especie de coniraiones

N Solucion opaca:
presencia de microparticulas

Figura 1.5. Representacion del proceso de preparacion de microparticulas por gelificacion idnica, este proceso se realiza
mediante agitacion y a 25°C [39].

Entre los polimeros mas utilizados para obtener microparticulas por gelificacion i6nica se

encuentran el quitosano, alginato de sodio, carboximetilcelulosa, goma gellan, fibrina, colageno,
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gelatina, acido hialurénico, dextran y pectina. Asi mismo, las especies idnicas que han sido
utilizadas con estos polimeros son sales de sodio, calcio y magnesio [42, 43]. Los tamafios de
particula mediante la gelificacién i6nica generalmente se encuentran desde los cientos de
micrometros hasta los milimetros, convirtiendo la obtencién de un tamafio de particula
homogéneo en uno de sus principales retos. Para obtener los tamafios de particula deseados, se
requieren estudiar variables como la concentracidn de la solucién polimérica, la distancia de goteo
de la solucion de contraiones, el tamafio de la boquilla de la jeringa, la concentracion de la

solucion de contraiones, entre otros [44].

Las emulsiones se encuentran en los ambitos industriales y domésticos, y consisten en una
mezcla de liquidos inmiscibles, usualmente agua y aceite, en la que uno se dispersa dentro del
otro en forma de gotas usando un esfuerzo mecanico y un surfactante [45, 46]. La técnica de
gelificacién ibnica puede ser realizada a través de un proceso de emulsificacién y es factible para
la producciéon de microesferas con tamafios menores a 100 um, con un bajo costo y con una
estrategia de experimentacion sencilla [44, 47]. De manera general, esta técnica implica dos
pasos, la formacién de las gotas de polimero estable en la emulsion y el endurecimiento de las
particulas. En este método, la gelificacion tiene lugar cuando la solucién polimérica colisiona con

los iones de la solucion de contraiones y se divide en dos tipos: gelificacion interna y externa [44].

En el proceso de gelificacién externa realizada a través de una emulsificacion, el principio activo
es dispersado completamente a través de la solucion polimérica acuosa (fase dispersa), previo
al proceso de emulsion. Luego, la mezcla es agregada a la fase organica (fase continua) que
contiene un surfactante adecuado para formar una emulsion de agua en aceite (W/O) bajo
agitacion continua [44]. El agente entrecruzante, se agrega por goteo lentamente en la emulsion
y se mantiene la agitacion durante el tiempo de entrecruzamiento. Finalmente, las microesferas
se lavan para remover el exceso de la fase organica, se filtran y son secadas a temperatura

ambiente.

En el proceso de gelificacion interna, la sal de los contraiones se agrega en la soluciéon de
polimero-activo antes de que la gelificacion ocurra, y los contraiones son liberados cuando la fase
organica se acidifica, permitiendo el entrecruzamiento de los contraiones y el polimero [44, 48].
El polimero mas utilizado para la fabricacion de microparticulas por este método es el alginato de

sodio [47]. La figura 1.6 muestra el proceso de emulsificacion con gelificacion externa e interna.
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Agregar por goteo la mezcla Solucidn de contraiones
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solucién acuosa polimero + principio active Solucidn orginica: Emulsién Wi0
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Sal insoluble

Cadenas poliméricas Solueidn acuosa: colucis B
en solucidn acuasa polimera + principio active Solucién orginica: Emulsién WO

+ sal insoluble (i.e. CaC05) Solvente arganico + surfactante

Figura 1.6. Proceso de emulsificacion/gelificacién. a) gelificacion externa y b) gelificacion interna [44].

1.3.2 Emulsificacion y evaporacion de solvente

La técnica de emulsificacion y evaporacion de solvente es de amplia aplicacién en la industria
farmacéutica para desarrollar sistemas de liberacion controlada de farmacos [49], y se ha utilizado
para la preparacion de micro y nanoparticulas, mediante el uso de polimeros que son disueltos
en solventes organicos volatiles inmiscibles en agua [50]. Fue desarrollada en 1979 por
Vanderhoff et al. [51], que tuvo por objetivo proporcionar un método para producir una emulsion
polimérica acuosa, y particularmente un método para producir una emulsiéon en la que el tamafo

de las particulas de polimero fuese menor a 0.5 um mediante la emulsificacion del polimero.

El método de emulsificacion con evaporacion de solvente se compone de dos pasos. El primero
consiste en la disolucion del polimero y el principio activo en un solvente organico volatil
(diclorometano, cloroformo, acetato de etilo, entre otros), para formar la solucién orgénica [50].
La emulsion de aceite en agua (O/W) se forma al agregar la solucién polimérica en una solucion
acuosa que contiene un agente emulsificante (no-ionico, aniénico o catiénico) para la formacién
de gotas discretas [51, 52]. En el segundo paso, el solvente organico se evapora, ya sea por
agitacion continua a temperatura ambiente o bajo presion reducida. Para que las microesferas se
formen, el solvente orgénico primero debe difundirse hacia la fase acuosa y luego evaporarse en
la interfaz agua/aire [52]. Conforme se evapora el solvente, las microesferas se endurecen y se
obtienen mediante una filtracion y secado adecuados. La figura 1.7 muestra una representacion

esguematica del proceso de emulsion y evaporacién de solvente.
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Figura 1.7. Proceso de emulsificacion y evaporacion de solvente [50].

En esta técnica de preparacion de microesferas poliméricas, se ha identificado que existen
diversos factores que tienen influencia sobre sus propiedades, como son: la naturaleza y
solubilidad del ingrediente activo; la concentracion, el peso molecular y el tipo de polimero; la
proporcion activo/polimero; la concentracion y tipo de agente emulsificante utilizado; la velocidad
de agitacién y temperatura del proceso de emulsificacion; los volumenes y viscosidades de la

fase dispersa y continua; el tipo de solvente organico utilizado y su tasa de difusién [50, 52].

Mediante esta técnica, se han obtenido microesferas poliméricas de diferentes polimeros como
Poli(acido lactico) (PLA), Poli(acido lactico-co-glicélico) (PLGA), Poli(acido glicélico) (PGA),
etilcelulosa (EC), ftalato de acetato de celulosa (CAP), Poli(e-caprolactona) (PCL), Poli(B-
hidroxibutirato) (PHB) e Hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) [50, 53]. Los ingredientes activos
comunmente empleados para su microencapsulacion en polimeros mediante este método son de
naturaleza hidrofobica e hidrofilica con diferentes propiedades fisicas y quimicas [52]. Los
agentes emulsificantes que se incorporan a la fase acuosa consisten en polimeros hidrofilicos y
surfactantes anionicos y cationicos, entre los que se encuentran el Poli(alcohol vinilico) (PVA),

copolimeros como Poloxamer 127 y Poloxamer 188 y Polisorbato 80 (Tween 80), entre otros [50].

Los solventes usados para la solucién organica deben ser inmiscibles con agua y con un punto
de ebullicibn mayor que la del agua, que aseguren su evaporacién completa y sin dejar rastros
en las microparticulas [50]. De acuerdo con los lineamientos del Consejo Internacional para la
Armonizacion de los Requerimientos Técnicos para los Productos Farmacéuticos de Uso
Humano (ICH), sobre la cantidad de solventes residuales en las formulaciones, los residuos de
solventes estan divididos en tres clases principales: la clase 1 esta conformada por aquellos
solventes con una toxicidad inaceptable o con efectos ambientales perjudiciales, la clase 2 por
solventes que tienen asociada una toxicidad menos severa y por tanto debe limitarse su usoy la

clase 3 por aquellos que presentan una baja toxicidad y bajo riesgo para la salud humana [54].
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Los solventes mas usados en latécnica de emulsion y evaporaciéon de solvente son diclorometano
(DCM) vy acetato de etilo, que pertenecen a la clase 2 [50]. De acuerdo con Vanderhoff et al. [51]
la técnica permite la utilizacion de otros solventes como butanol, pentanaol, ciclopentanol, éter de

petroleo, solventes téxicos como cloroformo, acetonitrilo, entre otros.

La efectividad del método de emulsificacion y evaporacién de solvente para la produccion de
microesferas depende del atrapamiento exitoso del principio activo dentro de las particulas, y este
proceso se logra si el activo es escasamente soluble en el medio acuoso que conforma la fase
continua de la emulsién [52]. Las propiedades fisicas de las microesferas tienen una fuerte
dependencia de la naturaleza de los materiales empleados y los pardmetros utilizados durante el
proceso de manufactura [49]. Esta técnica ha sido empleada exitosamente para el atrapamiento
de diferentes activos hidrofébicos (en el area farmacéutica) en matrices poliméricas, con alta

produccion, buena reproducibilidad y facilidad de escalamiento a nivel industrial [50].
1.3.3 Emulsificacion y entrecruzamiento

Las técnicas de fabricacion de microparticulas mediante un proceso de emulsiéon se pueden
realizar mediante diversas formas, como la emulsién-gelificacion idnica y la emulsién-evaporacion
de solvente [55]. Las microparticulas obtenidas por estos métodos usualmente presentan
propiedades mecanicas bajas y se requieren hacer modificaciones para obtener mayor
resistencia mecanica, dureza y rigidez, asi como propiedades de estabilidad térmica,

hinchamiento y permeabilidad [56].

Entre las modificaciones se encuentra el entrecruzamiento de las cadenas poliméricas. El
entrecruzamiento es un proceso en quimica de polimeros que da lugar a una estructura de red
en donde las cadenas poliméricas estan unidas unas a otras mediante enlaces cruzados de tipo

iGnico o covalente [57].

Estas modificaciones consisten en entrecruzamientos fisicos o quimicos. En el entrecruzamiento
fisico, los polianiones y policationes son los entrecruzantes mas comunes para la modificacion
de la superficie de carga opuesta mediante la técnica de coacervacion compleja, emulsificacion
y secado por aspersion [6, 56, 58]. Este tipo de entrecruzamiento de polimeros se produce a
través de fuerzas fisicas como fuerzas electrostéticas, enlaces de puentes de hidrégeno e
interacciones hidrofébicas [58]. El entrecruzamiento quimico de microparticulas se realiza
mediante agentes como el glutaraldehido (GA), hidréxido de sodio (NaOH), epiclorhidrina (ECH),

etilenglicol diglicidil éter (EGDE), entre otros [57]. El entrecruzamiento se produce por enlaces
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covalentes mediante reacciones quimicas [57]. Estos dos tipos de entrecruzamiento se muestran

en la figura 1.8.

a)
Entrecruzamiento fisico

Polimero A > M

N\
Grupos funcionales wefip
Tl

Polimero B *»M

b)

Enlaces no covalentes

Entrecruzamiento quimico

Enlaces covalentes

1%3

Entrecruzante

Figura 1.8. Tipos de entrecruzamientos de cadenas poliméricas. a) fisico y b) quimico [59].

La eleccion del tipo de entrecruzamiento depende de la aplicacion final de las microparticulas.

Los entrecruzamientos fisicos se prefieren generalmente cuando la aplicacién involucra la

liberacion de farmacos, en donde se ha demostrado que los agentes como el glutaraldehido

producen toxicidad fisiol6gica e irritacion de las mucosas, incrementan su resistencia a la

degradacion quimica o biodegradacion a largo plazo [58, 60]. El entrecruzamiento quimico se ha

utilizado como una forma de mejorar la estabilidad quimica y mecanica del polimero, estos

sistemas tienen aplicaciones como la liberacion de pesticidas [13], la absorcion de contaminantes

en el agua [61], la liberacion de farmacos [62], etc.

La fabricacion de microparticulas mediante emulsificacién y entrecruzamiento consiste en la

formacion de la emulsion y la adicion de un agente entrecruzante soluble en la fase dispersa

durante el proceso de preparacion de las particulas, como se ilustra en la figura 1.9.

Q>

Solucién acuosa:
polimero disuelto en agua
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S
y
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: /
\ Agregar el agente
Sy entrecruzante

Formacion de
microparticuolas

Solucién erganica: Emulsion W/

polimera + principio activo agente emulsificante

+ solvente organico

Figura 1.9. Proceso de emulsificacion y entrecruzamiento.
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1.4 Tipos de matrices para microesferas

Las microparticulas poliméricas pueden fabricarse con distintos tipos de polimeros, naturales,
semisintéticos y sintéticos. Los polimeros naturales (polisacéaridos, proteinas, poli hidroxiacidos,
etc.) no son toxicos, son biodegradables, biocompatibles, abundantes, de facil modificacion
quimica y con un amplio uso en la industria farmacéutica [56]. Los polimeros semisintéticos
(aquellos derivados de celulosa, etc.) y sintéticos (policondensados, poliésteres, polianhidridos,
poliamidas, polimeros vinilicos y copolimeros, etc.) se presentan en un amplio intervalo de
composiciones y moléculas con propiedades ajustables, con capacidad de modificarlas para
mejorar su resistencia mecanica, propiedades de permeabilidad, entre otras [56, 63]. Sin
embargo, se debe tener en cuenta que la mayoria de los polimeros sintéticos tienen una falta de
biocompatibilidad (para aplicaciones médicas) y cuyo tiempo de degradacion puede ser mayor
gue en el caso de los polimeros naturales. La tabla 1.1 presenta los tipos de polimeros mas

utilizados para la formacién de microesferas.

Tabla 1.1 Polimeros utilizados en la preparacion de microesferas [56].

Tipos de polimeros Material de pared/matriz

Agar, agarosa®, alginato” (Alg), carragenano?,
De origen o guitosanaoC (Chit), goma gellan?, almidén, xantano”,
Polisacéaridos . .
natural sulfato de condroitina-6#, sulfato de dextran®, acacia®,

pectina®, acido hialurénico” (HA)

Proteinas/polipéptidos ~ Albumina®, colageno, gelatina®¢

Lipidos Lecitina, heparina®

Carboximetilcelulosa® (CMC), carboximetilcelulosa de
sodio® (NaCMC), sulfato de celulosa”* (CS),

etilcelulosa® (EC), ftalato de acetato de celulosa (CAP),

Semisintéticos Celulosas modificadas

butirato de acetato de celulosa (CAB)

Poli(acido acrilico)® (PAA), poliaminoacidos”,
poli(alilamina)¢ (PAAm), polianhidridos, poliésteres,
poli(etilenimina)® (PEI), poli(etilenglicol) (PEG),
poli(6xido de etileno) (PEO), poli(acido lactico) (PLA),
Sintéticos poli(acido lactico-co-glicélico) (PLGA), alginato, poli-L-
lisina (PLL), polimetacrilatos, poli(metilmetacrilato)
(PMMA), polimetilen-co-guadininaC®, tripolifosfato”
(TPP), polifosfacenos (PZ), poli(alcohol vinilico) (PVA),

polivinilaminaC®, poli(vinil pirrolidona) (PVP)

El superindice A se refiere a polianiones y el C a policationes.
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Entre los polimeros de origen natural mas estudiados para la fabricacién de microparticulas
(microcapsulas/microesferas) se encuentran el alginato de sodio y el quitosano por sus
caracteristicas de bajo costo, buena biocompatibilidad, biodegradabilidad, buenas habilidades de
formacion de membranas y peliculas, facilidad de modificacidbn quimica y no toxicidad, ademas,
se han utilizado como sistemas de liberacion de farmacos [6, 47, 56]. El PLA es uno de los
polimeros sintéticos mas utilizados en la preparacion de microparticulas para la liberacion de

farmacos por su biocompatibilidad y biodegradabilidad [64].

1.4.1 Alginato

El alginato es un término utilizado para referirse a las sales del acido alginico y esta presente en
las paredes celulares de las algas pardas en forma de sales de calcio, magnesio y sodio del &cido
alginico [65]. El alginato tiene una funcién biolégica como componente para la formacion de
estructuras en las algas pardas que les proporciona resistencia mecanica y flexibilidad [66].

La industria farmacéutica, la alimenticia y la textil (pasta para estampados) son los principales
mercados hacia los que se dirige la produccién de alginatos; sin embargo, también se estan
empleando en aplicaciones biotecnolégicas para la encapsulacién de agentes activos (células

vivas para aplicaciones in vitro e in vivo) [66].

Respecto a su composicion quimica, el alginato es un polisacarido natural conformado por una
familia de copolimeros lineales binarios compuestos de dos tipos de monémeros, el acido 3-D-
manurénico (M) y el acido a-L-gulurénico (G) unidos por enlaces glucosidicos (1-4). Estos
monémeros forman estructuras homopoliméricas (bloques M que provienen de las unidades
manuronicas y bloques G que provienen de unidades gulurdnicas). Los alginatos se conforman
por regiones de bloques My G, intercaladas con regiones de estructura alterna (bloques MG) [44,

56, 66]. La figura 1.10 muestra las caracteristicas estructurales del alginato.
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Figura 1.10. Caracteristicas estructurales del alginato. a) monémeros de alginato, b) conformacion de las cadenas y c)
distribucion de bloques [66].

Los alginatos se utilizan ampliamente en la industria alimentaria, en la industria textil, en la
fabricacion de papel, en el ambito medicinal, en el tratamiento de aguas residuales y en la
industria farmacéutica debido a su biocompatibilidad, biodegradabilidad y no toxicidad [44, 66,
67]. Sus aplicaciones se basan en la habilidad de los alginatos para retener agua, y en sus
propiedades gelificantes, viscosificantes y estabilizantes [66]. La formacion de geles de alginato
puede lograrse a través de dos métodos: el entrecruzamiento iénico con cationes (geles idnicos)

0 por precipitacion acida (geles acidos) [68].

La formacién de geles de alginato por entrecruzamiento ibnico es posible gracias a sus
caracteristicas de enlazamiento i6nico y su afinidad a cationes multivalentes, que son
directamente dependientes de la cantidad de bloques G presentes en la estructura del alginato
[66, 68]. La matriz de alginato tiene la capacidad de formar un gel en presencia de cationes
divalentes mediante un proceso altamente selectivo ya que el alginato tiene una afinidad hacia
los cationes en orden creciente: Mn < Zn, Ni, Co < Fe < Ca< Sr<Ba < Cd < Cu < Pb [68]. El Ca?*
es el cation divalente con mayor uso, debido a que no es téxico como los cationes de Pb, Cuy
Cd.

La gelificacion del alginato se produce por el enlazamiento entre los cationes divalentes y las

regiones con los bloques G del polimero. La adicion de los iones de calcio a las moléculas del
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alginato une dos cadenas G en lados opuestos formando una cavidad; los iones de Ca se unen
al oxigeno de los grupos carboxilo por multicoordinacién [66, 68]. Esta configuracién polimérica

da lugar a la estructura conocida como “egg-box”, como se muestra en la figura 1.11.

+ @)
—

Biopolimero de alginato Gel de alginato con
de sodio sin gelificar estructura de “caja de huevo”

Figura 1.11. Formacion de estructura "caja de huevo" durante la gelificacion idnica de alginato de sodio [68].

Las microparticulas de alginato cominmente son fabricadas mediante tres procesos: secado por

aspersion, extrusion y el método de emulsificacion-gelificacion idnica [44].
1.4.2 Poli(acido lactico)

El PLA es un biopolimero termoplastico proveniente de fuentes renovables que se produce a
escala industrial, disponible de manera comercial, que ha sido ampliamente estudiado para su
uso en aplicaciones médicas por sus propiedades biorreabsorbibles y biocompatibles en el
cuerpo humano [69, 70]. La unidad constituyente del PLA es el acido lactico, que se produce por
la fermentacion de carbohidratos o sintesis quimica [69]. El acido lactico (acido 2-
hidroxipropidnico) es el acido hidroxilo mas simple, posee un atomo de carbono asimétrico y se
encuentra en dos configuraciones Opticamente activas, los isémeros L(+) y el D(-) (figura 1.12)
[69].

(o] 0
| g |
.C .C
HOW \! Ho™ NG
H” Vo Ho?” W
Acido L-lactico Acido D-lactico

Figura 1.12. Estructura de los isomeros del dcido Idctico.
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El PLA de alto peso molecular (mayor a 100,000 Da) se puede producir por tres métodos:
polimerizacibn por condensacion directa o policondensacion, condensacion azeotropica
deshidratante y polimerizacion por apertura de anillo (ROP) (método mas usado) [69]. La figura

1.13 presenta la unidad repetitiva del PLA.

Figura 1.13. Unidad repetitiva del PLA.

Las propiedades del PLA de alto peso molecular, como punto de fusion, resistencia mecanica y
cristalinidad, estan determinadas por la arquitectura polimérica (la estereoquimica de la cadena
principal) y la masa molecular, que esta controlado por la adicion de compuestos con grupos
hidroxilo [69]. Muchas propiedades importantes del PLA estan controladas por la proporcién de
enantiomeros D y L usados y su secuencia de ordenamiento en los polimeros. ElI PLA puede
producirse de forma totalmente amorfa o con hasta un 40 por ciento de cristalinidad. El PLA
obtenido con un contenido mayor al 93% de &cido L-lactico puede ser semicristalino, mientras

que el PLA con un contenido entre 50-93% de acido L-lactico es amorfo [69, 71, 72].

El PLA y la mayoria de sus copolimeros son solubles en dioxano, acetonitrilo, cloroformo, cloruro
de metileno, 1,1,2-tricloroetano y acido dicloroacético. El PLA cristalino no es soluble en acetona,
etil acetato y tetrahidrofurano. Todos los polilacticos son insolubles en agua, algunos alcoholes y
alcanos [71]. Sus propiedades Opticas de transmision de luz visible y ultravioleta han sido

investigadas para aplicaciones en empaques [69].

La temperatura de transicion vitrea (Ty) del PLA amorfo y la Tq y la temperatura de fusiéon (Tm) del
PLA semicristalino son pardmetros fisicos importantes para predecir su comportamiento [69],
mientras que las propiedades reoldgicas del PLA, como la viscosidad de corte, afectan el
procesado térmico, como moldeo por inyeccion, extrusion, soplado de peliculas, formacion de
laminas, hilado de fibras y termoformado [69]. Las propiedades mecanicas del PLA dependen de
su composicion estereoquimica; por ejemplo, el alineamiento del PLA aumenta su resistencia a

la tension, el incremento en la estereoregularidad de las cadenas mejora su resistencia al impacto
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debido a los efectos de empaquetamiento de los dominios cristalinos [69]. Se han investigado las
propiedades de barrera de gases a dioxido de carbono, oxigeno, agua, nitrdgeno, compuestos
organicos (etil acetato y D-limoneno) y sus propiedades de biodegradacion, resistencia al fuego,

reciclaje y de liberacion de sustancias activas [64, 69].

Entre las principales aplicaciones del PLA se encuentran las médicas debido a sus propiedades
de bioreabsorcion y biocompatibilidad en el cuerpo humano, en la industria de empaques de
alimentos por su factibilidad econdémica, en bolsas compostables, en la industria textil, en
recubrimientos de papel, produccion de envases, en aplicaciones ambientales como la tecnologia

de sorcion de contaminantes y la bioremediacion [69, 72, 73].

La combinacion de una matriz polimérica organica (por ejemplo, el alginato, el quitosano y el PLA)
y un material inorganico (carbonato de calcio, fosfato de calcio, silice, minerales de arcillas, entre
otros) dan lugar a un material compuesto hibrido [74, 75]; estos materiales poseen propiedades
novedosas para aplicaciones estructurales (en los sectores automotriz, ingenieria civil,
telecomunicaciones), de catdlisis, en la generacion de biomateriales, en la liberacion de farmacos,

etc.

1.4.3 Quitosano

La quitina es uno de los materiales organicos mas abundantes en la naturaleza y ocupa el
segundo lugar después de la celulosa, respecto a la cantidad producida anualmente por
biosintesis [76]. Se encuentra principalmente en los exoesqueletos de crustaceos, moluscos e
insectos y en ciertos hongos en los que se presenta como un polimero fibrilar presente en sus
paredes celulares [76, 77]. Es un homopolimero lineal de cadena larga compuesta de unidades
2-acetamido-2-deoxi-D-glucopiranosa  (N-acetil-B-D-glucosamina) unidas por enlaces

glucosidicos B-(1—4). La figura 1.14a muestra la estructura quimica de la quitina.

El derivado principal de la quitina es el quitosano, un amino polisacarido que puede encontrarse
de forma natural en las paredes celulares de algunas plantas y hongos [78]. En el ambito
industrial, el quitosano se obtiene mediante un proceso de desacetilacién parcial de la quitina
bajo condiciones alcalinas (usando NaOH concentrado) o por hidrélisis enzimatica en presencia
de la quitina deacetilasa [76, 79] (figura 1.14b).

Estructuralmente, el quitosano es un copolimero binario lineal de unidades 2-acetamido-2-deoxi-
D-glucopiranosa (N-acetil-D-glucosamina) y 2-amino-deoxi-D-glucopiranosa (D-glucosamina)

unidos por enlaces glucosidicos B-(1—4) [76, 80]. Los quitosanos pueden considerarse una
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familia de copolimeros, no son un polisacérido definido particularmente ya que sus moléculas
contienen diferentes proporciones de unidades D-glucosamina y N-acetil-G-glucosamina con

diferentes longitudes de cadena [77] (figura 1.14c).

El quitosano comercial es un copolimero que se caracteriza por su grado de acetilacion (DA).
Este grado de acetilacion se define como el porcentaje DA o fraccion Fa de unidades glicosidicas
N-acetiladas en la quitina o el quitosano [77]. También puede expresarse como el grado de
deacetilacion, DD (1-Fa = 100-DA, por ciento), que representa la proporcion de unidades
glicosidicas deacetiladas [77, 80]. Cuando el grado de deacetilacion de la quitina se encuentra
por encima del 50% se vuelve soluble en medios acuosos acidos y se denomina quitosano [79],
es decir, el polimero tiene un contenido de unidades acetiladas menores a 25-40% [77].

a) b)
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OH OH
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Quitina NHCOCH, Quitosano NH:
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OH
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NHCOCH; CH,OH

Quitosano comercial

Figura 1.14. Representacion esquemadtica de a) quitina completamente acetilada, b) quitosano completamente deacetilado y c)
quitosano comercial [77].

Los principales parametros que influyen en las propiedades del quitosano son su peso molecular
(MW) y su grado de deacetilacion (DD), los cuales son determinados por las condiciones de
obtencion [80]. Las principales propiedades del quitosano son su naturaleza catidnica y su

comportamiento en solucién, aunque también posee propiedades especificas [77]:

e Propiedades fisicoquimicas: solubilidad en soluciones acuosas acidas diluidas, capacidad
de formaciébn de enlaces de hidrogeno e interacciones quimicas, propiedades

electrostaticas, quelantes y de formacién de complejos, entre otras.
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o Propiedades bioldgicas: no toxicidad, biocompatibilidad, biodegradabilidad, agente
hidratante, material encapsulante, vehiculo para la administracion y liberacién de
farmacos, antimicrobiano (antibacterial y antifingico), mucoadhesion, etc.

o Propiedades tecnoldgicas: polielectrolito a pH &cidos, biopolimero catiénico con altas
densidades de carga a pH < 6.3, interaccion con moléculas cargadas negativamente,
bioadhesividad, capacidad de formacion de peliculas, habilidad de gelificacion, agente

coagulante y floculante, propiedades de captura y adsorcion, entre otros.

El quitosano tiene aplicaciones practicas en forma de soluciones, suspensiones, particulas
(capsulas, resinas, esferas, nanoparticulas y esponjas, geles/hidrogeles, espumas, membranas
y peliculas, fibras, etc.) [77], en la industria alimentaria (espesantes, gelificantes, emulsificantes
y clarificadores de bebidas), la agricultura (recubrimiento de semillas para su conservacion,
sistemas de liberacién de fertilizantes, fungicida para proteccion de plantulas), la medicina
(produccién de suturas quirdrgicas, gasas, vendajes y cremas bactericidas), tratamiento de aguas
residuales (agente coagulante y floculante, captura de metales pesados y pesticidas) y desarrollo

de sensores (inmovilizacion de enzimas y nanoparticulas) [78, 79, 81].

Estructuralmente, el quitosano posee grupos aminos libres en su unidad repetitiva que le
confieren una carga positiva que puede ser utilizada para promover reacciones con superficies y
polimeros cargados negativamente y actuar como un agente quelante con iones metalicos [82].
Entre las reacciones mas estudiadas del quitosano se encuentran aquellas que dan origen a la
produccién de geles entrecruzados, cuyo entrecruzamiento puede ser de tipo idnico y covalente
[80]. Estas reacciones de entrecruzamiento mejoran las propiedades mecanicas y la estabilidad
estructural de los geles de quitosano [83]. En los geles entrecruzados, las cadenas poliméricas
estan conectadas por moléculas entrecruzantes, que dan lugar a la formacién de una red

tridimensional (figura 1.15).

Figura 1.15. Entrecruzamiento del quitosano. a) covalente y b) iénico [80].
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Los entrecruzantes son moléculas con un peso molecular menor que el de las cadenas
poliméricas del quitosano [80]. Algunos de los agentes de entrecruzamiento covalente estudiados
son dialdehidos (glutaraldehido, glioxal), formaldehido, escuarato de dietilo, &cido oxalico, entre
otros [80, 82, 84, 85]. De igual forma se han utilizados agentes no toxicos como la genipina,
tripolifosfato de sodio, heparina, sulfato de sodio, y citrato de sodio que interactian ibnicamente
con el quitosano [82, 83, 86]. El entrecruzamiento del quitosano con el glutaraldehido se produce
mediante la formacion de un enlace imina por la reaccién de un grupo aldehido del glutaraldehido
y del grupo amina del quitosano, y que es estabilizado por resonancia con el doble enlace etilénico
adyacente (figura 1.16) [84].

CH,OH
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H,) O
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Figura 1.16. Estructura del quitosano entrecruzado con glutaraldehido [85].

Las propiedades de los geles entrecruzados dependen de la densidad de entrecruzamiento, el
tipo de entrecruzante, la concentracién del entrecruzante, el grado de deacetilacion del quitosano,

la temperatura y el tiempo de duracion de la reaccion de entrecruzamiento [80].

1.5 Arcillas

Los silicatos son minerales constituidos por laminas estructurales que tienen contenidos elevados
de silicio. La estructura atomica de un silicato consta de una unidad bésica representada por un
tetraedro, en cuyos vértices hay cuatro &tomos de oxigeno y en el centro un atomo de silicio unido
a los oxigenos mediante enlaces de caracter intermedio entre los de tipo idnico y de tipo covalente
[87]. Su estructura se basa en la repeticion de la unidad tetraédrica SiOs* que forma parte de la
mayoria de las rocas, arenas y arcillas. Estan clasificados por la forma en la que se unen los
tetraedros entre si: nesosilicatos, sorosilicatos, ciclocilicatos, inosilicatos, filosilicatos y

tectosilicatos [88].
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Los filosilicatos en particular son una subdivision de los silicatos que incluyen minerales comunes
en ambientes muy diversos, que poseen una morfologia de tipo hojas (phyllon = hoja) o capas
[89]. Son una subclase de los silicatos con habito hojoso (apariencia de hojas) o bien fibroso, que
poseen una estructura de capas de dimensionalidad infinita en dos direcciones del espacio

conformada por unidades repetitivas de tetraedros y octaedros [90].

Las arcillas son minerales naturales constituidos principalmente por una mezcla de alumino-
silicatos cristalinos (denominados minerales arcillosos), silicatos y minerales de hierro, calcio,
titanio, acompafados de materia organica. Estos minerales arcillosos son numerosos y se
diferencian entre si por su forma, estructura, apilamiento de las capas y la simetria de la red que
forman entre si [91]. Los minerales de arcilla se producen por intemperismo, diagénesis o

alteracion hidrotermal (interacciones agua-roca a temperaturas 100-250°C) [92].

Las arcillas se clasifican de acuerdo a su estructura y poseen dos tipos de unidades estructurales,
un tetraedro compuesto de un atomo de silicio en el centro y cuatro atomos de oxigeno
equidistantes, y un octaedro con un &tomo de aluminio 0 magnesio en el centro que se encuentran

equidistantes a seis atomos de oxigeno o seis grupos hidroxilo (figura 1.17) [92].
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Figura 1.17. Unidades estructurales de los minerales de arcilla.

La unién de las unidades tetraédricas forma una lamina tetraédrica y la unién de las unidades
octaédricas da lugar a una lamina octaédrica. Los diferentes tipos de minerales de arcilla pueden
describirse mediante la disposicién de las laminas tetraédricas y octaédricas. Un mineral de arcilla

tipo 1:1 posee una lamina tetraédrica y una octaedrita por capa de arcilla y un mineral de arcilla
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tipo 2:1 contiene dos laminas tetraédricas con una lamina octaédrica por capa de arcilla (figura
1.18) [93].

V99

Estructura mineral tipo 1:1 Estructura mineral tipo 2:1

Lamina tetrahédrica
Lamina tetrahédrica

Lamina ectahédrica

Lamina ectahédrica
Lamina tetrahédrica

Figura 1.18. Tipos de arcillas minerales [94].

1.5.1 Propiedades fisicoquimicas de las arcillas

Las propiedades fisicas y quimicas de una arcilla dependen de su estructura y composicion.
Algunas propiedades de las arcillas que las hacen atractivas para su implementacion en
aplicaciones industriales y cientificas son: tamafio de particula, morfologia y distribucion;
mineralogia; area, carga y quimica superficial; pH; capacidad de intercambio catiénico (CIC); brillo
y color; capacidad sorcitiva; reologia; dispersabilidad y capacidad de experimentar sustituciones
isomorficas, que dan lugar a la aparicién de cargas en las ldminas y a la presencia de cationes

con una interaccién débil en el espacio interlaminar [95].

Estas propiedades de las arcillas que, junto a su area superficial elevada con la presencia de
enlaces no saturados, le proporcionan la capacidad para interaccionar con diversas sustancias,
como compuestos polares; lo que permite su utilizacion como absorbentes, desarrollo de
nanocompuestos, materiales retardantes de fuego, sistemas de liberacion de farmacos,

pesticidas y fertilizantes [96, 97].
1.5.2 Paligorskita

La paligorskita (Pal) es un alumino-filosilicato de magnesio, hidroxilado e hidratado, con aspecto
fibroso, cuya estructura quimica es SigO20(Al2Mg22)(OH)2:(OH2)4-4H,0. La paligorskita presenta
tres tipos de moléculas de agua en su estructura: el agua coordinada con el magnesio, el agua
adsorbida, y el tercer tipo se encuentra en el interior de los canales zeoliticos, denominado agua

zeolitica [98].

Esta arcilla posee cationes en su estructura ligados débilmente, que permiten intercambiarse por

otros cationes presentes en disoluciones acuosas que, junto con su area superficial elevada, en
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presencia de enlaces no saturados hacen posible su interaccion con diversas sustancias, en
especial compuestos polares.

Las propiedades fisicoquimicas de la paligorskita dependen en gran medida de su tamafio de
particula, de la porosidad de su estructura, su dispersabilidad, etc. Algunas caracteristicas de la
paligorskita se describen en la tabla 1.2 [95].

Tabla 1.2. Caracteristicas de la paligorskita.

Arcilla de capas 2:1

Color bronceado claro, marrén, crema o verde azulado

Particulas elongadas y muy delgadas

Presentan algunas sustituciones en su red cristalina

Carga superficial moderada

Capacidad de intercambio de base media

Area superficial alta (entre 100-200 m?/q)

Alta capacidad sorcitiva

La paligorskita y sepiolita son filosilicatos que contienen una lamina tetraédrica bidimensional
continua; sin embargo, se diferencian de otros tipos de silicatos en que carecen de laminas
octaédricas continuas (figura 1.19). Se puede considerar que su estructura contiene capas de
una estructura de filosilicato 2:1; cada capa esta vinculada entre sus laminas debido a la inversion
de los tetraedros de SiO4 a lo largo de un conjunto de enlaces Si-O [99]. Esta conformacién de
las laminas tetraédricas y octaédricas cuando se extienden en la direccién paralela a las

dimensiones de la celda unitaria les proporciona a los cristales una apariencia fibrosa.
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Figura 1.19. Estructura de la paligorskita [100].
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Por tanto, la estructura de la paligorskita (figura 1.20) esta conformada por el agrupamiento de
laminas octaédricas y tetraédricas de silicatos 2:1 que dan origen a canales con dimensiones de
6.2y 3.6 A; las laminas tetraédricas continuas, distribuidas en forma de capas 2:1 unidas entre si
con las octaédricas mediante los oxigenos basales de los tetraedros. Los canales que son
paralelos a las fibras y que contienen el agua zeolitica poseen dimensiones de 0.37 nm por 0.64
nm [101].
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Figura 1.20. Proyeccion de la estructura cristalina de la paligorskita sobre el plano (001).

La estructura de esta arcilla puede considerarse como polidispersa, tiene un tamafio efectivo de
poro de alrededor de 30 nm, mesoporos con intervalo de tamafios de 2 a 8 nm y microporos de
2 nm; estos poros en la estructura de la paligorskita y sus canales internos constituyen el 50% de

su superficie total.

En ciencia de materiales, se considera que los materiales que poseen algunas de sus
dimensiones en el intervalo de 1 a 100 nm se encuentran en la nanoescala. Un nanomaterial es
un material con una o varias dimensiones externas en la nanoescala o con una estructura interna
o superficial en la nanoescala [102]. De manera especifica, la paligorskita posee dos dimensiones
externas en la nanoescala (figura 1.19) y la tercera en la escala micrométrica. De acuerdo con lo
anterior, la paligorskita es una nanoarcilla, un tipo de arcilla con morfologia de nanofibra [103]; es
hidrofilica y usada como un nanorrefuerzo debido a su alta resistencia mecénica, area superficial
especifica y relacion de aspecto. Las nanofibras de paligorskita han sido explotadas como
nanorrefuerzo de polimeros hidrofilicos debido a sus propiedades Unicas, tales como
hidrofilicidad, capacidad de intercambio catiénico, area de superficie grande, estabilidad térmica,

mddulo de elasticidad alto y alta relacién de aspecto [104, 105].
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1.6 Liberacion de fertilizantes a partir de microesferas poliméricas: revisiéon de la
literatura

Las microesferas poliméricas se han usado ampliamente como vehiculos para la administracion

de farmacos y agroquimicos (pesticidas, bioestimulantes del crecimiento vegetal y fertilizantes).

Se han desarrollado como estrategias viables, tanto econémica como ambientalmente para la

dosificacion de principios activos de manera lenta, progresiva y controlada.

Un sistema de liberacion de farmacos bastante conocido, emplea los alginatos para suministrar
un medicamento de forma controlada y especifica, a la vez que segura para el cuerpo humano
[47]. La matriz polimérica de alginato de sodio, al tener propiedades de biocompatibilidad, no
toxicidad y degradabilidad la hacen un candidato idoneo para capturar principios activos en su
estructura. Diversos estudios se han hecho para usar el alginato de sodio con este fin [44]. En el
area de liberacion de agroquimicos, Zhou y col. [106] estudiaron la liberacion controlada de
clorpirifos (un insecticida) en microesferas hibridas de alginato-paligorskita preparados mediante
gelificacién iénica; obtuvieron microesferas con morfologia esférica, regular y con la presencia de
poros. La caracterizacion fisicoquimica indicé que el insecticida fue capturado en el interior y la
superficie de las esferas. Los ensayos de liberacién del pesticida mostraron que la presencia de
la paligorskita a concentraciones de 10 y 20% disminuyen la liberacion de clorpirifos en
comparacion de las microesferas sin la arcilla, atribuido a los enlaces de puentes de hidrégeno
entre la paligorskita y el acido alginico que mejoraron la densidad de entrecruzamiento de la red

polimérica.

Los hidréxidos laminares dobles (LDHs) son compuestos de tipo hidrocalcita (también llamados
arcillas sintéticas o anionicas), formadas por laminas de hidréxidos metalicos cargadas
positivamente, que se estabilizan electrostaticamente con aniones en las regiones interlaminares
[9]. Han sido estudiado como portadores de fertilizantes basados en fésforo y nitrégeno y en
estudios recientes se han incorporado arcillas a las microesferas de alginato para evaluar sus
caracteristicas de liberacion controlada de fertilizantes. Nunes y col. [9] obtuvieron microesferas
de alginato que contienen nitrato en la estructura de hidroxidos dobles laminares. El nitrato fue
incorporado a las arcillas por coprecipitacion y posteriormente, las arcillas cargadas fueron
capturadas en las microesferas de alginato obtenidas por extrusién. La caracterizacion
fisicoquimica mostroé la presencia de reflexiones cristalinas del NOs™ en las arcillas, indicando una
incorporacion del fertilizante en las arcillas; el andlisis infrarrojo de las microesferas con arcilla y
fertilizante presentaron las vibraciones caracteristicas del alginato, de las arcillas y del nitrato,

confirmado la integridad de los materiales utilizados. Los estudios de liberacion de nitrato se
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realizaron con tres materiales: el KNOs; en polvo, las arcillas cargadas con nitrato y las
microesferas de alginato con las arcillas cargadas de nitratos. La liberacion de nitrato del polvo
de KNOs fue del 100% antes de los primeros 20 min; el nitrato se liberé de manera gradual desde
la arcilla cargada con nitrato y se observé una menor liberacion de nitrato desde las microesferas
de alginato con arcilla, en comparacién con las arcillas cargadas con nitrato. La preparacién de
microesferas de alginato mejoré las aplicaciones practicas de los LDHs para la liberacion lenta

de nitratos.

Otra de las aplicaciones de los hidroxidos laminares dobles incorporados en microesferas de
alginato para liberar fertilizantes fue estudiado por Castro y col. [107] para la liberacién de boro
(un micronutriente de plantas), mejorar la retencion en el suelo y disminuir la lixiviacion. Se
intercal6 en la arcilla el boro (en forma de acido boérico) y se incorporaron en las microesferas de
alginato mediante la técnica de coacervaciéon compleja. La caracterizacion fisicoquimica mostré
la incorporacion de la arcilla enriquecida con boro y la presencia del acido boérico en las
microesferas; la liberacion y lixiviacion del boro contenido en las microesferas disminuy6 en
comparacion con su liberacién de las arcillas enriquecidas y sin alginato y de las esferas con

acido borico sin arcillas.

El PLA es un polimero sintético biocompatible, biodegradable, derivado de recursos renovables
utilizado para capturar diversos principios activos como farmacos y extractos de plantas,
protegiéndolos de factores ambientales como el pH, la humedad y la degradacion térmica [64,
108]. Liu y col. obtuvieron microesferas de PLA a través de la técnica de emulsién y combinada
con emulsién premezclada por membrana para la liberacion controlada de lambda-cyhalotrin (un
pesticida). Las microesferas tenian una morfologia esférica y superficies suaves, con una
distribucién de tamafio de particula estrecha y tamafio promedio entre 0.68 y 4.6 um, con
eficiencias de captura mayores al 82%. Las microesferas presentaron una liberacion sostenida
del pesticida durante 10 dias en comparacién con la liberacion rapida del pesticida en las

formulaciones comerciales evaluadas.

De manera similar, Wang y col. [109] prepararon microesferas de una mezcla polimérica de PLA
y Poli(butilen succinato) para la captura de dos pesticidas (azoxistrobina y difenoconazol)
mediante emulsificacion y evaporacién del solvente para evaluar la capacidad de las microesferas
de entregar dos agroquimicos para el control de plagas. Entre los resultados obtenidos, las
microesferas presentaron un diametro promedio de 7.2 um. Los ensayos de liberacion
presentaron una tasa de liberacion acumulada del pesticida compuesto de alrededor del 85%

para el dia 25, que fue mayor a la liberacion acumulada del 80% al dia 5 en la suspensién
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concentrada de ambos pesticidas. Por otro lado, Liy col. [10], en un esfuerzo por estudiar las
aplicaciones del PLA en el &rea agricola, incorporaron un insecticida (buprofezin) en microesferas
de PLA producidas mediante el método de emulsidn con evaporacion del solvente. Aplicaron la
metodologia de superficie de respuesta para optimizar la eficiencia de encapsulacion del
pesticida, de acuerdo a las siguientes condiciones: concentracién de PLA (mg/mL), concentraciéon
de PVA (%), proporcion PLA/pesticida (m/m) y velocidad de agitaciéon (rpm). Se obtuvo una
eficiencia de captura del 96.47%, morfologia esférica, aspecto liso y buena dispersion con un

tamafio de particula promedio de 32.4 um.

Para obtener un sistema de liberacion controlada de un fertilizante que sea ecologicamente
amigable, se requiere de matrices poliméricas de origen natural, biocompatibles, no toxicos para
el ambiente y con buenas propiedades para formar la microesfera. Tal es el caso del quitosano,
gue, por ser de origen natural, se ha estudiado ampliamente para su aplicacion en pesticidas,
bioestimulantes vegetales (sustancias que estimulan procesos bhioldgicos con una optimizacion
en la absorcion de nutrientes) y fertilizantes [6]. El estudio desarrollado por Santos y col. [2] evalu6
las capacidades de formacion de microesferas poliméricas de quitosano empleadas como
micromatrices de materiales arcillosos como la montmorillonita (MMT) para la liberacion
controlada y eficiente de KNOs. La caracterizacion fisicoquimica de las microesferas mostré un
desplazamiento del espacio basal en la montmorillonita, atribuida a la intercalacion y exfoliacion
de las laminas por la presencia del quitosano y el KNOs. En este mismo estudio, el analisis de
infrarrojo mostré un aumento en las bandas de la arcilla conforme se increment6 el contenido de
arcilla en las microesferas y la presencia del nitrato por sus bandas caracteristicas. Se obtuvieron
microesferas con morfologia esférica y superficie rugosa atribuido a la presencia de la arcilla. Se
encontré que la arcilla mejor6 las propiedades de sorcion del fertilizante en las microesferas, una
absorcion efectiva del nutriente en los espacios interlaminares de la MMT, liberacién controlada

del nutriente y estabilidad térmica a altas temperaturas.

Es importante considerar que la matriz debe tener buenas propiedades de absorcién de agua
(hinchamiento) que favorezca la liberacion del principio activo. Para tal fin dos Santos y col. [14]
desarrollaron microesferas de quitosano reforzadas con un material de desecho como lo es el
bagazo de la cafia de azucar que, al incorporarse en la matriz polimérica favorece la absorcion
de agua y la incorporacion de nitrato de potasio en su estructura mediante su inmersion en una

solucion acuosa del fertilizante, donde el nutriente se liber6 mediante un proceso de difusion.

Se han reportado diversos estudios sobre la incorporacion de paligorskita en microesferas de

quitosano para la liberacion controlada de farmacos, como el trabajo de Yahia y col. [12], en
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donde se prepararon microesferas de quitosano entrecruzadas con tripolifosfato para la
incorporacién de diclofenaco de sodio. Las microesferas obtenidas presentaron morfologia
esférica, con rugosidad superficial atribuida a la presencia de la arcilla. La caracterizacion indicé
gue no se encontrd interaccion quimica entre el diclofenaco y los demas componentes de las
microesferas y que la presencia de la paligorskita aumenté la eficiencia de carga del principio
activo. La presencia de la arcilla en la microesfera modificé el patrén de liberacién del farmaco,
disminuyendo la liberacién del diclofenaco, lo que fue atribuido a la capacidad de adsorcion de la

arcilla que limité su liberacion.

La liberacion controlada de pesticidas es un &rea de estudio creciente para combatir los
problemas ambientales del uso excesivo de estos agroquimicos. Ramos y col. [13] prepararon
microesferas de quitosano nanoreforzadas con paligorskita mediante el método de emulsién y
entrecruzamiento con glutaraldehido para reducir y controlar la liberacién de timol (un pesticida).
Desarrollaron un disefio experimental para evaluar las mejores condiciones de procesamiento de
su sistema considerando el contenido de paligorskita y de glutaraldehido y su efecto sobre las
capacidades de hinchamiento de las esferas, la eficiencia de encapsulacién, tamafio promedio
de particula y su distribucién, asi como la liberaciébn controlada del timol. Se obtuvieron
microesferas con morfologia esférica y superficie suave, que fue volviéndose irregular y rugosa a
partir de 2.5% de Pal utilizada. El tamafio promedio de particula y su distribucién disminuy6 con
el aumento en el contenido de paligorskita; el grado de entrecruzamiento y el contenido de arcilla
modificaron el grado de hinchamiento de las esferas. En este trabajo se obtuvieron eficiencias de
encapsulacion entre un 40 y 65% que fueron mejoradas por la presencia de la arcilla con el menor
contenido de entrecruzante. Se demostr6 que la presencia de la paligorskita modifico los perfiles
de liberacion, reduciendo ésta, lo que fue atribuido a la interaccion molecular entre los grupos OH
del timol con los grupos OH y NH: del quitosano, asi como las interacciones fisicas entre los

grupos OH de la paligorskita y el timol.

La presente tesis estudia la obtenciébn de microesferas poliméricas de alginato, PLA con
paligorskita y la incorporacion del fertilizante inorganico KNOs in situ en las microesferas. Se
obtuvieron también microesferas hibridas de quitosano con KNOs y se caracterizaron mediante
microscopia Optica, analizador Coulter de tamafio de particula y Microscopia Electronica de
Barrido para la determinacibn de la morfologia superficial de las microesferas.
Fisicoquimicamente se caracterizaron mediante Espectroscopia Infrarroja por Transformada de
Fourier y Difraccion de Rayos X. Técnicas de espectrofotometria (Espectrofotometria UV-Vis y

Espectroscopia de Absorcion Atomica) fueron usadas para la determinacion de nitrato y potasio
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en las microesferas. La parte final de la tesis, evalué las capacidades de liberacion controlada de
nitrato y potasio de las microesferas hibridas de quitosano en funcion de la cantidad de

paligorskita agregada en la preparacion de las microesferas.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis
La presencia de nanoarcillas de paligorskita en las microesferas de polimeros biodegradables
permite controlar la liberacion de fertilizantes de N y K.

Objetivo general

Estudiar el efecto del contenido de paligorskita sobre la liberacidén controlada del nitrato de potasio

capturado en microesferas hibridas de polimeros biodegradables.

Objetivos especificos

e Obtener microesferas de quitosano, alginato de sodio y poli(acido lactico) para su uso
como sistemas de liberacion de fertilizantes.

e Caracterizar morfolégicamente las microesferas poliméricas y establecer la matriz
polimérica como sistema de liberacion de fertilizantes.

¢ Incorporar a las microesferas las nanoarcillas de paligorskita con el fertilizante.

e Caracterizacion de las microesferas con las nanoarcillas y el fertilizante incorporado.

o Determinar el efecto de la adicion de nanoarcillas de paligorskita a las microesferas sobre

la liberacién de nitrato y potasio, mediante ensayos de liberacién de fertilizantes.
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

2.1 Materiales

Polimeros utilizados: Alginato de sodio (Deiman), Poli (acido lactico) (Ingeo 2002D, peso
molecular 170,000 g/mol, adquirido de Natureworks LLC), Quitosano (grado de deacetilacion

80%, peso molecular 220,000 g/mol, de Vepinsa Foods),
Agente entrecruzante: Glutaraldehido 25% (J.T. Baker),

Solventes: Eter de petréleo (Wohler), Hexano (Wéhler), Diclorometano (Sigma-Aldrich), Aceite
mineral de parafina 55 USP, Etanol 70%,

Tensoactivo: Sorbitan monoleato (Span 80, Sigma-Aldrich), Poli(alcohol vinilico) de Faga LAB,

Arcilla: Paligorskita “Sak lu'um”, recolectada a las afueras del municipio de Ticul, Yucatan con
coordenadas geogréficas entre los paralelos 20°25’ y 20°35’ de latitud norte y los meridianos
89°24’ y 89°36’ de longitud oeste.

Reactivos: Cloruro de calcio dihidratado (Deiman), Acido acético glacial (Quimica Meyer), Nitrato
de potasio ACS (Fermont), Acido clorhidrico y Cloruro de Lantano heptahidratado (J.T. Baker),
Solucion estandar de potasio grado absorcién atémica 997 pug/mL (Aldrich Chemical Company).

2.2 Metodologia

Latabla 2.1 presenta un esquema general de las etapas de la metodologia utilizada en el presente

trabajo de investigacion, el cual se dividié en tres etapas principales.

Tabla 2.1. Etapas de la metodologia utilizada en el presente trabajo de investigacion.

1. Obtencidn de sistemas de liberacion de fertilizantes
. Microesferas de Alginato
. Microesferas de Poli(acido lactico)
. Microesferas de Poli(acido lactico)/Paligorskita/KNO3
. Microesferas de Quitosano
. Microesferas de Quitosano/Paligorskita/KNOg
2. Caracterizaciéon de microesferas poliméricas
Microscopia 6ptica
Analizador de tamafio de particula Coulter
Microscopia Electronica de Barrido
Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier
Difraccién de Rayos X
Determinacién de nitratos por Espectrofotometria UV-Vis
Determinacion de potasio por Espectroscopia de Absorcién Atémica
3. Liberacién de NO3 y K*
. Liberacién de nitrato y potasio de microesferas hibridas de quitosano
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2.3 Métodos de preparacion de microesferas
2.3.1 Microesferas de alginato

Las microesferas de alginato de sodio se prepararon por el método de emulsion y gelificacion
ibnica externa a partir de una emulsion de agua en aceite (seccion 1.3.1) [44]. Para la fase acuosa
se disolvieron 0.3 g de alginato de sodio en 10 mL de agua destilada (3% p/v) con agitacion
magnética a 300 rpm a temperatura ambiente (25 °C) durante 60 min. La fase organica se preparé
con 100 mL de aceite de parafina con 2% (v/v) del tensoactivo Span 80. La emulsion se formé
agregando la fase acuosa a la fase oleosa manteniendo una agitacién a 700 rpm a 25 °C.
Entonces, para generar la gelificacion, 10 mL de una solucion acuosa de cloruro de calcio
dihidratado al 10% (p/v) se agregé por goteo a la emulsidon mientras se mantuvo la velocidad de
agitacion por 90 min mas. Posterior a ello, las microesferas se recuperaron por filtracion; se

aplicaron tres lavados con éter de petréleo y se secaron a 25 °C durante 24 h.

2.3.2 Microesferas de poli(acido lactico)

Las microesferas de poli(acido lactico) (PLA) se prepararon mediante el método de emulsién y
evaporacion del solvente a partir de una emulsion de aceite en agua (seccién 1.3.2) [10, 108,
109]. La fase organica se preparé al disolver 0.5 g de PLA en 10 mL de diclorometano mediante
agitaciéon magnética a 25 °C hasta la completa disolucion del polimero. La fase acuosa se prepar6
disolviendo 1 g de poli(alcohol vinilico) en 100 mL de agua destilada agitando magnéticamente a
700 rpm. La emulsion se formé al agregar lentamente la fase organica de PLA a la fase acuosa
de poli(alcohol vinilico) agitando magnéticamente a 420 rpm. Se mantuvo la agitacion magnética
durante 4 h hasta la completa evaporacion del diclorometano. Las microesferas se recuperaron
por filtracion, y se lavaron tres veces con agua destilada para remover el poli(alcohol vinilico)

residual y finalmente fueron secadas en una estufa de conveccion a 80 °C por 24 h.

2.3.2.1 Microesferas hibridas de PLA/paligorskitay KNO3

Las microesferas hibridas de PLA se prepararon por emulsion y evaporacion del solvente (seccion

1.3.2) durante este proceso se incorporaron de forma directa el principio activo y la arcilla.

La paligorskita pristina utilizada fue purificada para reducir impurezas (calcita y ankerita) y
aglomerados en la arcilla, de acuerdo a la metodologia reportada [110] que se basa en tres

tratamientos, con agua destilada, perdxido de hidrogeno y acetato de sodio.
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El KNOs y la paligorskita purificada se agregaron a la solucion de poli(acido lactico) en
diclorometano en las proporciones de la tabla 2.2 y se mantuvieron en agitacion magnética a 420
rpm hasta su completa disolucion [109]. Posteriormente, se siguid la metodologia descrita en la
seccion 2.3.2 para la preparacion de las microesferas de PLA. La fase acuosa después de la
emulsion se conservd para la posterior cuantificacion del nitrato y potasio atrapado en las

microesferas.

Tabla 2.2. Contenidos de KNOs y Paligorskita (Pal) agregados a microesferas de PLA.

KNOs (mg) Pal (% peso de PLA)

100 0
100 1
100 2
100 4
100 5

2.3.3 Microesferas de Quitosano

La preparacion de las microesferas de quitosano (QUI) se realizdé con el método de emulsion y
entrecruzamiento con glutaraldehido en una emulsiéon de agua en aceite (seccion 1.3.3) [13, 111].
La fase acuosa se obtuvo al disolver 0.5 g de quitosano en 10 mL de una solucién acuosa de
acido acético glacial al 2% (v/v) con agitacién a 500 rpm a 25 °C. La fase organica se obtuvo al
mezclar 40 mL de aceite mineral de parafina con 56.4 mg de Span 80 (tensoactivo) a 500 rpm
durante 15 min a 25 °C hasta disolver la mezcla completamente. La emulsion agua en aceite se
formoé al agregar la fase acuosa a la fase organica por goteo manteniendo la agitaciéon a 420 rpm
a 25 °C durante 30 min. Transcurrido el tiempo de agitacion se agregaron 950 pL de
glutaraldehido a la emulsién para iniciar el proceso de entrecruzamiento y se mantuvo la agitacién
magnética a 420 rpm, a 60 °C durante 3 h. Las microesferas de quitosano se recuperaron por
filtracion de la fase organica (aceite mineral/Span 80), se lavaron tres veces con 10 mL de hexano
y se secaron en una estufa de conveccién durante 24 h a 80 °C. Posteriormente, las esferas se
etiguetaron y se guardaron en una campana de desecacion para prevenir la absorcion de

humedad.

2.3.3.1 Microesferas hibridas de quitosano/paligorskitay KNO3

Las microesferas de quitosano se prepararon mediante la técnica de emulsion y entrecruzamiento
con glutaraldehido; el KNO3 y la arcilla se agregaron de forma directa durante el proceso de
preparacion de las microesferas en la solucién acuosa de quitosano y acido acético en las

cantidades mostradas en la tabla 2.3. EI KNOsy la arcilla se mezclaron en la fase acuosa de la
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emulsion y se agité magnéticamente a 500 rpm durante 30 min hasta alcanzar la completa
disolucion. Posteriormente, se siguié la metodologia descrita en la secciéon 2.3.3 para la

preparacion de las microesferas de quitosano.

Tabla 2.3. Contenidos de KNO3 y Paligorskita (Pal) agregados a microesferas de QUI.

KNO3; (mg) Pal (% peso de QUI)

100 0
100 1
100 2
100 4
100 5

2.4 Proceso para determinar la cantidad de NO3 y K* capturado en las microesferas
2.4.1 Curvade calibracion de NOs’

El procedimiento para determinar la cantidad de nitratos capturado en las microesferas mediante
espectrofotometria UV-Vis [112], requiere de una curva de calibracion a base de un estandar del
KNOs. Para esto se preparé una solucion madre de nitratos con 81.5 mg de KNO3 grado reactivo
en 500 mL de agua destilada (pH = 7.4). A partir de esta solucion madre que contiene 100 mg/L
de NOjs se preparé una dilucién con una concentracion de 5 mg/L y se registré su espectro en un
espectrofotdbmetro UV-Vis marca A&E modelo AE-UV1608, el rango de absorcion de 190 a 700
nm; en este intervalo se debe detectar la longitud de onda méaxima de absorcién UV-Vis del nitrato

en solucion acuosa (figura 2.1); ésta debe encontrarse alrededor de A = 200 nm.

El intervalo de deteccidn para nitratos libres de materia organica se encuentra entre 200 y 210
nm, en el presente estudio se utilizé la lectura a 205 nm por su menor sensibilidad a la presencia
de materia organica [113].
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Figura 2.1. Longitud de onda de absorcion de nitrato de una solucién acuosa de 5 mg/L de nitrato.
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De la solucién madre (81.5 mg de KNO3/500 mL de agua destilada que equivale a 100 mg/L de
NO3’) se preparan diluciones que contengan 0, 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8,9, 10, 11 y 12 mg/L de nitrato
y se determinaron sus respectivas absorbancias a la longitud de onda UV-Vis de maxima de
absorcion de NOs™ seleccionada. Se utilizé agua destilada sin nitratos como blanco. La curva de
calibracién de nitratos por espectrofotometria UV-Vis se obtuvo graficando la absorbancia de las
diluciones en funcién de la concentracion de NO3' y realizando un analisis de regresion lineal. De
esta forma, el valor de la absorbancia UV-Vis de una solucion problema puede usarse para
cuantificar la concentracion de NOs presente en esta solucién problema al comparar la intensidad
de su sefial con la curva de calibracion; si la sefial de esta solucion problema rebasa el intervalo
de nitratos aceptados por la curva de calibracion, sera necesario diluirla y multiplicar el resultado

por el factor de dilucién correspondiente.

La curva de calibracion de nitrato (figura 2.2) se encuentra en un intervalo de concentraciones de
0 a 12 mg/L, con un valor de correlacion de R? = 0.9958. La ecuacién 2.1 corresponde a la

regresion que relaciona la concentracion de nitratos con su absorbancia a 205 nm.

y = 0.1238x + 0.0585 2.1)

donde y es la absorbancia, x la concentracion de nitrato (en mg/L), 0.1238 la pendiente de la
curva y 0.0585 la ordenada al origen. La concentracion de nitratos (en mg/L) presente en una

muestra se calcula con la ecuacion 2.2.

_ y—0.0585

_ 2.2
X= 701238 (2:2)

La cantidad de NOs (en mg) presente en una muestra especifica se obtiene al multiplicar la
concentracion de NOs™ calculada con la ecuacion 2.2 por el volumen de la muestra (en L); en caso
de que la concentracion esté fuera del intervalo de concentraciones estudiado, se requerird una

diluciéon y este factor de dilucion debera aplicarse para el calculo de la cantidad de NOs (en mg).
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Figura 2.2. Curva de calibracién de NOs'.

2.4.2 Curvade calibracion de K*

La cantidad de potasio capturado en las microesferas se evalué usando espectroscopia de
absorcion atémica en un espectrometro de absorcion atémica Perkin Elmer, modelo AAnalyst
200, con sefial de absorcién atémica y lampara de potasio. El primer paso fue construir una curva
de calibracion. Los materiales de vidrio y plastico a utilizar en las lecturas de potasio (tubos de
ensayo, matraces aforados, vasos de precipitados y puntas de micropipetas) se remojaron
previamente en una solucion acuosa de HCI al 25% (v/v) por 24 h, se enjuagaron dos veces con
agua destilada y se secaron en una estufa a 65°C por 8h. Una solucién estandar de cobre (grado
absorcion atomica) de 1000 ppm se us6 para calibrar el espectrémetro y una solucién estandar
de potasio (grado absorcion atémica) de 1000 ppm se usoé para preparar diluciones acuosas a 0,
0.1, 0.2, 0.5, 1.5y 2 mg/L de K*; estas diluciones fueron usadas para construir una curva de
calibracion en un intervalo de 0-2 mg/L de K*. A cada dilucién se agreg6 cloruro de lantano al

10% (p/v) para eliminar la posible interferencia de otros iones.

Esta técnica determina la concentracién de K* en una solucion problema acuosa de hasta 2 mg/L
de K*; si la lectura excede esta concentracion, se requiere diluir la solucion problema y el factor
de dilucion correspondiente se usara para calcular la concentracion real de K* (en mg) en la

solucién problema (en L).

El espectrofotobmetro de absorcion atémica requiere una curva de calibracién cada vez que se

caracterice un lote de microesferas para proporcionar una lectura adecuada del K*.
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2.4.3 Método para determinar la cantidad de NOs'y K* capturados en microesferas de QUI
y PLA
La determinacion de la cantidad de nitrato y potasio capturados en las microesferas depende del
tipo de matriz polimérica. En el caso del PLA se analizé la fase acuosa de la emulsién después
de la precipitacion de las microesferas, ésta se centrifugd a 1,500 rpm durante 20 min, se filtro
con papel filtro Whatman; una alicuota de la solucién acuosa sobrenadante se analiz6 por
espectrofotometria UV-Vis para los nitratos y por espectroscopia de absorcién atébmica para el
potasio. La cantidad de NOs (en mg) se calculé multiplicando la concentracion de NO3™ obtenida
a partir de la curva de calibracion correspondiente (ecuacion 2.2) por el volumen de la fase acuosa
de la emulsién (0.1 L, seccién 2.4.1) y la cantidad de K* (en mg) se calculé multiplicando la
concentracion de potasio reportada espectrofotometro de absorcién atdmica (en mg/L) por el

volumen de la fase acuosa de la emulsién (0.1 L, seccién 2.4.2).

En el caso de las microesferas de QUI, el nitrato y potasio se extrajeron de éstas. Para ello, se
trituré una cantidad conocida de las microesferas (100 mg), se dispersaron en 200 mL de agua
destilada (pH =7.4) durante 24 h. La dispersion acuosa se centrifugé a 1,500 rpm durante 20 min,
se filtré con papel filtro Whatman y se tomé una alicuota de la solucion acuosa sobrenadante para
su andlisis por espectrofotometria UV-Vis para el NO3'y por espectroscopia de absorcion atomica
para el K*. La cantidad de NOs (en mg) se calculé multiplicando la concentracion de NOs obtenida
a partir de la curva de calibracion correspondiente (ecuacion 2.2) por el volumen de agua usado
en la dispersion (0.2 L) y la cantidad de K* (en mg) se calculé multiplicando la concentracion de
potasio reportado en el espectrofotémetro de absorcién atémica (en mg/L) por el volumen de

agua destilada usado en la dispersién (0.2 L).
2.5 Estudio de las condiciones de obtencion de las microesferas de quitosano
2.5.1 Incorporacién de KNOs en microesferas de quitosano

La evaluacion de la forma de incorporar el principio activo en las microesferas de quitosano se
determiné por dos formas. Mediante incorporacion directa in situ y mediante absorcion pasiva de

una solucién acuosa de nitrato de potasio.

La incorporacion directa del principio activo durante la emulsién se realiz6 agregando 0.1 g de
nitrato de potasio triturados en un mortero a la solucién acida acuosa de quitosano y se agitaron
magnéticamente a 500 rpm durante 30 min. Posteriormente, se continudé con la metodologia
descrita en la seccién 2.3.3 para la preparacion de las microesferas de quitosano. De las

microesferas preparadas, 50 mg fueron trituradas en un mortero y se depositaron en 100 mL de
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agua destilada para extraer por difusion los nitratos y el potasio. A las 24 h, se tomaron 5 mL del
liquido sobrenadante y se analizaron por espectrofotometria UV-Vis para determinar la cantidad
de nitrato y por espectroscopia de absorcién atomica la cantidad de potasio (seccién 2.4.3). El
contenido del principio activo (NOs 0 K*) capturado en las microesferas se determiné usando la
ecuacion 2.3 [114]:

(mms)'<m;)A

m

PA

CID (%) =

Donde CID es el contenido de principio activo por incorporacién directa, m’pa €s la masa del
principio activo en una muestra de microesferas, m’ms €s la masa de la muestra de microesferas,
Mms €S la masa de todas las microesferas obtenidas en cada emulsién, y mpa €s la masa del

principio activo usada en cada emulsion.

La incorporacion del nitrato de potasio por absorcion pasiva en las microesferas se realiz6 a partir
de una solucién acuosa de nitrato de potasio. Se utilizaron 100 mg de microesferas de quitosano
preparadas con las condiciones establecidas en la seccidén 2.3.3 y se pusieron en contacto por 4
dias con 100 mL de una solucién acuosa de nitrato de 100 mg/L preparada al disolver 81.5 mg
de KNO3 en 500 mL de agua destilada. Posteriormente, las microesferas tratadas se recuperaron
por filtracion y se secaron en una estufa de conveccion a 80°C por 24 h. La solucién acuosa de
nitratos se analizd por espectrofotometria UV-Vis y espectroscopia de absorcion atémica para
obtener la cantidad de nitratos y potasio, respectivamente (seccion 2.4.3). El contenido del
principio activo (NOs 0 K*) en las microesferas, corresponde a la diferencia entre la cantidad de
nitrato/potasio agregado durante la absorcion pasiva de las microesferas y la cantidad de
nitrato/potasio remanente en el sobrenadante acuoso después de la absorcién pasiva de las

microesferas [115]; siguiendo la ecuacion 2.4:

CAP (9%) = [(moskcns)-(mvoskrs )] 4 g (2.4)

(mN03K—AS )

donde CAP es el contenido de principio activo por absorcién pasiva, mnos«-as la masa del principio
activo agregada a la solucion de inmersion y myos-rs €S la masa del principio activo remanente

en el sobrenadante de la solucion después de la inmersion.
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2.5.2 Evaluacién de la velocidad de agitacion

Se estudi6 el efecto de la velocidad de agitacién usada durante el proceso de obtencion de las
microesferas de quitosano sobre el tamafio de particula de las microesferas. Para ello se
evaluaron tres niveles de velocidad de agitacion: 420, 1320 y 1800 rpm. Los parametros del
proceso de obtencién de las microesferas que se mantuvieron constantes fueron cantidad de
quitosano (500 mg), cantidad de aceite de parafina (40 mL), de tensoactivo span80 (56.4 mg) y
entrecruzante de glutaraldehido (950 uL) descritas en la seccién 2.3.3. De igual forma, las
microesferas se caracterizaron mediante microscopia Optica y analizador de tamafio de particula
para determinar el efecto de la velocidad de agitacion sobre el tamafio y distribucién de tamafios

de las microesferas obtenidas.

2.5.3 Evaluacion de la cantidad de quitosano y tensoactivo

Se estudio el efecto de la cantidad de quitosano y tensoactivo sobre el rendimiento, el tamafio
promedio de particula y la distribucion de tamafios de particula de las microesferas de quitosano.
Los pardmetros que se mantuvieron constantes fueron: 40 mL de aceite mineral, 950 uL de
glutaraldehido y 1,800 rpm de velocidad de agitacion. Este estudio consisti6 en un disefio
experimental factorial 22, cuya configuracion de factores, sus niveles y las formulaciones se

presentan en la tabla 2.4. El disefio se realiz6 con el software Minitab (versién 8, Minitab, LLC).

Tabla 2.4. Configuracion experimental del disefio factorial.

Formulacién Quitosano (mg) Span80 (mg) Niveles

F1 400 56.4 - -
F2 400 100 - +
F3 500 56.4 + -
F4 500 100 + o+

Los experimentos del disefio experimental factorial se realizaron de forma aleatoria y por

triplicado, siguiendo el orden establecido por la matriz de disefio experimental (tabla 2.5).
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Tabla 2.5. Matriz de disefio experimental factorial.

Orden Estandar Orden de Ejecucién Quitosano (mg) Span80 (mg)

2 1 500 56.4
1 2 400 56.4
9 3 400 56.4
11 4 400 100
5 5 400 56.4
12 6 500 100
6 7 500 56.4
10 8 500 56.4
8 9 500 100
3 10 400 100
4 11 500 100
7 12 400 100

Las variables de respuesta (control) para este disefio experimental fueron el diAmetro de particula

y el rendimiento, calculado de acuerdo a la siguiente ecuacion:

Rendimiento (%) = Microesferas obtenidas después del secado (mg) 100 2.5)
endimiento L) = Material inicial utilizado (mg) x '

2.5.4 Evaluacién de la cantidad de glutaraldehido

Se estudi6 el efecto del contenido de entrecruzante (glutaraldehido) sobre el rendimiento, su
morfologia y el tamafio de particula. Para este fin los pardmetros que se mantuvieron constantes
fueron: acido acético 2% (V/V), 40 mL de aceite de parafina, 100 mg Span80 y velocidad de
agitacion de 1,800 rpm (con la que se obtuvieron tamafios promedio de particula menores a 200

um). Las cantidades utilizadas de glutaraldehido se presentan en la tabla 2.6.

Tabla 2.6. Glutaraldehido utilizado en la experimentacion.

Tratamiento Glutaraldehido (uL)
240
320
475
950
1,900
3,800

OO WNEF

2.5.5 Condiciones de preparacion de las microesferas hibridas de quitosano con
diferentes contenidos de paligorskitay KNOs (disefio experimental factorial)

Las condiciones de preparacion de las microesferas de quitosano como son la cantidad de

guitosano, de tensoactivo, de entrecruzante y la velocidad de agitacion presentadas en la tabla
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2.7 son las que producen las microesferas con el mayor rendimiento, baja dispersion de tamafos

y morfologia esférica (seccion 2.3.4).

Tabla 2.7. Condiciones experimentales para la preparacion de microesferas de quitosano.

Componente Cantidad
Quitosano 059
Span80 100 mg
Glutaraldehido 240 pL
Aceite de parafina 40 mL
Agitacion 1,800 rpm

La adicion directa de la paligorskita purificada y del nitrato de potasio durante la preparacién de
las microesferas de quitosano afectan el tamafio, la morfologia de las microesferas, el rendimiento
y la cantidad de nitrato y potasio capturados. Para evaluar estos efectos en las microesferas se
plante6 un disefio experimental estadistico. Por tal motivo, se cred un disefio experimental
factorial completo (tabla 2.8) con en el software Minitab. Tomando como base las condiciones
experimentales de la tabla 2.5 se escogieron dos factores: cantidad de paligorskita y cantidad de
KNOs y se seleccionaron cuatro niveles para estos factores, los cuales se definieron con base a

los resultados de un estudio preliminar (seccién 2.3.3.1).

Tabla 2.8. Factores y niveles del disefio experimental.

Factor Niveles
Paligorskita (o p/p) 0O 05 1 2
KNOs (mg) 0 50 100 200

Las variables de respuesta evaluadas fueron el rendimiento, el tamafio promedio de éstas y la
cantidad de nitrato y de potasio capturados por las microesferas (tabla 2.9). La matriz del disefio
experimental factorial completo con sus repeticiones (tabla 2.10) se evalué con un analisis de

comparacion de medias mediante pruebas de Tukey con p < 0.05.

Tabla 2.9. Variables de respuesta del disefio factorial.

Variable de respuesta Unidades

Rendimiento %
Intervalo de tamafio um
Nitrato atrapado %
Potasio atrapado %
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Tabla 2.10. Matriz de disefio del disefio factorial completo.

Orden Orden de  Paligorskita KNOs3 Orden Orden de  Paligorskita KNOs3;
Estandar Ejecucidn (%p/p) (mg) Estandar Ejecucion (%p/p) (mg)
36 1 0.0 200 3 25 0.0 100
18 2 0.0 50 10 26 1.0 50
29 3 2.0 0 43 27 1.0 100
4 4 0.0 200 6 28 0.5 50
12 5 1.0 200 27 29 1.0 100
7 6 0.5 100 41 30 1.0 0
2 7 0.0 50 1 31 0.0 0
32 8 2.0 200 44 32 1.0 200
24 9 0.5 200 5 33 0.5 0
17 10 0.0 0 37 34 0.5 0
30 11 2.0 50 14 35 2.0 50
22 12 0.5 50 19 36 0.0 100
38 13 0.5 50 33 37 0.0 0
40 14 0.5 200 20 38 0.0 200
28 15 1.0 200 13 39 2.0 0
42 16 1.0 50 31 40 2.0 100
47 17 2.0 100 39 41 0.5 100
11 18 1.0 100 35 42 0.0 100
26 19 1.0 50 15 43 2.0 100
16 20 2.0 200 23 44 0.5 100
9 21 1.0 0 48 45 2.0 200
46 22 2.0 50 25 46 1.0 0
45 23 2.0 0 34 47 0.0 50
21 24 0.5 0 8 48 0.5 200

Se seleccionaron las formulaciones de microesferas de quitosano con altos rendimientos,
distribucion de tamafio de particula estable, morfologia superficial esférica, altas cantidades de

nitrato y potasio capturados para las pruebas de liberacién de nitrato y potasio.

2.6 Caracterizacion de las microesferas
2.6.1 Andlisis estructural y diametros de las microesferas por microscopia éptica

Las microesferas de quitosano, alginato de sodio y poli(acido lactico) se observaron en un
microscopio éptico Leica DMLM, para ello, una pequefa cantidad de las microesferas secas se
suspendi6é en aceite de parafina y se observo con diferentes objetivos (10X y 20X). Se tomaron
10 fotos a un aumento de 10X por muestra y se realizaron 150 mediciones del diametro de las
microesferas con el software ImageJ (National Institutes of Health, USA, versién 1.53f51). A partir

de estas mediciones se generaron los histogramas de frecuencia de los diametros.
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2.6.2 Tamafios de particula de las microesferas

La medicién del diametro de particula de las microesferas y su distribucion se realizaron con el
analizador de tamafio de particulas Coulter (Coulter LS100Q) [109]. Para esto se deposité una
pequeina cantidad de microesferas en la celdilla de lectura, usando el medio de dispersion que
evitara la aglomeracion de las microesferas; para las de PLA se utiliz6 agua destilada y para las
de QUI etanol al 70%. Se ajusto el equipo a una obscuracién de 8-12%, con un tiempo de prueba

de 60 s. Se realizaron tres corridas por muestra con un intervalo de lectura de 0.4 — 1000 pm.

2.6.3 Andlisis superficial de las microesferas por microscopia electronica de barrido

Las microesferas se caracterizaron por microscopia electrénica de barrido en un microscopio
JEOL modelo JSM-6360 LV. Para el analisis, se deposité una pequefia cantidad de microesferas
sobre el porta muestras circular del MEB con cinta adhesiva doble cara de carbono, la muestra
se metaliz6 por sputtering con un recubrimiento de oro de 1-100 nm de espesor. La observaciéon
de la muestra se realiz6 con un voltaje de 20 kV en modo de deteccién de analisis de electrones
secundarios (SEI), a diferentes aumentos para la observacion superficial y la deteccion de la
nanoarcilla de paligorskita.

2.6.4 Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier

La caracterizacion de la composicién quimica de las microesferas se realizé por espectroscopia
infrarroja con transformada de Fourier en un espectrofotometro Thermo Scientific Modelo Nicolet
8700. El analisis de la muestra fue por transmision, por lo que se elaboraron pastillas con una
mezcla de 100 mg de KBry 1 mg de microesferas secas que se trituraron en un mortero de agata,
en seguida se introdujo la mezcla en un pastillador y se aplicé una presion de 4 ton durante 7
min; las pastillas generadas se guardaron en un desecador. La lectura de cada muestra se obtuvo
en un intervalo de nimero de onda de 4000 — 400 cm™, con una resoluciéon de 1 cm™ y un

promedio de 100 barridos.
2.6.5 Difraccién de Rayos X

La caracterizacion cristalogréfica de las microesferas se realizé en un difractémetro de rayos X
marca BRUKER, modelo D2 Phaser, con un anodo de cobre Ka; (A = 1.5418 A), operado con
corriente de 10 mA y un voltaje de 30 kV. Las condiciones para las muestras en polvo fueron:

barrido 26 de 3 a 60°, tamafio de paso de 0.02° y 1.5 s de tiempo de paso.
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2.7 Cinéticade liberacion de NOs'y K* en microesferas hibridas de QUI/Pal/KNO3

100 mg de microesferas de quitosano previamente preparadas con paligorskita y KNOj se
colocaron en un vaso de precipitados con 200 mL de agua destiladaaunpH de 7.4y 37°C+ 1
°C y se agitaron magnéticamente. Alicuotas de 5 mL del sobrenadante se extrajeron a cada hora
durante las primeras 6h de iniciada la inmersion, reemplazando cada alicuota con el mismo
volumen de agua destilada. Posteriormente, se colectaron 5 mL del sobrenadante cada 24 h
durante 30 dias, reponiendo el volumen del medio acuoso. Las alicuotas del sobrenadante se
analizaron por espectroscopia UV-Vis y espectroscopia de absorcion atbmica para determinar la
cantidad de nitrato y potasio liberado, respectivamente (seccién 2.4.3). Como control, este
procedimiento se aplicé a una cantidad de KNO3 equivalente a la cantidad de nitrato y potasio

contenido en las microesferas (5 mg KNO3z en 200 mL de agua destilada).

La curva de liberacion de NOs y K* se obtuvo empleando la ecuacion 2.6 [116], la cual calcula la
liberacion acumulada de NOs 0 K*, tomando en cuenta la contribucion de la cantidad de los iones
presentes en los alicuotas de 5 mL (Va) que se retiraron del medio de liberacion (Vmi = 200 mL)

en cada uno de los tiempos experimentales.

Va (mL)

Porcentaje de liberacion acumulada (%) = o
ml

‘P + B (2.6)

donde V. es el volumen de la alicuota, Vi es el volumen del medio de liberaciéon usado, P: es el
porcentaje liberado del principio activo (NO3s™ 0 K*) al tiempo t (ecuacion 2.7) y P.1) es el porcentaje

liberado del principio activo (NOz 0 K*) previo al tiempo t.
0f)— MNO3K -t
P (%) T x 100 (2.7)

donde myo,k-¢ €S la masa del principio activo (NOs 0 K*) liberado por las microesferas al tiempo
t, myo,k—T €S la masa del principio activo total (NOs 0 K*) presente en 100 mg de microesferas,

ambos determinados por los métodos de la seccién 2.4.3.
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 Microesferas de alginato
3.1.1 Obtencién de microesferas de alginato

El proceso de obtencidn de las microesferas de alginato de sodio por la técnica de emulsificacion
con gelificacién ibnica con la metodologia inicial (seccion 2.3.1) generé microesferas con aspecto
esférico, con contornos suaves que se encontraron aglomeradas (figura 3.1a) y con consistencia
de un gel. El conteo de los diametros de las microesferas (150 mediciones) por el método de
microscopia 6ptica (figura 3.1b) indico que las microesferas presentaron una distribucion de

didmetros entre 5y 35 um, con un didmetro promedio de 20 um (x 4.65 um).

0 ;-‘,u.4,:..'~... P O SR R SR PR SR O
0 10 20 30 40 S0 60 70 80 %0 100
Diametro (ym)

Figura 3.1. a) Micrografia dptica a 10X y b) Histograma de diédmetro de microesferas de alginato procesadas a 700 rpm.

A partir de este resultado y con el objetivo de mejorar las caracteristicas morfologicas de las
microesferas de alginato, asi como su diametro promedio de particula y su distribucion, se
variaron algunos de los parametros anteriores del proceso de obtencién de las microesferas,
como la velocidad de agitacion (figura 3.2a, 3.2b) y el contenido de alginato (figura 3.3a, 3.3b).
La velocidad de agitacién se disminuy6 de 700 a 500 rpm, manteniendo el contenido de alginato
al 3% (p/v). Bajo estas condiciones se observaron microesferas aglomeradas (figura 3.2a) con
morfologia esférica y bordes lisos; el diametro de las microesferas (figura 3.2b), aumento con
respecto al valor anterior y su distribucion varié de 10 a 100 um con un diametro promedio de 41
pm (£ 18.59 pum).
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Diametro (um)

Figura 3.2. a) Micrografia dptica de microesferas de Alg a 10X y b) Histograma de didmetros de microesferas de alginato
procesados a 500 rpm.

Igualmente, se disminuyé la cantidad de alginato utilizado durante la obtencion de las
microesferas de 3 a 1.5% (p/v) y se utiliz6 una velocidad de agitacion de 500 rpm. En esta ocasion,
se observé un cambio en el didmetro de las microesferas, pero no en su distribucién. Las
microesferas se observaron dispersas (figura 3.3a), con morfologia esférica y bordes lisos; el
diametro de las microesferas (figura 3.3b) tuvo una distribucién entre 0 y 100 um con un diametro
promedio de 30 pum (x 18.96 um).

Diametro (um)

Figura 3.3. a) Micrografia de microesferas de Alg a 10X y b) Histograma de didmetros de microesferas de alginato procesados
con 1.5% (p/v) alginato y una velocidad de agitacién de 500 rpm.

De acuerdo con los resultados observados, al disminuir la velocidad de agitacion, aumenté el
didmetro de las microesferas debido a una disminucién de los esfuerzos de corte en la emulsion.

Al disminuir el contenido de alginato y disminuir la velocidad de agitacion, se promovié una
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disminucion de la viscosidad del polimero durante el proceso de emulsificacion lo que resulté en

una disminucioén del didmetro promedio.

Las microesferas de alginato presentaron un estado gelificado, alta aglomeracion entre particulas
y una baja resistencia mecénica, lo que impidi6 medir su tamafio via Coulter (seccion 2.4.2). En
consecuencia, este sistema polimérico resultdé poco viable para emplearlo como sistema de
liberacion controlada de fertilizantes. Estos inconvenientes podrian ser superados con un estudio
a profundidad de las condiciones de procesamiento de las microesferas de alginato, como ha sido
explorado por Nguyen y col. [44] y Uyeny col. [47], que podrian aplicarse a las microesferas de
alginato obtenidas en esta investigacion y la determinacion del efecto de las cantidades de
paligorskita y KNO3 en dichas condiciones de procesamiento y su comportamiento de liberacion

de nitrato y potasio.

3.2 Microesferas de poli(acido lactico)
3.2.1 Preparacion de microesferas de poli(acido lactico)

El proceso de emulsificacion y evaporacién de solvente es una técnica muy utilizada para la
obtencion de microesferas de PLA, principalmente en el area de liberacién de farmacos. Su uso
en el area agricola como sistema de liberacion de fertilizantes implica lograr la formacion de
particulas esféricas, con tamafio controlado y altamente dispersas. Los resultados
experimentales indican que la metodologia inicial de la seccién 2.3.2 generd microesferas de PLA
con una morfologia esférica con bordes lisos y una buena dispersion (figura 3.4a, 3.4b); las
microesferas presentaron estabilidad en los tamafios de particula obtenidos, lo que favorecen su

utilizacién como sistema de liberacion de principios activos.

Figura 3.4. Micrografias de microesferas de poli(dcido ldctico) con aumentos de a) 10X y b) 20X.
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3.2.1.1 Distribucion de tamafio de microesferas de poli(acido lactico)

Las microesferas de PLA presentaron una morfologia esférica y su distribucién de diametros
obtenida por el analizador de tamafio de particula Coulter (figura 3.5a) mostré que se encuentra
entre 50 y 200 um con un didmetro promedio de 154 um (£12.30). Este mismo pardmetro, pero
medido por microscopia optica (figura 3.5b) presentd un tamafio de particula en el intervalo de
25y 225 um, con un tamafio promedio de 128 um (x21.15 um). De acuerdo con lo anterior, se
obtuvieron resultados similares con ambas técnicas, lo que indica que el proceso de medicién por
Coulter no fue afectado por aglomeraciones de las particulas en la celdilla de observacién y que

el medio acuoso utilizado contribuyé a una lectura consistente.
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Figura 3.5. Distribucion de tamafio de particula de microesferas de PLA mediante a) Analizador Coulter y b) Microscopia dptica.

3.2.1.2 Rendimiento de microesferas de poli(acido lactico)

El rendimiento de las microesferas de PLA se calculé con la ecuacion 2.3 y demuestra que las
microesferas presentaron un rendimiento del 91%, por lo que la mayor parte del material usado
se recuperd en forma de microesfera. Los altos rendimientos indicaron que el proceso de

obtencién fue altamente eficiente.

3.2.2 Microesferas hibridas de poli(acido lactico)/paligorskita y fertilizante
3.2.2.1 Morfologia superficial de microesferas hibridas PLA/Pal/KNO3

Uno de los aspectos méas importantes en el desarrollo de un sistema de liberacion de fertilizantes
es el control de la morfologia de las particulas durante el proceso de preparacion. Se ha reportado
gue en la técnica de emulsion y evaporacion de solvente, la morfologia de las particulas se ve

fuertemente influenciada por el proceso de evaporacion del solvente.
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Las figuras 3.6(a-f) presentan las micrografias épticas de las microesferas preparadas por el
método de emulsidn con evaporacion de solvente (seccidén 2.3.2.1). La figura 3.6a corresponde a
las microesferas de PLA, las cuales presentaron un aspecto esférico, con buena dispersion y sin
presencia de aglomeracion. Al agregar el principio activo (KNO3) se observé un incremento del
tamafio de algunas de las microesferas (figura 3.6b) y conservaron la morfologia esférica, sin
presencia de aglomerados. El efecto de la presencia de la paligorskita en las microesferas (figura
3.6¢-f) sobre su morfologia no es perceptible; tanto el tamafio de particula como en su dispersion,

son similares a los de las microesferas con el principio activo.

Figura 3.6. Micrografias dpticas de las microesferas de a) PLA, b) PLA + KNO3, c) PLA + KNO3 + 1%Pal, d) PLA + KNO3 + 2%Pal, e)
PLA + KNOs + 4%Pal y f) PLA + KNO3 + 5%Pal.

La microscopia electréonica de barrido es una técnica que permite observar la morfologia
superficial de las particulas con aumentos mayores a los obtenidos mediante microscopia Optica
y con la ventaja de un mayor nivel de detalle. La figura 3.7 presenta las micrografias electronicas
de las microesferas de PLA preparadas por el método de emulsion con evaporacion del solvente.
Las microesferas de solo PLA (figura 3.7a) presentaron una morfologia esférica, aspecto liso,
dispersas, sin presencia de grietas o porosidades. Cuando se agreg6 el KNOg, las microesferas
(figura 3.7b) presentaron una morfologia esférica, mayores tamafios de particula, con
irregularidades superficiales y poros, lo que indica que el ingrediente activo en contacto con la
matriz de PLA provoca inestabilidad en el proceso de formacion de las esferas. Cuando se agrega
a la emulsién KNO3 y 1% de arcilla (figura 3.7c), la morfologia de las microesferas hibridas sigui6é
siendo similar a las esferas sin arcilla, con irregularidades superficiales, dispersas y porosas. Las

microesferas con 2% de arcilla y el principio activo (figura 3.7d) mostraron una morfologia similar
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a las esferas preparadas con el 1% de arcilla. Las microesferas de PLA preparadas con KNO3z y
4 y 5% de arcilla (figura 3.7e, f) mostraron una morfologia similar a las esferas con
concentraciones menores de arcilla; sin embargo, se encontraron microesferas que no se

formaron completamente depositadas sobre la superficie de otras microesferas.
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Figura 3.7. Micrografias electronicas a 100x de a) PLA, b) PLA + KNOs, c) PLA + KNOs + 1%Pal, d) PLA + KNOs + 2%Pal, e) PLA +
KNOs + 4%Pal y f) PLA + KNO3 + 5%Pal.

De acuerdo con los resultados de microscopia electrénica, la morfologia de las microesferas de
PLA presenté cambios morfolégicos cuando se agregd KNOs y paligorskita. La presencia de
grietas y poros indican que la interaccion entre la matriz de PLA con arcilla y el principio activo
indujeron cambios en el proceso de evaporacion del solvente. Estos cambios morfolégicos
podrian atribuirse a la naturaleza hidrofilica de la arcilla y a la alta afinidad del KNOs con solventes
polares, lo que promueve la migracion del principio activo hacia la fase acuosa de la emulsion
durante la formacion de las microesferas. Yan y col. [117] reportaron que la presencia de
nanoparticulas de hidroxiapatita (HAP) en microesferas de PLA indujeron a la formacién de poros
superficiales debido a la baja afinidad entre el PLA y la HAP, asi como a la interaccion entre el
poli(alcohol vinilico) (tensoactivo) y la HAP en la interfaz aceite-agua de la emulsion. La mayoria
de los estudios para la preparacion de microesferas de PLA por emulsion y evaporacion del
solvente involucran la captura de farmacos y los estudios con agroquimicos (pesticidas,
bioestimulantes y fertilizantes) aun son escasos. Los cambios morfologicos observados en las
microesferas con el principio activo son similares a los reportados por Fuentes [118], que
establece que altas cantidades de pramipexol (un farmaco para tratar la enfermedad de
Parkinson) producen cambios superficiales en las microesferas, como la presencia de poros.
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Estudios similares realizados por Rajkumar y col. [119] para la captura de farmacos
antidepresivos usando montmorillonita en una matriz de PLA, reportaron que la morfologia es

dependiente del tipo de principio activo atrapado en las microesferas.

La microscopia electronica de las microesferas de PLA proporciond informacion importante
acerca del tamafio de las particulas, su distribucion, la presencia o ausencia de sustancias
depositadas en su superficie, asi como su morfologia. Esta técnica también se ha empleado para
la observacion de estructuras en la escala nanométrica o submicrométrica como lo son nanotubos
de carbono, grafeno, hojas grafénicas, etc. También, se ha empleado para la observacion de
minerales arcillosos como la montmorillonita (una arcilla laminar) y paligorskita (una arcilla fibrilar)
por su alta capacidad de observacién a grandes aumentos y el nivel de detalle obtenido [120,
121], lo que permite observar de forma directa la distribucion de las nanoarcillas sobre la

superficie de las microesferas.

La figura 3.8 presenta las micrografias electrénicas ampliadas de las microesferas de
PLA/Pal/lKNOs con diferentes contenidos de arcilla. Las esferas con el 1% de Pal mostraron
aglomeracion superficial de la paligorskita, en ellas se puede observar su estructura fibrilar
caracteristica (figura 3.8a), asi mismo, se observa la presencia de poros superficiales. La figura
3.8b corresponde a las microesferas con el 2% de arcilla y revelan con detalle como las arcillas
se encuentran distribuidas y aglomeradas en la superficie de las mismas. Las esferas con 4y 5%
de arcilla (figura 3.8c y d, respectivamente) presentaron una morfologia similar a las esferas con
contenidos menores de esta arcilla; incrustaciones superficiales y una alta aglomeracion de las
arcillas. Estos resultados podrian indicar que las arcillas migraron hacia la superficie de las
microesferas debido a la naturaleza hidrofilica de la paligorskita, ya que en el exterior de las

microesferas se encuentra la fase acuosa de la emulsion.
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Figura 3.8. Micrografias electrénicas a 10,000x de a) PLA + KNOs + 1%Pal, b) PLA + KNOs + 2%Pal, c) PLA + KNO3 + 4%Pal y d) PLA
+KNO3 + 5%Pal.

Estos resultados indican que la presencia del KNOs; por si mismo produce cambios en la
morfologia de las microesferas de PLA; genera poros en la superficie de las microesferas en
todos los niveles de arcilla evaluados. La arcilla por su parte, presenté una migracion hacia la
superficie de las microesferas, con alto nivel de aglomeracion e incrustada en los poros de las
esferas. La interaccion PLA-paligorskita se debe a la interaccion entre los grupos carbonilo del
PLA y los grupos OH de la arcilla mediante enlaces de puente de hidrégeno, asi como la
interaccion interfacial entre los grupos silanol (Si-OH) de la arcilla y los grupos éster del PLA como

se ha reportado por Liu y col. [122].

3.2.2.2 Tamafo de particula de las microesferas hibridas PLA/Pal/KNO3

Uno de los parametros mas importantes de las microesferas para la liberacion controlada de un
principio activo (farmacos, aceites esenciales, pesticidas y fertilizantes) es el adecuado control
sobre el tamafio y la distribucién de las particulas. Es por ello que en el presente trabajo se evalué
la influencia de la paligorskita y el KNO3 sobre el tamafio y la distribucién de las particulas de
PLA.

Las figuras 3.9(a-f) muestran las distribuciones de tamafio de las microesferas de PLA, PLA con
KNOs, y PLA con KNOs y diferentes cantidades de paligorskita por el método Coulter (seccion
2.4.2). Se encontr6 que las microesferas de PLA poseen un intervalo de tamafios entre 90 y 200
pum, con un didmetro promedio de 154 um (figura 3.9a). Cuando el principio activo se afiade a la
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fase organica de la emulsion durante el proceso de obtencién de las microesferas, se encontré
un aumento en la distribucion de tamafios (90 y 390 um) y del diametro promedio (223 um) (figura
3.9b). Esto puede deberse a que el KNO3; aument6 la viscosidad de la solucion polimérica,
promoviendo un aumento del tamafio de particula. Cuando las microesferas fueron preparadas
con 1% de arcilla (figura 3.9¢) se encontré una disminucion en el tamafio promedio de particula
(193 um) en comparacion con las microesferas con nitrato de potasio y sin arcilla. Las condiciones
de la emulsion cambiaron debido a la presencia de la nanoarcilla que, por su naturaleza
hidrofilica, actia como un centro de nucleacion para la formacion de las microesferas. Al
aumentar el contenido de arcilla a 2 'y 4% (figura 3.9d, 2e) se produjo un aumento en el tamafio
promedio de particula (237 y 239 um, respectivamente) y en su distribucién de tamafios de
particula. Un aumento en el contenido de paligorskita favorecié la tendencia de éstas a
aglomerarse, lo que aumento la viscosidad de la emulsion, generando un mayor tamafio micelar
gue se refleja en el tamafio promedio de las particulas. Una concentracién de 5% de paligorskita
(figura 3.9f) produjo una disminucion en el tamafio promedio de particula con respecto a las
formulaciones con menor contenido de arcilla, pero mayor que las de las microesferas sin arcilla
y sin principio activo. Esto podria atribuirse a que un contenido muy elevado de arcilla produce
aglomerados que promovieron tanto centros de nucleacion como el aumento de la viscosidad de

la emulsién, la competencia de estos parametros llevé a la formacion de microesferas grandes.
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Figura 3.9. Distribucion de diadmetros de microesferas. a) PLA, b) PLA + KNO3, c) PLA + KNO3 +1%Pal, d) PLA + KNO3 + 2%Pal, e)
PLA + KNOs + 4%Pal y f) PLA + KNOs + 5%Pal.
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Los tamarfios de particula fueron analizados mediante la prueba de comparacién de medias (tabla
3.1). De acuerdo con este analisis estadistico, no se encontraron diferencias significativas en el

tamafio de particula en las microesferas de PLA.

Tabla 3.1. Andlisis comparativo de medias de los tamafios de particula de las diferentes microesferas de PLA.

Informacién agrupada usando el Método de Tukey con intervalo de confianza de 95%

Formulacién N Promedio Agrupamiento
PLA + KNOs + 4%Pal 3 239.4 A
PLA + KNOs + 2%Pal 3 237.3 A
PLA + KNO3 3 223.1 A
PLA + KNOs + 5%Pal 3 197.3 A
PLA + KNOs + 1%Pal 3 193.1 A
PLA 3 154.1 A

Los promedios que no comparten una letra son significativamente diferentes.

El tamafio de particula generado por el método de obtencién usado para las microparticulas de
PLA (emulsificacion y evaporacion del solvente) esta gobernado principalmente por la velocidad
de agitacion usada durante la formacion de la emulsién y la morfologia de las esferas depende
del proceso subsecuente de evaporacién del solvente, como se ha reportado ampliamente [9,
10]. Por tanto, los resultados anteriores indican que, si bien no se encontraron diferencias
significativas respecto al tamafio promedio de particula en los niveles de KNO3 y arcilla evaluados,
si se observd un efecto sobre la distribucién del tamafio de particula, por lo que la presencia del
principio activo y arcilla en la emulsién deben ser tomados en cuenta para el disefio de una

formulacion que sea util como sistema de liberacion controlada de fertilizantes.
3.2.2.3 Rendimiento de microesferas hibridas PLA/Pal/KNO3

Un pardmetro importante de la obtencién de microesferas de PLA y la incorporacion del principio
activo es el rendimiento, que evalla el grado de eficiencia en el uso de los reactivos (PLA, KNO3
y Pal) durante la formacion de las esferas. La tabla 3.2 muestra los rendimientos de preparacion
de las esferas de PLA, PLA/KNOs; y PLA/KNOs/Pal. Se encontr6 que el rendimiento de
preparacion mas alto, del 93.4%, correspondié a las microesferas de PLA solas, indicando que
mas del 90% del PLA utilizado se convirtié en microesferas. Las microesferas con KNOs y arcilla

se obtuvieron con rendimientos en el intervalo de 74 a 77%.
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Tabla 3.2. Rendimiento de microesferas de poli(dcido Idctico).

Formulacion Rendimiento (%) Desviacién estandar (%)
PLA 93.4 1.44
PLA + KNO3 77.83 1.74
PLA + KNO3 + 1%Pal 76.80 0.91
PLA + KNO3 + 2%Pal 77.32 2.62
PLA + KNO3 + 4%Pal 77.63 2.62
PLA + KNO3 + 5%Pal 74.93 6.44

La disminucién en el rendimiento de microesferas indicé que la presencia del KNOs y la
paligorskita ejercen un efecto desestabilizador en la emulsién, generando microesferas
incompletas (figura 3.7). La sola presencia del KNOs produjo este efecto, lo cual indica que esta
sal muy probablemente interactu6 con el poli(alcohol vinilico), que es el tensoactivo que permite
la formacion adecuada de las microesferas, desestabilizando el proceso de emulsificacion y en

consecuencia la formacion de las microesferas.

3.2.2.4 Capacidad de captura de nitrato en microesferas hibridas de PLA/Pal/KNOs3

Ademas de los efectos observados por la presencia del principio activo y la arcilla sobre la
morfologia, tamafio, distribucidn de tamafios y rendimiento de microesferas de PLA, es importante
conocer su eficiencia en la captura de nitrato. Para esto, se analizd el sobrenadante de la fase

acuosa después de la emulsiobn mediante espectrofotometria UV-Vis (seccién 2.5.3).

La figura 3.10 muestra los contenidos de nitrato obtenidos en las microesferas de PLA preparadas
con KNO3 y diferentes contenidos de arcilla. Se observé que el contenido de nitrato en las
microesferas de PLA esta en el intervalo de 1.76 y 2.91%. Las microesferas de PLA con KNO3
presentaron un contenido de 2.91%, y cuando se agreg6 1% de arcilla disminuy6 hasta 1.86%,
lo que podria atribuirse a las arcillas atrapadas en la superficie de las microesferas por su baja
afinidad con éstas y a la matriz de PLA (figura 3.8a) y a la presencia de poros que pudieron
facilitar la migracion de los nitratos hacia la fase acuosa durante el proceso de evaporacion del
solvente. La capacidad de captura de nitrato de las microesferas con 2y 4% de arcilla fue de 2.67
y 2.45%, respectivamente; la aglomeracion de las arcillas en la superficie podria haber obstruido
los poros de las microesferas y aumentar la captura de nitratos. Sin embargo, las microesferas
con el méximo contenido de arcilla (5%) capturaron solo 1.76% de nitrato, atribuido posiblemente

a la saturacion superficial de las esferas con aglomerados de paligorskita (figura 3.8d).
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Contenido NO;™ (%)

PLA-KNO3 PLA-KNO3-1%Pal PLA-KNO3-2%Pal PLA-KNQ3-4%Pal PLA-KNO3-5%Pal
Formulacién

Figura 3.10. Contenido de nitrato en microesferas hibridas de poli(dcido Idctico) con diferentes contenidos de arcilla. Las barras
representan el promedio de 3 mediciones (n=3) y las lineas verticales representan la desviacion estdndar.

El contenido de nitrato atrapado se analizé mediante la comparacién de medias. De acuerdo con
este analisis estadistico (tabla 3.3) no se encontraron diferencias significativas en el contenido de

nitrato de las microesferas respecto a los porcentajes de arcilla estudiados.

Tabla 3.3. Andlisis comparativo de medias del contenido de nitrato atrapado en las microesferas hibridas de PLA
con KNOs y diferentes contenidos de paligorskita.

Informacién agrupada usando el Método de Tukey con intervalo de confianza de 95%

Formulacién N Promedio Agrupamiento
PLA + KNO3 2 2.914 A

PLA + KNOs + 2%Pal 2 2.677 A

PLA + KNOs + 4%Pal 2 2.459 A

PLA + KNOs+ 1%Pal 2 1.860 A

PLA + KNOs + 5%Pal 2 1.768 A

Los promedios que no comparten una letra son significativamente diferentes.

La captura de nitrato en la matriz de PLA es fuertemente dependiente del tipo de ingrediente
activo. Por lo general las sustancias altamente solubles en agua tienden a migrar hacia la fase
acuosa de la emulsion y producen eficiencias de captura bajas. En las microesferas de PLA
cargadas de nitrato de potasio y arcilla obtenidas mediante emulsion y evaporacion de solvente,
las interacciones entre la matriz y el nitrato son débiles, ademas de que la formacién promovida

de poros interiores y superficiales aumento la posibilidad de migracion del nitrato hacia fuera de
las esferas.
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3.2.2.5 Capacidad de captura de potasio en microesferas hibridas PLA/Pal/KNO3

El principio activo empleado durante la obtencién de las microesferas de PLA por emulsion y
evaporacion del solvente se compone de dos iones, el nitrato (NOz) y el potasio (K*). El empleo
de la matriz de PLA para el desarrollo de un sistema de liberacion controlada de fertilizantes

implica que se deben atrapar altos porcentajes de ambos iones.

La figura 3.11 muestra los contenidos de potasio atrapado en las microesferas de PLA preparadas
con KNOs y diferentes contenidos de arcilla. A partir del analisis mediante espectroscopia de
absorcion atémica de la fase acuosa de la emulsion (seccién 2.5.3) se obtuvo que las
microesferas de PLA con KNOs; presentaron una capacidad de captura de potasio de 20.44%,
indicando una compatibilidad de este ion con la matriz de PLA. Al agregar a las microesferas 1y
2% de arcilla, el contenido de potasio aumenté a 22.03 y 24.44%, respectivamente. Esto podria
deberse a la interaccion PLA-arcilla-potasio que favorecen la incorporaciéon del K* en la matriz.
Se ha reportado la interaccién entre los grupos silanol (Si-OH) de la arcilla y los grupos éster del
PLA, ademas de la capacidad de intercambio catiénico de las arcillas [122]. Las microesferas de
PLA-KNO;3 con 4% de arcilla mostraron un contenido de potasio de 18.81%, lo que representa
una disminucion respecto a las microesferas siny con 1y 2% de arcilla. Esto podria atribuirse a
la aglomeracion superficial de las arcillas, reduciendo la eficiencia la interaccion PLA-arcilla-
potasio. Finalmente, con 5% de arcilla, las microesferas presentaron un 28.27% de potasio, lo

que indica un efecto favorable al aumentar el contenido de arcilla en estas microesferas.
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Figura 3.11. Contenido de potasio en microesferas hibridas de poli (dcido Idctico) con diferentes contenidos de arcilla. Las barras
representan el promedio de 3 mediciones (n=3) y las lineas verticales representan la desviacion estdndar.
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Un analisis de comparacion de medias (tabla 3.4) se aplico a estos resultados, lo que demostré
que no existen diferencias significativas en el contenido de potasio capturado en las microesferas

de PLA con los niveles de arcilla evaluados.

Tabla 3.4. Andlisis de medias del contenido de potasio en las microesferas hibridas de PLA
con KNO3 y diferentes contenidos de paligorskita.

Informacién agrupada usando el Método de Tukey con intervalo de confianza de 95%

Formulacién N Promedio Agrupamiento
PLA + KNOs + 5%Pal 2 28.27 A
PLA + KNOs + 2%Pal 2 24.44 A
PLA + KNOs + 1%Pal 2 22.039 A
PLA + KNOs 2 20.44 A
PLA + KNOs + 4%Pal 2 18.81 A

Los promedios que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Estos contenidos de potasio capturado indican que en las interacciones PLA-arcilla-K y la
capacidad de intercambio cationico de la paligorskita pueden estar involucradas en el aumento

de los mismos.

Las microesferas de PLA que tienen KNOs y arcilla presentaron tamafos promedio entre 154 y
239 um y distribuciones de particula entre 90 y 400 um y una morfologia esférica. La incorporacion
de arcilla en la matriz permitié una captura de potasio del 18 al 28%. Sin embargo, la incorporacién
del principio activo induce cambios superficiales, como la presencia de poros (figuras 3.7 y 3.8),
la disrupcién de la emulsién y en consecuencia en la formacion incompleta de las microesferas y
el bajo contenido de nitrato capturado. Una opcién para aminorar estos efectos es la busqueda
de la compatibilidad quimica entre el principio activo y el PLA, asi como maodificar el proceso de
emulsificacion, de tal forma que mejore la eficiencia de captura del principio activo, disminuya la
formacion de poros, estabilice el tamafio de particula y aumente el rendimiento (reduccion de las
microesferas incompletas) para producir un sistema de liberacién controlada de nitrato y potasio
eficiente. Por ejemplo, la modificacién en las condiciones de procesamiento de las microesferas
de PLA ha sido estudiado por Bodmeier y col. [123], en donde modificaron el pH de la fase acuosa,

lo que mejoro la retencion del principio activo.
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3.3 Microesferas de quitosano
3.3.1 Proceso preliminar de obtencion de microesferas de quitosano

Las esferas de quitosano fueron obtenidas mediante un proceso de emulsién y entrecruzamiento
con glutaraldehido. La figura 3.12 muestra las micrografias épticas de las microesferas de
quitosano obtenidas con la metodologia inicial que se basa en la reportada en la seccion 2.3.3,

presentadas en la tabla 3.5.

Tabla 3.5. Condiciones experimentales preliminares para la preparacion de microesferas de quitosano.

Componente Cantidad
Quitosano 0549
Span80 56.8 mg
Glutaraldehido 950 pL
Aceite de parafina 40 mL
Agitacion 420 rpm

Estas microesferas presentaron un aspecto esférico, con bordes lisos y una buena dispersion.
No se observa la presencia de grietas o fracturas en la superficie de las microesferas; sin
embargo, se aprecian formas irregulares sobre la superficie de estas, que puede deberse a

burbujas de aire acumuladas y/o microesferas incompletas.

Figura 3.12. Micrografias dpticas de microesferas de quitosano con aumentos de a) 10x y b) 20x.

3.3.1.1 Tamafio de particula de microesferas de quitosano

El tamafio de particula de las microesferas de quitosano (seccion 3.3.1) se determind con el
analizador Coulter y mediante las imagenes de microscopia éptica. El tamafio de particula Coulter
(figura 3.13a) mostré una distribucion desde 150 um y hasta llegar al limite de detecciéon del
analizador, que corresponde a 943 um. Este comportamiento podria deberse a la aglomeracion

de las particulas en el proceso de agitacion para el Coulter, a la interaccion del medio acuoso con
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la celdilla de observacién, o bien, las esferas obtenidas son demasiado grandes, quedando fuera

del intervalo de medicién del equipo.

La figura 3.13b muestra la distribucion de tamafo de particula por el método Optico de las
microesferas de quitosano; el tamafio promedio de particula fue de 193 um (£13 um) y un intervalo
de tamafio de particula de 49 a 650 um. Es importante resaltar que esta distribucion implica que
se obtuvieron particulas con tamafios de 300, 400, 500 y 600 um, por tanto, para las mediciones
del tamafio de particula con Coulter las esferas fueron muy grandes con las condiciones de

procesamiento iniciales.
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Figura 3.13. Distribucion de tamafio de particula de microesferas de QUI. a) Analizador Coulter y b) Microscopia dptica.

La amplia distribucion de tamafios de particula sugiri6 que es necesario ajustar las condiciones
de procesamiento para favorecer la obtencion de una distribucion de tamafios mas estrecha,
clave para generar un sistema de liberacion controlada a base de microesferas con un tamafio

adecuado para este fin.

3.3.1.2 Rendimiento de microesferas de quitosano

El rendimiento de las microesferas de quitosano es un factor clave que permite evaluar la
eficiencia del método usado en cuanto al aprovechamiento de las materias primas iniciales y la
posibilidad de escalamiento de este. Las microesferas de quitosano (seccién 3.3.1) obtenidas por
emulsién y entrecruzamiento presentaron un rendimiento del 46%, que se considera bajo,
teniendo en cuenta que en las esferas de PLA se obtuvo un rendimiento del 93%. Este bajo
rendimiento podria estar vinculado fuertemente a las condiciones de procesamiento iniciales
(tabla 3.5).

La distribucion amplia de tamafio de particula y el rendimiento bajo de las microesferas de
quitosano, implican que es necesario el disefio de nuevas condiciones de procesamiento que

disminuyan el primero y aumenten el segundo (seccién 2.3.4).
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3.3.2 Proceso preliminar de obtencion de microesferas hibridas de quitosano
3.3.2.1 Morfologia superficial de microesferas hibridas QUI/Pal/KNO3

Para determinar la forma de incorporar el nitrato de potasio en las microesferas hibridas de
quitosano se realizaron algunas pruebas preliminares basadas en el método de la seccién 2.3.3.1,
pero con las condiciones de procesamiento de la tabla 3.5. Se evaluaron dos vias, la primera fue
la incorporacion directa en el proceso de emulsificacion y la segunda mediante absorcion pasiva
de una solucién acuosa de nitrato de potasio (seccidn 2.3.4.1). La incorporacién directa del
principio activo produjo una eficiencia de captura de nitratos del 54.60% y de potasio del 90.89%.
Por otra parte, mediante absorcion pasiva se obtuvieron eficiencias de captura del 39.65 % para
nitratos y de 3.97% para potasio. En vista de lo anterior, los experimentos subsecuentes para
obtener microesferas hibridas contemplaron la incorporacién del principio activo de manera

directa en el proceso de emulsificacion.

Un sistema de liberacién de fertilizantes basado en quitosano requiere conocer el efecto de la
presencia del principio activo y la arcilla sobre la morfologia de las microesferas. Se ha
demostrado que la presencia de la arcilla de paligorskita a altas concentraciones (10% p/p)
inducen cambios en la morfologia de las microesferas [13]. La figura 3.14 muestra las
micrografias Opticas de las microesferas hibridas de quitosano con nitrato de potasio y
paligorskita obtenidas por la metodologia preliminar (tabla 3.5). Se observé una morfologia
esférica, baja aglomeracion entre microesferas y tamafios de particula similares. Las
microesferas hibridas con KNOs y 1% Pal (figura 3.14b) mostraron microesferas con algunos
cambios superficiales atribuibles a la presencia del principio activo sobre su superficie y la
formacion incompleta de las microesferas. Las microesferas hibridas con KNO3 y contenidos
superiores de arcilla (figuras 3.14c-f) mostraron una morfologia esférica similar, buena dispersién
entre microesferas sin presencia de aglomerados y algunas microesferas hibridas que
presentaron cambios en su superficie, que pueden atribuirse a la presencia del principio activo

sobre la superficie.
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Figura 3.14. Micrografias dpticas de esferas de a) QUI, b) Qui + KNO3, ¢) QUI + KNOs + 1%Pal, d) QUI + KNOs + 2%Pal, e) QUI +
KNOs + 4%Pal y f) QUI + KNO3 + 5%Pal.

Los cambios morfoldgicos observados en las microesferas hibridas de quitosano indican que la
presencia del principio activo y la arcilla conlleva a modificaciones en el proceso de formacion de

las esferas.

3.3.2.2 Tamano de particula de las microesferas hibridas QUI/Pal/KNO3

El tamafio de particula de las microesferas hibridas de quitosano (tabla 3.5) se midi6 con el
analizador Coulter; sin embargo, los tamafios de particula obtenidos fueron muy grandes para el
Coulter, con distribuciones de tamafio similares a las de la figura 3.13a. Alternativamente,
mediante las imagenes obtenidas de microscopia éptica y empleando el software ImageJ se
generaron los histogramas de tamafio de particula. La tabla 3.6 muestra los tamafios de particula
obtenidos en las microesferas de QUI, QUI/KNO3 y QUI/KNOs/Pal.

Tabla 3.6 Tamafio de particula de microesferas de QUI/KNOs/Pal.

Formulacién Diametro promedio (um) Desviacién estandar (um)
QUI 193.48 13.06
QUI + KNOs 186.20 34.54
QUI + KNOs + 1%Pal 218.26 3.91
QUI + KNOs + 2%Pal 204.98 38.94
QUI + KNOs + 4%Pal 189.40 25.63
QUI + KNOs + 5%Pal 182.17 12.47

La figura 3.15 muestra estas distribuciones; las microesferas hibridas de quitosano (figura 3.15a)

presentaron tamafios de particula en el intervalo de 50 y 650 pum, con un tamafio promedio de
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193 um. La presencia del KNOz; aument6 la distribucion del tamafio de particula a un intervalo de
40 y 700 um con un tamafio promedio de 186 um (figura 3.15b). La presencia de la arcilla al 1%
(figura 3.15c¢) produjo una distribucién de tamafio de particula de 50-600 pum con un tamafio
promedio de particula de 218 um, que es mayor al de las esferas sin y con KNOs. A contenidos
de arcilla de 2% (figura 3.15d) se produjeron distribuciones entre 50 y 700 um con un tamafio
promedio de particula de 205 um y al 4% de arcilla se alcanz6 un intervalo entre 70 y 700 um con
un tamafo promedio de particula de 189 um (figura 3.15e). El 5% de arcilla produjo microesferas
con un intervalo de tamafio de particula de 40 y 600 um con un tamafio promedio de 182 pm
(figura 3.15f).
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Figura 3.15. Distribuciones de tamario de particula de las microesferas por microscopia dptica de a) QUI, b) QUI + KNO3, c) QUI +
KNO3 + 1%Pal, d) QUI + KNO3 + 2%Pal, e) QUI + KNO3 + 4%Pal y f) QUI + KNO3 + 5%Pal.

Las variaciones encontradas en el tamafio de particula y su distribuciéon en las microesferas
hibridas de quitosano preparadas con KNOg y arcilla podrian atribuirse al cambio en la viscosidad
de la solucidn polimérica durante el proceso de emulsificacién, generando tamafios de particula

mayores a los observados con las microesferas de solo quitosano.

La tabla 3.7 presenta el analisis de medias usado para evaluar el efecto del KNO3 y la arcilla
sobre el tamafio de particula. La variabilidad encontrada en las distribuciones de tamafio de
particula y sus tamafios promedio observadas en los histogramas de la figura 3.15 no tienen una
relacion directa con las concentraciones de arcilla evaluadas. Adicionalmente, la diferencia entre
el tamafio de las esferas de quitosano con y sin KNOs no varian de forma significativa. De manera

general, la presencia de la arcilla y el activo permiten obtener tamafios de particula similares a
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los obtenidos en las esferas de quitosano solas, indicando que las interacciones polimero-activo-
arcilla favorecen la estabilidad del tamafio. Es necesario tener en cuenta que para lograr la
liberacion controlada de un principio activo se debe establecer un intervalo de tamafios de
particula estrecho (100-500 pum), lo que lleva a sugerir que es necesario establecer las

condiciones de procesamiento que permitan obtener dichos tamarios.

Tabla 3.7. Andlisis de medias del tamafio de particula de las microesferas de QUI,
QUI con KNO3 e hibridas con diferentes contenidos de paligorskita.

Informacién agrupada usando el Método de Tukey con intervalo de confianza de 95%

Formulacién N Promedio Agrupamiento
QUI + KNOs + 1%Pal 3 218.26 A
QUI + KNOs + 2%Pal 3 205.0 A
QUI 3 193.49 A
QUI + KNOs + 4%Pal 3 189.9 A
QUI + KNOs 3 186.2 A
QUI + KNOs + 5%Pal 3 182.17 A

Los promedios que no comparten una letra son significativamente diferentes.

3.3.2.3 Rendimiento de microesferas hibridas de QUI/Pal/KNO3

El rendimiento de las microesferas hibridas de quitosano obtenidas por emulsién y
entrecruzamiento a las que se les agrego6 nitrato de potasio y arcilla de forma directa durante su
obtencion (tabla 3.5) se presentan en la tabla 3.8. Las microesferas de quitosano presentaron un
rendimiento del 46%, al obtenerlas en presencia del KNO3; su rendimiento aumenté hasta 49%, y
cuando se prepararon con KNOsz y a 1, 2, 4 y 5% (p/p) de arcilla se obtuvieron rendimientos de
48, 51, 49 y 47%, respectivamente.

Tabla 3.8. Rendimiento de las microesferas hibridas de quitosano.

Formulacién Rendimiento (%) Desviacion Estandar (%)
QuUI 46.23 3.09
QUI + KNO3 48.78 1.50
QUI + KNOs + 1%Pal 48.30 1.80
QUI + KNOs + 2%Pal 50.71 2.14
QUI + KNOs + 4%Pal 49.47 1.11
QUI + KNOs + 5%Pal 46.95 0.67

El rendimiento de las microesferas hibridas de quitosano en presencia de KNOzy diferentes
contenidos de arcilla se mantuvo en el intervalo de 46 y 51%, indicando que este parametro no

esta relacionado con la presencia en la emulsion del principio activo o la arcilla. Estos
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rendimientos son similares a los obtenidos por Messa y col. [6] en microesferas de quitosano-
montmorillonita obtenidas por secado y aspersion (41 y 52%). Los resultados alcanzados
sugieren que los factores que controlan el rendimiento podrian estar relacionados con las
condiciones de procesamiento, tales como la velocidad de agitacion, la cantidad de quitosano, la
del tensoactivo Span80 y la del entrecruzante glutaraldehido, propuestos en la metodologia

preliminar (seccion 2.3.3) y mostrados en la tabla 3.5.
3.3.3 Optimizacion de las condiciones de obtencién de las microesferas de quitosano
3.3.3.1 Evaluacién de las velocidades de agitaciéon

Las condiciones de obtencién preliminares (0.5 g de QUI, 56.4 mg de Span80, 40 mL de aceite
mineral, 950 uL de glutaraldehido y agitacion de 420 rpm - seccion 3.3.1) utilizadas para la
obtencion de las microesferas de quitosano generaron particulas con un intervalo de tamafio de
particula entre 40 y 650 um (seccién 3.3.1.1) y para las esferas hibridas QUI/Pal/KNOs entre 50
y 700 pum (seccién 3.3.2.2). Ademas, sus rendimientos fueron de 46 y 51%, respectivamente; lo
que implica un bajo aprovechamiento de los materiales utilizados. Por ello, fue necesario hallar
las condiciones de procesamiento mas adecuadas que produjeran microesferas con un intervalo
de tamafo de particula de 50 y 400 um, con baja polidispersidad de tamafios y con altos

rendimientos (seccion 2.3.4).

La reduccion del intervalo de tamafio de particula se alcanz6 aumentando la velocidad de
agitacion; se evaluaron tres velocidades de agitacion: 420, 1,320 y 1,800 rpm, y se mantuvieron
las demas condiciones de preparacion de la tabla 3.5. Las microesferas de quitosano obtenidas
se caracterizaron por microscopia 6ptica y analizador Coulter. Las microesferas preparadas con

altas velocidades de agitacion mostraron una reduccién del tamafio de particula (figura 3.16).

Figura 3.16. Micrografias dpticas de esferas de quitosano con agitacion de a) 420, b) 1,320y c) 1,800 rpm.
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Las velocidades de agitacion evaluadas disminuyeron el intervalo de distribucién del tamafio de
particula (figura 3.17). En el proceso de emulsificacion la agitacion a 1,800 rpm produjo un

intervalo de distribucion de tamafo de particula de 30-300 um de tipo bimodal (figura 3.17c¢) y un
tamafio de particula promedio de 196 um.
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Figura 3.17. Curvas de distribucion de tamafio de esferas de quitosano con agitacion de a) 420, b) 1,320y c) 1,800 rpm.

Las altas velocidades de agitacion produjeron una reduccion del tamafio de particula y su
distribucion de tamafios. Estos resultados son coherentes con lo reportado por Denkbas y col.
[124] que establecieron que el aumento en la velocidad de agitacion proporciona la energia
necesaria para dispersar la solucién de quitosano en gotas finas en la fase organica, y crean

microesferas con tamafio promedio mas pequefio con una distribucion de tamafios estrecha.

3.3.3.2 Evaluacioén de la cantidad de quitosano y tensoactivo

La mejora del rendimiento de las microesferas de quitosano requirié evaluar las condiciones de
procesamiento: cantidad de quitosano y la cantidad de tensoactivo (a una velocidad de agitacion
de 1800 rpm y un volumen de glutaraldehido de 950 uL). La evaluacién del efecto de la cantidad

de quitosano y tensoactivo requirié un disefio experimental factorial 22 de dos factores con dos
niveles (secciéon 2.3.4.3).

El analisis de varianza (tabla 3.9) muestra que el factor que mas contribuye a la variabilidad en
las lecturas del rendimiento es el contenido de quitosano (p < 0.05). Sin embargo, respecto al

contenido de tensoactivo, se encontré una baja influencia de este factor en el rendimiento (p >
0.05).
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Tabla 3.9. Andlisis de varianza del disefio factorial 22.

Fuente G(ados de cﬁganrzggs Cuad_rado medio  Valor Valor
libertad : ajustado F P
ajustada
Modelo 3 78.112 26.037 231 0.153
Lineal 2 74.075 37.038 3.28 0.091
Quitosano 1 67.593 67.593 5.99  0.040
Span80 1 6.483 6.483 0.57 0.470
Interaccién de 2 1 4.037 4.037 0.36 0.566
factores
Quitosano*Span80 1 4.037 4.037 0.36 0.66
Error 8 90.227 11.285
Total 11 168.389

La figura 3.18 muestra los rendimientos del disefio experimental factorial de las microesferas de
quitosano. Los rendimientos obtenidos fueron de 43, 42, 49 y 46% para las formulaciones F1, F2,
F3y F4, respectivamente.

100

60

Rendimiento (%)

F1 F2 F3 F4
Formulacion

Figura 3.18. Rendimientos del disefio experimental factorial 22. Formulaciones: F1 (0.4 g QUI, 56.4 mg Span80), F2 (0.4 g QUI,
100 mg Span80), F3 (0.5 g QUI, 56.4 mg Span80) y F4 (0.5 g QUI, 100 mg Span80). Las barras representan el promedio de 3
mediciones (n=3) y las lineas verticales representan la desviacion estandar.

Los rendimientos en todas las formulaciones fueron similares entre si, por lo que se realizé un
analisis de comparacion de medias para encontrar la formulaciéon que produjo el rendimiento mas
alto (tabla 3.10). Las formulaciones 3 y 4 produjeron los mayores valores de rendimientos: 49.19
y 46.56%, respectivamente, sin embargo, de acuerdo con el andlisis de medias, estas diferencias
no fueron estadisticamente significativas. Por lo que, en la practica, todas las formulaciones

producen rendimientos similares entre si y se encuentran en un intervalo de 42 a 49%.
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Tabla 3.10. Comparaciéon de medias de las formulaciones en el disefio factorial 22 del rendimiento.

Informacién agrupada usando el Método de Tukey con intervalo de confianza de 95%

Formulacién N Promedio Agrupamiento
F3 3 49.19 A
F4 3 46.56 A
F1 3 43.28 A
F2 3 42.970 A

Los promedios que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Ademas del rendimiento, se tomoé en cuenta el efecto de las formulaciones sobre el diametro de
las microparticulas obtenidas. El andlisis de varianza (tabla 3.11) muestra que el contenido de
quitosano tiene un efecto significativo sobre el tamafio de particula (p < 0.05), el contenido del
tensoactivo, por el contrario, no presenté un efecto significativo sobre el tamafio de particula (p >

0.05), aunque la interaccién entre ambos factores si posee un efecto significativo (p < 0.024).

Tabla 3.11. Andlisis de varianza para el didmetro en el disefio factorial 22 del rendimiento.

Grados de Suma de Cuadrado medio  Valor Valor
Fuente . cuadrados .
libertad : ajustado F P
ajustada
Modelo 3 4959.6 1653.2 11.87 0.003
Lineal 2 3876.6 1938.2 13.92 0.002
Quitosano 1 3400.3 3400.3 24.42 0.001
Span80 1 476.3 476.3 3.42 0.102
I?teracmon de 2 1 1083.0 1083.0 7.78 0.024
actores
Quitosano*Span80 1 1083.0 1083.0 7.78 0.024
Error 8 1114.0 139.2
Total 11 6073.6

Respecto al analisis de comparacion de medias de los didmetros de las microesferas (tabla 3.12),
se encontrd que la formulaciéon 2 es aquel que difiere de manera significativa del resto de las
formulaciones y es el que present6 el menor didmetro de particula. Estos resultados indican que
los efectos del quitosano y la interaccion entre el contenido de quitosano y tensoactivo estuvieron

involucrados en esta disminucion del tamafio de particula.
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Tabla 3.12. Comparacion de medias del didmetro de las formulaciones en el disefio factorial 22.

Informacién agrupada usando el Método de Tukey con intervalo de confianza de 95%

Formulacién N Promedio Agrupamiento
F4 3 171.233 A
F3 3 164.83 A
F1 3 150.17 A
F2 3 118.57 B

Los promedios que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Los resultados anteriores indican que un contenido bajo de quitosano y un alto contenido del
tensoactivo favorecen la disminuciéon del tamafio de particula. El bajo contenido de quitosano
permite una baja viscosidad de la solucién polimérica en la fase acuosa de la emulsion, que
cuando se somete a altas agitaciones da como resultado gotas pequefias. El efecto del
tensoactivo favorece una mejor interaccion entre las fases acuosa y organica, reduciendo la
tension interfacial entre las gotas de quitosano y la fase organica, lo que favorece la disminucién
del tamafio de particula, como se ha reportado por Denkbas y col. [124].

De esta forma, la cantidad de quitosano y tensoactivo generaron las distribuciones de tamafos
de particula (Coulter) presentados en la figura 3.19. Se obtuvieron tamafios promedio de particula
en el intervalo de 119 y 171 um, y una distribucién de tamafio de particula en el intervalo de 40 y

350 um. En esta figura se observa la disminucion del tamafio de las particulas a bajas cantidades
de quitosano.
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Figura 3.19. Distribucion de tamafio de particulas por Coulter del disefio experimental factorial 22. Formulaciones a) F1 (0.4 g
QUI, 56.4 mg Span80) b) F2 (0.4 g QUI, 100 mg Span80), c) F3 (0.5 g QUI, 56.4 mg Span80) y d) F4 (0.5 g QUI, 100 mg Span80).
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De lo anterior se concluye que 0.5 g de quitosano y 100 mg de Span80 produjeron las esferas

con mejor rendimiento, a la par de una distribucién adecuada de tamafio de particula.

3.3.3.3 Evaluacioén de la cantidad de glutaraldehido

La cantidad de entrecruzante (glutaraldehido) se estudi6 como un factor de procesamiento
relacionado con el rendimiento de las microesferas de quitosano. Para este fin, los parAmetros
que se mantuvieron constantes fueron: 0.5 g QUI, concentracion de &cido acético 2% (v/v), 40
mL de aceite de parafina, 100 mg Span80 y agitacion de 1,800 rpm.

La figura 3.20 muestra que los rendimientos obtenidos, dependiendo de la cantidad de
glutaraldehido, los cuales fueron: 73, 67, 61, 46, 36 y 28% para las microesferas de quitosano
entrecruzadas con 240, 320, 475, 950, 1,900 y 3,800 L de glutaraldehido, respectivamente. Se

encontrd que, al disminuir la cantidad de glutaraldehido, el rendimiento de las microesferas
aumento de forma significativa.
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Rendimiento (%)

240 320 475 950 1800 3800
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Figura 3.20. Rendimiento de las microesferas de quitosano entrecruzadas con diferentes cantidades de glutaraldehido. Las
barras representan el promedio de 3 mediciones (n=3) y las lineas verticales representan la desviacion estandar.

A bajos contenidos de entrecruzante las microesferas conservaron su morfologia esférica,
superficie lisa y baja aglomeracion; en el nivel mas alto de entrecruzante el proceso de obtencién

generd microesferas irregulares, atribuible a la aceleracién del proceso de entrecruzamiento
(figura 3.21).
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Figura 3.21. Micrografias electrénicas de microesferas de quitosano entrecruzadas con: a) 240, b) 320, c) 475, d) 950, e) 1900 y f)
3800 uL de glutaraldehido.

La figura 3.22 muestra que los tamafios promedio de particula obtenidos fueron de 120, 130, 132,
143, 153y 171 ym para las microesferas de quitosano entrecruzadas con 1900, 475, 3800, 240,
320 y 950 pL de glutaraldehido, respectivamente.
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Figura 3.22. Didmetro de microesferas de quitosano entrecruzadas con diferentes niveles de glutaraldehido. Las barras
representan el promedio de 3 mediciones (n=3) y las lineas verticales representan la desviacion estdndar.
Las barras que no comparten las mistas letras son estadisticamente diferentes.
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Las microesferas de quitosano producidas con agitacion de 1800 rpm, 0.5 g de quitosano, 100
mg de Span80 y 240 uL de glutaraldehido (seccion 2.3.5) produjeron las microesferas con tamafio
promedio de particula reducido (143 um), el mayor rendimiento (73%) y manteniendo su

morfologia esférica y bajo nivel de aglomeracion.

3.3.4 Resultados del disefio experimental para la optimizacion de las condiciones
de preparacion de microesferas hibridas de quitosano/paligorskitay KNO3

La obtencién de un sistema de liberacion controlada de nitrato de potasio a base de microesferas
hibridas de quitosano requiri6 determinar las mejores condiciones de procesamiento y
preparacion de éstas. Los resultados obtenidos (secciones 3.3.1 y 3.3.3) mostraron los efectos
de la velocidad de agitacion sobre la morfologia y tamafio de particula, el contenido de quitosano
y tensoactivo sobre el rendimiento y tamafio promedio de particula y el efecto del contenido de
glutaraldehido sobre el rendimiento, morfologia y tamafio de particula de las microesferas de
guitosano. Los resultados indicaron que las condiciones de procesamiento de las microesferas
de quitosano para obtener adecuados tamafios promedios de particula, rendimiento y morfologia
esférica son: 0.5 g de QUI, 100 mg de Span80, 40 mL de aceite mineral, 240 uL de glutaraldehido

y 1800 rpm de agitaciéon. Estas condiciones fueron usadas como base para el presente estudio.

En la seccion 3.3.2 se evaluaron los efectos de un contenido fijo de KNO3 (100 mg) y cinco
contenidos de paligorskita (0, 1, 2, 3, 4 y 5%) sobre la morfologia, rendimiento y tamafio de
particula. Los resultados indicaron que era necesario encontrar las condiciones de procesamiento
para diferentes contenidos de paligorskita y KNOs y evaluar su efecto sobre los parametros:
rendimiento, tamafio promedio de particula, morfologia de las microesferas de quitosano. La
evaluacion de dichos efectos se llevo a cabo mediante un disefio experimental completo (seccion
2.3.5), con el fin de obtener los mejores sistemas para las pruebas de liberacién controlada de

nitrato y potasio. Estos resultados se presentan en las secciones siguientes.

3.3.4.1 Rendimiento de microesferas hibridas QUI/Pal/KNO3

La figura 3.23 presenta la superficie de respuesta del rendimiento de las microesferas en funcion
de la cantidad de paligorskita y nitrato de potasio usados. Estos resultados corresponden a una
de las variables de respuesta establecidas (seccion 2.3.5). Se obtuvieron rendimientos en el
intervalo de 68 y 75%. El rendimiento més bajo se obtuvo con el 2% de arcillay 0 mg de KNOs,

mientras que el rendimiento mas alto correspondié a 1% de arcillay 100 mg de KNOs.
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Figura 3.23. Superficie de respuesta del rendimiento de microesferas hibridas de quitosano.

La superficie de respuesta indica que los parametros estudiados influyen en el 40% (R?) de la
variabilidad observada en el rendimiento de obtencién de microesferas, es decir, el rendimiento
estd gobernado por factores adicionales a la cantidad de KNOs y Pal usados durante la emulsion.
De acuerdo con el andlisis de varianza (tabla 3.13), la variabilidad observada en el rendimiento

es atribuida a la presencia del KNOs utilizado en el proceso de preparacion de las microesferas.

Tabla 3.13. Andlisis de varianza del rendimiento de obtencion de microesferas hibridas de quitosano.

Grados de Suma de Cuadrado medio  Valor Valor
Fuente . cuadrados .
libertad : ajustado F P
ajustada
Modelo 15 202.10 13.474 1.43 0.191
Lineal 6 141.12 23.520 2.50 0.042
Paligorskita 3 23.49 7.829 0.83 0.486
KNO3 3 117.63 39.211 417 0.013
Interaccion de 2 9 60.99 6.776 0.72 0.686
factores
Paligorskita*KNO3z 9 60.99 6.776 0.72 0.686
Error 32 300.68 9.396
Total 47 502.79

La figura 3.24 muestra la grafica de contorno del rendimiento, se observa que la zona éptima de
respuesta se encuentra con las formulaciones de 1% Pal con 50 y 100 mg de KNOs, las cuales
presentaron rendimientos en el intervalo de 75 a 77.5%. Estos resultados indican que las

microesferas preparadas bajo estas condiciones obtuvieron los rendimientos mas altos en todo

el intervalo de condiciones utilizadas.
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Contour Plot of Rendimiento vs KNO3, Paligorskita
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Figura 3.24. Grdfica de contorno del rendimiento de microesferas hibridas de quitosano.

3.3.4.2 Nitrato capturado en microesferas hibridas QUI/Pal/KNO3

La figura 3.25 corresponde a la superficie de respuesta del contenido de nitrato capturado en las
microesferas hibridas (determinado por espectrofotometria UV-Vis) en funcion de la cantidad de
paligorskita y del nitrato de potasio usados en la emulsion. Se encontraron contenidos de nitrato
capturado en el intervalo de 34 y 55%. El contenido de nitrato mas alto ocurre cuando la arcilla
esta ausente y disminuye al agregar 0.5% de arcilla, posteriormente se recupera a medida que

aumento el contenido de arcilla.

T KNO3 (mg)
Paligorskita (%) 2 50

Figura 3.25. Superficie de respuesta del contenido de nitrato capturado en microesferas hibridas de quitosano.

La superficie de respuesta indica que los parametros estudiados explican el 78% (R?) de la
variabilidad observada en el contenido de nitrato capturado por las microesferas de quitosano,
hibridas, indicando una estrecha relacion entre la cantidad de KNOs y Pal utilizadas durante la
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emulsion. De acuerdo con el analisis de varianza (tabla 3.14), el contenido de paligorskita es el

factor que contribuye con la variabilidad observada.

Tabla 3.14. Andlisis de varianza del contenido de nitrato.

Grados de Sumade Cuadrado medio  Valor Valor
Fuente . cuadrados .
libertad : ajustado F P
ajustada
Modelo 11 626.98 57.00 3.82 0.015
Lineal 5 453.40 90.68 6.07 0.005
Paligorskita 3 381.03 127.01 8.51 0.003
KNO3 2 72.37 36.18 2.42 0.131
Interaccion de 2 6 173.58 28.93 1.94  0.155
factores
Paligorskita*KNOs3 6 173.58 28.93 1.94 0.155
Error 12 179.14 14.93
Total 23 806.11

La figura 3.26 corresponde a la gréfica de contorno de la superficie de respuesta del contenido
de nitrato capturado en las microesferas hibridas de quitosano. Es importante resaltar que la
grafica puede dividirse en dos zonas, una por debajo de 1% Pal, donde se encontrd
heterogeneidad en los contenidos de nitrato capturado (intervalo 35 - 45%); la segunda zona se
encuentra por encima del 1% Pal, la cual present6 contenidos de nitrato capturado en el intervalo
45 — 55%. Las formulaciones 1%Pal-100mgKNOs, 1%Pal-200mgKNOs3, 2%Pal-50mg KNO3 y 2%
Pal-100mgKNO3 presentaron un contenido de nitrato capturado en el intervalo 45 - 50%, siendo
la formulacion 2%Pal-200mgKNOs la que present6 un contenido de nitrato capturado por encima
de 50%.

Contour Plot of NO3 vs KNO3, Paligorskita
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Figura 3.26. Grdfica de contorno del contenido de nitrato capturado en microesferas hibridas de quitosano.

79



Por tanto, el contenido de nitrato capturado es fuertemente dependiente de la cantidad de KNO3
utilizado en la emulsién. Esto concuerda con el hecho estudiado de que en la captura del principio
activo de un sistema de liberacion controlada de farmacos, existe una estrecha relacion entre la
razon principio activo:polimero y el principio activo capturado, indicando que una mayor razén
favorece la incorporacion del principio activo, ya que la formacion de las microesferas por
entrecruzamiento con glutaraldehido disminuye la migracion del principio activo durante la

emulsién, como ha sido reportado por Patel y col. [125].

3.3.4.3 Potasio capturado en microesferas hibridas QUI/Pal/KNO3

La superficie de respuesta presentada en la figura 3.27 corresponde al contenido de potasio
capturado en las microesferas de quitosano en funcion de la cantidad de arcilla y KNO3 usados
durante la emulsiéon. Se encontraron contenidos de potasio capturado en el intervalo de 55y 84%.
Los contenidos de potasio méas altos se encontraron en las microesferas preparadas con 50 mg
KNO3s, que disminuye conforme aumenta el principio activo. El mayor contenido de potasio
capturado (84%) se encuentra en las microesferas con 1% Pal y 50 mg de KNO3 y el menor (55%)
se encuentra en las microesferas con 1% Pal y 200 mg KNOs. La region comprendida entre 1y
2% de arcilla junto con los niveles evaluados de KNOs (50, 100 y 200 mg) maostraron un

comportamiento similar, indicando poca variabilidad en el contenido de potasio capturado.
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Figura 3.27. Superficie de respuesta del potasio capturado en microesferas hibridas de quitosano.

La superficie de respuesta indica que los parametros estudiados explican el 73% (R?) de la
variabilidad observada en el potasio capturado en las microesferas de quitosano; por lo tanto, la
cantidad de KNO3 y Pal usados en la emulsién son factores estrechamente relacionados con la
capacidad de las esferas para incorporar el potasio en su estructura. El andlisis de varianza (tabla
3.15) indica que la variabilidad observada en el potasio capturado en las microesferas hibridas

de quitosano esta relacionada a la cantidad de KNOs utilizado en la emulsion.

80



Tabla 3.15. Andlisis de varianza del contenido potasio capturado en microesferas hibridas de quitosano.

Fuente G(ados de ci:?rzg()es Cuad_rado medio Valor Valor
libertad : ajustado F P
ajustada
Modelo 11 3444.3 313.12 5.81 0.000
Lineal 5 2875.3 575.17 10.67 0.000
Paligorskita 3 441.2 147.08 2.73 0.066
KNOs3 2 2434.2 1217.29 22.57 0.000
reraceion de 2 6 568.5 94.75 176  0.151
Paligorskita*tKNO3 6 568.5 94.75 1.76 0.151
Error 24 1294.3 53.93
Total 35 4738.6

La gréfica de contorno del contenido de potasio capturado respecto a la cantidad de paligorskita
y KNO3 usados en la emulsién (figura 3.28) mostré con claridad una tendencia creciente en el
potasio capturado, a medida que disminuye la cantidad de principio activo utilizado durante la
emulsion: 200 mg de KNO3 generaron contenidos de potasio capturado en el intervalo de 55 y
67%; la disminucién del ingrediente activo a 100 mg aumenté el contenido de potasio capturado
en la microesfera al intervalo de 61 y 72%. Los contenidos de potasio capturado mas altos se
obtuvieron en las microesferas preparadas con 50 mg de KNOs, con un intervalo de 69 y 84%.
Estos resultados indican que el potasio capturado en las microesferas tiene una estrecha relacion

con la cantidad de KNOs; empleado durante su preparacion.

Contour Plot of K vs KNO3, Paligorskita
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Figura 3.28. Grdfica de contorno del contenido de potasio atrapado en microesferas de quitosano.
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El aumento en la eficiencia de captura de potasio a medida que disminuye la cantidad de KNO3
utilizado en la emulsién podria estar relacionado a la repulsion electrostatica existente entre los
grupos amino protonados del quitosano solubilizado en acido acético y los iones de potasio
disponibles. Los contenidos altos del principio activo generan una alta repulsion electrostatica que
promueve la migracién de estos iones hacia la fase organica de la emulsion, produciendo bajos

contenidos de potasio capturado.

3.3.4.4 Tamarfo de particula en microesferas hibridas QUI/Pal/KNO3

La superficie de respuesta de la figura 3.29 corresponde al tamafio de particula en funcion de la
cantidad de paligorskita y KNO3 utilizados durante la preparacion de las microesferas; se aprecia
gue los tamafios de particula mas pequefios se produjeron sin KNO3 y que a medida que va
aumentando la cantidad de KNOs se generaron tamafios de particula mas grandes. Se obtuvo un
tamafio promedio de particula en el intervalo de 170 y 302 um. Los tamafios de particula mas
pequefios se obtuvieron con 2% de arcilla sin KNOs y los mas grandes con 2% de arcilla 'y 200
mg de KNOs. De acuerdo a estos resultados, la variabilidad de tamafios encontrada se atribuy6

a la cantidad de KNOs3 y paligorskita usadas durante la preparacion de las microesferas.

300
Diametro (um) 250 W

200

150

100
KNO3 (mg)

1 A

Paligorskita (%)

Figura 3.29. Superficie de respuesta diadmetro promedio de las microesferas de quitosano.

Los resultados de la superficie de respuesta indican que los parametros estudiados explican el
71% (R?) de la variabilidad observada en el tamafio de las microesferas de quitosano obtenidas

por emulsién y entrecruzamiento con glutaraldehido.

El andlisis de varianza (tabla 3.16) indica que la variabilidad observada en el tamafio de particula
promedio de las microesferas de quitosano estéa relacionada a la cantidad de KNO3 utilizado en

la emulsién y a su interaccion con la paligorskita.
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Tabla 3.16. Andlisis de varianza del tamafio promedio de microesferas hibridas de quitosano.

Fuente G(ados de cig::inrzggs Cuad_rado medio Valor Valor
libertad : ajustado F P
ajustada
Modelo 15 64765 4317.7 5.16 0.000
Lineal 6 44736 7456.0 8.92 0.000
Paligorskita 3 1145 381.7 0.46 0.715
KNOs3 3 43591 14530.2 17.37 0.000
Interaccion de 2 9 20029 2225 4 266  0.020
factores
Paligorskita*KNQOs3 9 20029 2225.4 2.66 0.020
Error 32 26762 836.3
Total 47 91527

La figura 3.30 corresponde a la grafica de contorno del tamafio de particula de las microesferas
de quitosano; se observan microesferas con un tamafio en el intervalo de 150 — 302 um. A baja
cantidad de arcilla y KNOs utilizados durante la emulsion generaron microesferas en el intervalo
de tamafios de 150 - 200 um, seguido por una zona intermedia dominada por el intervalo de 200
- 250 um y finalizando con tamafios de particula mayores a 300 um con las mas altas cantidades
de arcillay KNOs en la emulsion. El intervalo de tamafio de particula predominante en este disefio
experimental fue de 200 a 300 pm, confirmando la influencia la arcilla y el KNO3s durante el

proceso de emulsificacion sobre los tamafios de las microesferas.

Contour Plot of Diametro vs KNO3, Paligorskita
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Figura 3.30. Grdfica de contorno del tamafio promedio de las microesferas hibridas de quitosano.
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3.3.5 Caracterizacién fisicoquimica de las microesferas hibridas de quitosano
3.3.5.1 Distribucién de tamafios de particula en microesferas hibridas Qui/Pal/KNO3;

La figura 3.31 presenta las curvas de distribucion de tamafio de particula de las microesferas
hibridas de quitosano. El efecto de la cantidad de arcilla utilizada durante la emulsion se observa
al analizar las imagenes de manera vertical y de la cantidad de KNO3 al analizar las imagenes de

derecha a izquierda.

Las figuras 3.31 (a, €, i, m) corresponden a las curvas de distribucién de tamafo de particula de
las microesferas preparadas con 0, 0.5, y 2% de arcilla sin KNO3 la cual esté en el intervalo de
30 a 800 um. Las figuras 3.31 (a, b, c, d) corresponden a las curvas de distribucién de tamafio de
particula de las microesferas sin arcilla preparadas con 0, 50, 100 y 200 mg de KNOg; en ellas se
aprecia una ampliacion del intervalo de tamafios de particula y se generan distribuciones

bimodales (figura 3.31b, c).

Las figuras 3.31 (b, f, j, n) corresponden a las distribuciones de tamafio de particula de las
microesferas preparadas con 0, 0.5, 1 y 2% de arcilla y 50 mg de KNOs; éstas presentan un
intervalo de tamafos de 15 a 700 um y una distribucién bimodal. Las distribuciones de tamafio
de las microesferas preparadas con 0.5% de arcillay 0, 50, 100 y 200 mg de KNOs (figuras 3.31e,
f, g y h) muestran un incremento en la amplitud de la distribucién del tamafio de particula.

Las distribuciones de tamafio de particula de las microesferas preparadas con 0, 0.5, 1y 2% de
arcilla'y 100 mg de KNOs (figuras 3.31c, g, k y 0) estuvieron en el intervalo de 20 a 800 pm, con
una distribucién unimodal (excepto a 0% arcilla). Las distribuciones de tamafio de las
microesferas preparadas con 1% de arcilla y 0, 50, 100 y 200 mg de KNOs, presentaron
distribuciones de tamafio de particula bimodales (figuras 3.31i, j) y unimodales (figuras 3.31Kk, I),
con intervalo de 20 a 864 pm.

Las distribuciones de tamafio de particula de las microesferas preparas con 0, 0.5, 1y 2% arcilla
y 200 mg de KNO3 presentaron un intervalo entre 30 y 864 um (figuras 3.31d, h, | y p) de tipo
unimodal. Las microesferas preparas con 2% de arcilla y 0, 50, 100 y 200 mg de KNOs
presentaron distribuciones de tamafio de tipo bimodal (figuras 3.31m, n) y unimodal (figuras
3.310, p), en un intervalo de 100 a 200 mg de KNOs.
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Figura 3.31. Distribuciones de tamafio de particula de las microesferas hibridas. a) QUI-0%Pal-OmgKNOs, b) QUI-0%Pal-50mg
KNO;3, ¢) QUI-0%Pal-100mgKNO3s, d) QUI-0%Pal-200mgKNOs, e) QUI-0.5%Pal-0mgKNOs, f) QUI-0.5%Pal-50mgKNOs, g) QUI-
0.5%Pal-100mgKkNQO3, h) QUI-0.5%Pal-200mgKNOs3, i) QUI-1%Pal-O0mgKNOs3, j) QUI-1%Pal-50mgKNOs, k) QUI-1%Pal-100mgKNO3,
1) QUI-1%Pal-200mgKNOs, m) QUI-2%Pal-0mgKNO3s, n) QUI-2%Pal-50mgKNOs, 0) QUI-2%Pal-100mgKNO3 y p) QUI-2%Pal-200mg
KNO:3.

La presencia del KNO3z mostr6 un efecto claro sobre la distribucion del tamafio de particula. A 0
mg de KNOs las distribuciones obtenidas fueron similares y estrechas. La presencia de 50 mg de
KNO3 produjo un aumento en la viscosidad de las gotas de quitosano que promovieron un
aumento en el tamafio de particula y, por ende, en su distribucion. La presencia de 100 y 200 mg
de KNOs en las microesferas hibridas de quitosano mostraron un ensanchamiento en la
distribucion de tamafio de las particulas, lo que significa un mayor niumero de tipos de tamafio de

particula e indicando un aumento en la polidispersidad de los diametros de las microesferas.
3.3.5.2 Morfologia de las microesferas hibridas QUI/Pal/KNOs3

La figura 3.32 ilustra la morfologia de las microesferas hibridas de quitosano observadas al
microscopio electronico de barrido. Todas las microesferas presentaron una morfologia esférica

sin presencia de grietas. Las microesferas preparadas sin KNOs y las preparadas con arcilla
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(figuras 3.32a, €, i y m) presentaron aglomeraciones de particulas, con morfologia esférica y con
algunos remanentes de microesferas sin formar. Las microesferas preparadas con 50 mg de
KNOs presentaron una mayor dispersién de tamafos (figuras 3.32b, f, j y n), manteniendo la
morfologia esférica. Adicionalmente las microesferas preparadas con 50 mg de KNOsz con 1y 2%
de arcilla (figuras 3.32j y n) presentaron en su superficie estructuras atribuibles a la presencia del
principio activo. El aumento de KNOz a 100 mg (figuras 3.32c, g, k y 0) resulté en una menor
dispersion de tamafios de las microesferas, con morfologia esférica, con pocos remanentes de
esferas sin formar y con un mayor contenido del principio activo sobre su superficie. A 200 mg de
KNOj3, las microesferas obtenidas tuvieron tamafios completamente dispersos, conservando su
morfologia esférica, su superficie estd completamente recubierta por el principio activoy su
presencia en los alrededores de las microesferas (figuras 3.32d, h, | y p). El aumento en la
cantidad de KNOs usado en la preparacion de las microesferas indujo al depésito del principio
activo sobre la superficie de las mismas. No se observo la presencia de la arcilla en la superficie

de las microesferas.

Figura 3.32. Micrografias electronicas de barrido (100x) de a) QUI-0%Pal-O0mgKNOs, b) QUI-0%Pal-50mgKNQOs, c) QUI-0%Pal
100mgKkNO3, d) QUI-0%Pal-200mgKNOs, e) QUI-0.5%Pal-0mgKNOs, f) QUI-0.5%Pal-50mgKNOs, g) QUI-0.5%Pal-100mgKNOs, h)
QUI-0.5%Pal-200mgKNOs, i) QUI-1%Pal-0mgKNOs, j) QUI-1%Pal-50mgKNQOs, k) QUI-1%Pal-100mgKNOQOs, ) QUI-1%Pal-200mg
KNO3, m) QUI-2%Pal-0mgKNO3, n) QUI-2%Pal-50mgKNO3, 0) QUI-2%Pal-100mgKNOsy p) QUI-2%Pal-200mgKNO:s.
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Las imagenes de las microesferas al microscopio electronico de barrido sugieren que cuando se
prepararon con 50 mg de KNOs3, las microesferas mostraron una baja presencia de KNO3 sobre
su superficie, sin importar la cantidad de arcilla usada en su preparaciéon. A 100 y 200 mg de
KNQOgs, éste recubrié la superficie de las esferas, ademas presentaron una baja captura de potasio
en su estructura (seccion 3.3.4.2), y su distribucidon de tamafios de particula aumentod (seccion
3.3.5.1). Las esferas con 0.5, 1 y 2%Pal-50mgKNO3; se ajustaron a los requisitos de morfologia,
tamafio de particula, altas cantidades de nitrato y potasio capturados para las pruebas de

liberacion de nitrato y potasio.

3.3.5.3 Difraccion de rayos X de las microesferas hibridas QUI/Pal/KNO3

La figura 3.33 muestra los patrones de difraccion de rayos X del quitosano, paligorskita y nitrato
de potasio. Respecto al patrén de difracciéon del quitosano, se encontraron dos picos alrededor
de 10 y 20° de 26 atribuidos a sus planos cristalograficos 020 (cristal 1) y 110 (cristal 2),
respectivamente [14, 126]. El patron de difraccion de rayos X de la paligorskita presenté ocho
picos a 26, ubicados a 8.69, 14.10, 16.63, 20, 21.03, 21.70, 27.80 y 35.50° que corresponden a
los planos cristalograficos (110), (200), (130), (040), (121), (240), (231) y (061) con sus
respectivas distancias interplanares di10= 1.054, d200= 0.643, d130= 0.538, do40= 0.446, d121= 0.429,
d240= 0.367, d231= 0.324 y dos1= 0.253 nm [13, 121, 127]. El difractograma del KNO3 present6 12
picos a 26 ubicados a 19.10, 23.64, 23.91, 27.74, 29.52, 32.50, 33.21, 33.98, 38.68, 41.19, 41.86
y 47.03°. Los picos de difraccién a 23.64, 23.91 29.52 y 32.50° corresponden a los planos
cristalogréaficos (111), (021), (012) y (102) de la estructura cristalina de la fase Il del KNO3 que se

encuentran a temperatura ambiente y presion atmosférica [14, 128].
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Figura 3.33. Difractograma de rayos X de a) Quitosano, b) Paligorskita y c) KNOs.
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La figura 3.34 muestra los patrones de difraccion del quitosano, paligorskita y de las microesferas
hibridas preparadas con 0.5, 1 y 2% de arcilla. Las microesferas preparadas con 0.5% de arcilla
no mostraron claramente la banda a 26/8.69° caracteristico de la paligorskita, muy probablemente
por la muy baja cantidad de arcilla usada durante la emulsién. Las microesferas con un contenido
de arcilla de 1% mostraron tenuemente la banda a 8.69° de la paligorskita que corresponde al
plano cristalografico (110). El aumento en el contenido de arcilla al 2% permitié observar el pico
de difraccion de la arcilla a 8.69° con mayor claridad, indicando la presencia de la arcilla en la
matriz polimérica, por tanto, la paligorskita se incorporé a las microesferas de manera efectiva en

su proceso de preparacion.
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Figura 3.34. Difractogramas de rayos X de a) Quitosano, b) Paligorskita, c) QUI-0.5%Pal, d) QUI-1%Pal y e) QUI-2%Pal.

La figura 3.35 presenta los patrones de difracciébn del quitosano, paligorskita, KNOs; y
microesferas hibridas preparadas con 0.5, 1y 2% de arcillay 50 mg de KNOs. En las microesferas
con 0.5% y 1% de arcilla (figura 3.35d y e) se observé la sefial caracteristica a 8.69° de la
paligorskita, y las sefiales caracteristicas tenues del KNO3 (20 a 23.91y 27.74°). Con 2% de arcilla
(figura 3.35f) se incrementé su sefal (26 a 8.69°) y la de KNO3 (26 a 23.91 y 27.74°).
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Figura 3.35. Difractogramas de rayos X de a) Quitosano, b) Paligorskita, c) KNOs, d) QUI-0.5%Pal-50mgKNOs, e) QUI-1%Pal-
50mgKNO3 y f) QUI-2%Pal-50mgKNO3.

La figura 3.36 muestra los patrones de difraccién de rayos x del quitosano, paligorskita, KNOsz y
las microesferas de quitosano con 0.5, 1y 2% de arcilla preparadas con 100 mg de KNOs. En las
microesferas de quitosano con 0.5% de arcilla, la presencia de las sefiales de difraccion del KNOs,
son tenues. Las microesferas con 1% de arcilla mostraron una sefial débil de la paligorskita a
8.69° y las sefiales correspondientes a KNO3; con mayor intensidad. Con el maximo contenido de
arcilla (2%) se detect6 la sefial del plano (110) de la arcilla a 8.69° con mayor intensidad, asi
como las sefiales de la estructura cristalina del KNOs. Los resultados muestran que con 100 mg

de KNO:s las arcillas de paligorskita se incorporaron en la matriz polimérica de quitosano.
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Figura 3.36. Difractogramas de rayos X de a) Quitosano, b) Paligorskita, c) KNOs, d) QUI-0.5%Pal-100mg KNOs, e) QUI-1%Pal-
100mgKNO3s y f) QUI-2%Pal-100mgKNO:s.
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La figura 3.37 muestra los patrones de difraccidon de rayos x del quitosano, paligorskita y de las
microesferas con 0.5, 1y 2% de arcilla preparadas con 200 mg de KNOs. Cuando las microesferas
se prepararon con 0.5% de arcilla las sefiales son tenues; sin embargo, con 1% y 2% de arcilla
las microesferas mostraron las sefiales de la arcilla y de la estructura cristalina del KNOs. Los
resultados indican la presencia del principio activo cuando las microesferas se prepararon con

200 mg de KNOs3, presentando una buena intensidad de la sefial del principio activo.
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Figura 3.37. Difractogramas de rayos x de a) Quitosano, b) Paligorskita, c) KNO3s, d) QUI-0.5%Pal-200mg KNOs, e) QUI-1%Pal-
200mgKNO3 y f) QUI-2%Pal-200mgKNOs.

El andlisis de difraccién de rayos X demuestra la presencia del principio activo y la arcilla en las
microesferas de quitosano. Estos resultados son similares a los reportados por Ramos y col. [13],
en donde la presencia de la paligorskita fue identificada en microesferas de quitosano preparadas
con paligorskita en un intervalo de 2.5-10% de Pal.

3.3.5.4 Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier de microesferas hibridas
QUI/Pal/KNOs

El andlisis de infrarrojo de las microesferas hibridas de quitosano permitido estudiar las

interacciones existentes entre el polimero, la arcilla y el ingrediente activo. La figura 3.38 muestra

el andlisis de infrarrojo de los componentes de las microesferas hibridas preparadas con 0, 1y

2%Pal y 50 mg de KNOs.

Las principales bandas vibracionales del espectro infrarrojo de quitosano en el intervalo de 3750-
3000 cm™ se deben al traslape de las vibraciones de estiramiento simétrico O-H y las vibraciones

de estiramiento N-H. Las bandas de 2925y 2854 cm™ se deben a las vibraciones de estiramiento
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asimétrico del enlace C-H del grupo -CH y estiramiento simétrico del enlace C-H en el grupo -
CHs [129]. La banda observada a 1668 cm™ se atribuye a la vibracién de estiramiento simétrico
del grupo C=0, a 1573 cm™ corresponde a las vibraciones de estiramiento de los grupos amino
protonados y la banda a 1562 cm™ al estiramiento del grupo amida (amida Il) [130, 131]. Las
bandas de 1384 y 1317 cm™ corresponden a las vibraciones de deformacién angular de grupo
metilo (-CHs) y a las vibraciones de estiramiento simétrico del enlace -CHs de la amida terciaria
[14, 132]. La banda a 1263 cm™ corresponde a la vibracion de estiramiento del enlace C-O-H. La
banda a 1157 cm™ corresponde a las vibraciones de flexién del enlace C-O-C, la banda a 1072
cm™ corresponde a la vibracién de estiramiento del enlace C-OH y la banda a 1031 cm™
corresponde a la vibracién de estiramiento simétrico del enlace C-O en el anillo COH, COC y
CH,OH [129, 130, 132, 133]. La banda a 894 cm™ corresponde a las vibraciones C-H de la

estructura sacarida del quitosano [132].

Las bandas caracteristicas de la paligorskita se dividen en tres regiones, de acuerdo con
Madejova [134]. La primera region, la de nimeros de onda altos en el intervalo de 3700-3200 cm®
1 esta asignado a la vibracion estructural del OH y el agua higroscépica. La segunda region, la
de nimeros de onda medios en el intervalo de 1700-1600 cm?, esta atribuida a las vibraciones
en modo flexién del agua higroscépica y el agua absorbida. La tercera region, es la de nUmeros
de onda bajos en el intervalo de 1400-400 cm™ y esta asignado a los movimientos y vibraciones
de los enlaces Si-O [135].

El espectro de infrarrojo de la paligorskita purificada muestra las bandas principales de la arcilla
a 3617 cm® que corresponde al estiramiento de enlaces Al-OH-Al y a 3581 cm? para el
estiramiento de los enlaces Mg-OH-Mg. Las bandas de absorcion a 3544 y 3399 cm®
corresponden a las vibraciones de estiramiento del OH del agua en los enlaces (Fe, Mg)-OH y
Si(OH)Si, respectivamente, incluyendo el agua zeolitica y el agua adsorbida superficialmente. La
banda a 3282 cm es atribuida al estiramiento simétrico del agua enlazada al oxigeno en la unién
Si(OH)AI. En la regiéon de nimeros de onda medios, la banda a 1648 cm™ corresponde a la
vibracion en modo flexion del enlace OH del agua absorbida. La region con nimeros de onda
bajos presenta bandas de absorcién a 1403 cm* atribuidas a la vibracién del grupo carbonilo del
ion carboxilato (asociado con impurezas de carbonatos), a 1193 cm™ para el estiramiento del
enlace Si-O-Si, a 1091 y 1039 cm™ para las vibraciones de estiramiento del enlace Si-O. Las
bandas de absorcién a 989 y 912 cm™ se atribuyen al estiramiento del encale Si-O-Mg y a la

deformaciéon del enlace AI-OH-AIl, respectivamente. La vibracion de estiramiento del enlace
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Al,Mg-OH presenta una banda de absorcién a 865 cm™, la deformacién de los enlaces Si-O-Al a
512 cm y la deformacion de los enlaces Si-O-Si a 484 cm™ [134 — 137].

El espectro de infrarrojo del KNOs muestra las bandas de absorcion principales a 1384 y 1050
cm™* que corresponden al estiramiento simétrico del grupo NO3', la banda de absorcién a 825 cmr
1 atribuida a la flexiéon fuera del plano del grupo NO, asi como las bandas a 713 y 696 cm™

correspondientes a las vibraciones de deformacion del grupo NO [138 — 142].

Transmitancia (U.A.)
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Figura 3.38. Espectros de infrarrojo de a) Quitosano, b) Paligorskita, c) KNOs, d) QUI-0.5%Pal-50mgKNQOs, e) QUI-1%Pal-50mg
KNOs y f) QUI-2%Pal-50mgKNO:s.

Los espectros de infrarrojo de las microesferas hibridas (figura 3.35d, e y f) mostraron las
vibraciones caracteristicas del quitosano a 2925 y 2854 cm™ que corresponden al estiramiento
del enlace C-H de grupos etileno y estiramiento asimétrico del enlace C-H del grupo metilo,
respectivamente. Las vibraciones a 1668 cm™ asignado al estiramiento simétrico del grupo C=0
(amida 1), a 1573 cm™ de estiramiento de grupos amino protonados, asi como las vibraciones a
1072 y 1031 cm™ de las vibraciones de estiramiento C-OH y C-O en el anillo y COH, COC y
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CH:OH de la estructura sacarida, respectivamente. Las vibraciones en el infrarrojo de la
paligorskita no se observaron debido al traslape con las sefiales del quitosano. La presencia de
los nitratos generé en todos los espectros analizados la sefial intensa a 1384 cm™ que
corresponde al estiramiento simétrico del grupo NOs. El andlisis de infrarrojo mostré que la
presencia de la arcilla y el KNOs; no produjo cambios estructurales en la matriz de quitosano,
puesto que no se encontrd ausencia o disminucién en la intensidad de las bandas del polimero.
Estos resultados son congruentes con los reportados por Santos y col. [14] que sugieren que las
interacciones entre el quitosano y el KNO3 son fisicas y no quimicas. De igual forma, este
resultado concuerda con los obtenidos por Messa y col. [6, 143] que indican que el quitosano
cargado positivamente (-NHs) puede interactuar con aniones como fosfatos, sulfatos y nitratos a

través de interacciones electrostaticas.

3.3.6 Liberacién controlada de fertilizantes (nitrégeno y potasio) en microesferas
hibridas de quitosano

3.3.6.1 Seleccion de las microesferas hibridas QUI/Pal/KNOspara la liberacion
controlada de fertilizantes

Las pruebas de liberaciébn de nitrato y potasio se basaron en los resultados del disefio

experimental factorial (seccién 3.3.4), tomando en cuenta el rendimiento, contenido de nitrato y

potasio capturado, el tamafio de particula y la morfologia de las microesferas hibridas.

Respecto al rendimiento de microesferas hibridas de quitosano, reportado en la seccién 3.3.4.1,
se encontré en un intervalo de 68 y 75%. La cantidad de nitrato capturado en las microesferas se
encontrdé en el intervalo de 34 y 55% (seccion 3.3.4.2), y no mostré cambios significativos al

agregar la paligorskita o el KNOs.

Respecto al contenido de potasio capturado en las microesferas (seccion 3.3.4.3), se obtuvieron
eficiencias en el intervalo de 55 y 84%; ademas se encontr6 que el contenido de potasio
capturado mas alto corresponde a la menor cantidad del principio activo agregado durante la

obtencidn de las microesferas hibridas (50 mg de KNO3).

Los tamafios de particula obtenidos (seccion 3.3.4.4/3.3.5.1) se encontraron en el intervalo de
170 a 302 um; este parametro aumento en las microesferas hibridas preparadas con 100 y 200
mg de KNOs y los niveles de arcilla evaluados. La morfologia de las microesferas preparadas con
KNOs y paligorskita (seccioén 3.3.5.2) mostraron que a bajos contenidos del principio activo (50
mg) se generan esferas individuales y con baja presencia de cristales en su superficie; aunque el

aumento en la cantidad del principio activo produjo microesferas con una superficie saturada de
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cristales de KNOs. Los resultados de difraccion de rayos X (seccion 3.3.5.3) demostraron la
presencia de la paligorskita en las microesferas preparadas con todos los niveles evaluados del
principio activo. De acuerdo con los resultados anteriores se eligieron los sistemas 0%Pal-50mg
KNO3s, 1%Pal-50mgKNO; y 2%Pal-50mgKNQO; para las pruebas de liberacion controlada de
nitrato y potasio. La presencia superficial minima del principio activo observada bajo estas
condiciones puede disminuir la magnitud de la liberacién de tipo rafaga de los nitratos y el potasio;

siendo esta una caracteristica importante en la aplicacién de las mismas.

3.3.6.2 Liberacion de nitratos en microesferas hibridas QUI/Pal/KNO3;

La figura 3.39 muestra las curvas de liberacion de nitrato en las microesferas hibridas de
quitosano con fertilizante capturado (seccion 2.6). La figura 3.39a muestra la liberacién de nitrato
durante 30 dias. En la primera hora del experimento las microesferas de 0%Pal-50mgKNO;3 y
1%Pal-50mgKNO3; liberaron el 41% del nitrato encapsulado, y el 45% para las esferas con 2%Pal-
50mgKNOQOs, asociado a los cristales del principio activo presentes en la superficie de las
microesferas (liberacion rafaga). Durante las horas subsecuentes, hasta las 24 h de liberacion,
se observa la liberacion fickeana del nitrato de la superficie de las esferas. Posterior a las 24 h
de liberacién el hinchamiento de la matriz polimérica dio lugar a la liberacion creciente del nitrato
hasta alcanzar la maxima liberacion para las esferas de 0%Pal-50mgKNO; del 94.58% a las 216
h (9 dias), del 88.84% para 1%Pal-50mgKNOs a las 264 h (11 dias) y del 99% para 2%Pal-50mg
KNOs a las 192 h (8 dias). Después de haber alcanzado la maxima liberacion de nitrato, dicho
comportamiento se estabilizé hasta las 336 h (14 dias) para las formulaciones de 0%Pal-50mg
KNOs y 1%Pal-50mgKNOs. Posteriormente a las 336 h, las curvas presentaron una disminucion
de la cantidad de nitrato liberado al medio acuoso hasta las 504 h (21 dias) y manteniéndose
estable hasta las 720 h (30 dias). Es muy probable que el hinchamiento de las microesferas haya

promovido la reabsorcion de los nitratos presentes en el medio.

Los perfiles de liberacion de nitratos de la figura 3.39b corresponden a la liberacion tipo rafaga;
para ello, se monitoreé la liberacion durante la primera hora de la prueba con una segunda
alicuota de microesferas. En los primeros 10 min se produjo una liberacion inicial del 29% para
las microesferas 0%Pal-50mgKNO3) y 1%Pal-50mgKNO3 y de 36% en las microesferas 2%Pal-
50 mgKNOs, que corresponden a la liberacion del nitrato de la superficie de las microesferas.
Posterior a los 10 min se present6d una reduccion de la velocidad de liberacion en todas las
microesferas evaluadas; las microesferas de 0%Pal-50mgKNOz; se mantuvieron en el intervalo
de 22 y 31% alcanzando 31%a los 60 min. Las microesferas 1%Pal-50mgKNO; se mantuvieron

en el intervalo de 21 y 31% con un maximo de 23% a los 60 min, cuyo valor obtenido fue menor
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comparado con las microesferas 0%Pal-50mgKNO; y las microesferas 2%Pal-50mgKNO;
mantuvieron una liberacién de nitratos en el intervalo de 30 y 42%, con una liberacién maxima

del 42% a los 60 min, que fue el mayor valor alcanzado entre los tres tipos de microesferas.
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Figura 3.39. Liberacion en un medio acuoso de nitrato capturado en microesferas hibridas QUI/Pal/KNOs.

Los perfiles de liberacién del nitrato capturado en las tres microesferas (0%Pal-50mgKNOQO3,
1%Pal-50mgKNOs3, 2%Pal-50mgKNOs3) son muy similares; la interaccion entre el quitosano y los
aniones de nitrato se da a través de los grupos amino protonados del quitosano y los aniones del
nitrato, lo que hace posible el desarrollo de sistemas de liberacion controlada de fertilizantes,

como ha sido reportado por Messa y col. [6].

Los perfiles de liberacién de nitratos durante los primeros 60 min mostraron que las microesferas
0%Pal-50mgKNO; y 1%Pal-50mgKNO; fueron similares; las microesferas 2%Pal-50mgKNO;
mostraron una liberacién de nitratos un tanto mayor en el mismo intervalo. La disminucién en la
liberacion de nitratos con el 1% de arcilla es atribuible a que las arcillas aumentaron la tortuosidad
del camino de liberacion. La mayor tasa de liberacién de nitratos de las microesferas 2%Pal-50
mgKNOs es atribuible a la aglomeracién de las arcillas, lo que disminuye la tortuosidad del camino
de liberacién o a una mayor interaccion entre los grupos Si-OH de la paligorskita con los grupos
amino protonados del quitosano, compitiendo con los grupos nitrato, lo que genera una
interaccion iénica débil entre el NOs™ y el quitosano, como ha sugerido Santos y col. [14]. La
liberacion de nitratos durante los primeros 60 min es coherente con los resultados encontrados

en las pruebas de liberacion a 30 dias.
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3.3.6.3 Liberacion de potasio en microesferas hibridas QUI/Pal/KNOs

La figura 3.40 muestra las curvas de liberacion del potasio capturado en microesferas hibridas de
quitosano. La figura 3.340a muestra la liberacion de nitratos durante 30 dias. En la primera hora
de liberacion, las microesferas de 0%Pal-50mgKNQO3;, 1%Pal-50mgKNO; y 2%Pal-50mgKNO;
presentaron una liberacion de potasio del 75, 65y 70%, respectivamente, atribuido a la liberacién
rafaga del principio activo de la superficie de las microesferas. Durante las siguientes horas, hasta
las 48 h (2 dias) se alcanzé una liberacibn maxima del potasio para las microesferas 2%Pal-50
MgKNO3 del 98.53% y para 0%Pal-50mgKNO; y 1%Pal-50mgKNO; a las 72 h (3 dias), del 95y
949%, respectivamente. Después de las 72h, la liberacién de potasio los sistemas evaluados
presentaron oscilaciones, que podrian deberse a la ralentizacién en la velocidad de liberacion del
potasio. Después de las 300 h se observa una disminucién en el contenido de potasio en el
sobrenadante liquido, esto puede deberse a que el hinchamiento de las esferas revierte el
proceso Yy se inicie la reabsorcion del potasio. La liberacion de potasio aumentd a partir de las
552 h y se mantuvo por encima del 80% hasta las 720 h (30d). Las curvas de liberacién de potasio
presentaron un comportamiento similar en el intervalo de medicién, sin presentar diferencias

evidentes entre las microesferas hibridas de quitosano evaluadas.

Los perfiles de liberacién de potasio de la figura 3.40b corresponden a los primeros 60 min de la
liberacion del potasio medidos en una segunda alicuota de las microesferas estudiadas. Se liber6
el 83% del potasio en las microesferas 0%Pal-50mgKNQO; y 1%Pal-50mgKNOs3, vy el 97% del
potasio en las microesferas 2%Pal-50mgKNO; durante los primeros 10 minutos, atribuidos al
potasio anclado superficialmente en las microesferas. La liberacion de potasio de las microesferas
0%Pal-50mgKNO; y 1%Pal-50mgKNQO; presentaron una estabilizacién y un comportamiento
similar decreciente de la tasa de liberacién. La alta tasa de liberacién de potasio es atribuible a
que las interacciones electrostaticas de repulsion entre los iones de potasio y los grupos amino
del quitosano son mayores que las interacciones de atraccién por intercambio catiénico entre el

potasio y la paligorskita.
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Figura 3.40. Ensayos de liberacion de potasio en microesferas hibridas QUI/Pal/KNO3 en un medio acuoso.

La liberacién de potasio rafaga en la primera hora experimental de las microesferas hibridas de
quitosano seleccionadas fue atribuida a la presencia superficial del principio activo (microscopia
electrénica, seccion 3.3.5.2). Se ha estudiado que el quitosano presenta una repulsion
electrostatica hacia especies catidnicas como el potasio, lo que promueve la rapida liberacion del
principio activo durante los primeros 60 min de iniciadas las pruebas de liberacion (figura 3.40Db),
como lo ha reportado Messa y col. [143]. Los perfiles de liberacién de potasio en los sistemas
evaluados demuestran que la liberacion controlada del potasio es posible gracias a la capacidad
de intercambio catiénico de la paligorskita con el K*. La liberacién de potasio durante los primeros
60 min no es coherente con los resultados encontrados en las pruebas de liberaciéon a 30 dias,
esto puede deberse a que se trata de una alicuota de microesferas diferente; sin embargo,
confirma la liberacion rafaga y que esta ocurre muy temprano dentro de la primera hora de
inmersion.

3.3.7 Liberacién controlada de fertilizantes (nitrégeno y potasio) en microesferas

hibridas de quitosano

Las curvas de liberacion del principio activo (NOs™ 0 K*) en microesferas hibridas de quitosano
(figura 3.40) fueron modeladas con la ecuacion 3.1 que corresponde a la solucion de la segunda

ley de Fick para la difusion de un fluido en una direccién a través de un material en masa [144]:

D-£\075
M, (%) = M, * {1 — e[_”(L_Z) ] (3.1)
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donde M es el porcentaje de NOs 0 K* al tiempo t, M, es el porcentaje de saturacion de NOs o
K* liberado, D es el coeficiente de difusién (en mm?#h), L es el radio de las microesferas (en mm)

y t es el tiempo de liberacion.

La figura 3.41 muestra las curvas representativas del porcentaje de NOs y K* liberado contra la
raiz cuadrada del tiempo de inmersion de las microesferas hibridas de quitosano ajustadas al
modelo de Fick. Los coeficientes de correlacién (R?) obtenidos en el intervalo de 0.94 y 0.98
indican que el modelo de Fick describe apropiadamente las etapas iniciales de la liberacién del
principio activo (NOz" y K*). La liberacion de NOz y K* desde las microesferas hibridas 0% Pal-50
mg KNO3, 1% Pal-50mgKNOs, y 2%Pal-50mgKNO3 presentaron un comportamiento de liberacion
tipo Fickeana durante la etapa inicial del proceso de liberacion. La liberacion del NOs (figura
3.41a, c y e) presentd un comportamiento Fickeano hasta las 4.89 h*2 (24 h) de haberse iniciado
la inmersion; posteriormente se observa una segunda etapa de liberacion de NOs que no se
ajusta al modelo de Fick. La primera etapa de liberacion Fickeana estéa relacionada a la difusion
superficial del NOs impulsada por una diferencia de concentracién de NOs entre el medio de
liberacion acuoso y los alrededores de la superficie de las microesferas; la segunda etapa puede

estar relacionada a efectos de hinchamiento de la matriz de quitosanoy la relajacion del polimero.

El K* (figura 3.41b, d y f) presentd una etapa inicial de liberacion Fickeana hasta las 2.23 h2 (5
h), 2 h¥2 (4 h) y 2.44 h¥2 (6 h) para las microesferas hibridas 0%Pal-50mgKNO3, 1%Pal-50mg
KNOs, y 2%Pal-50mgKNOs, respectivamente. Posteriormente, una segunda etapa de liberacion
de K* se ajust6 al modelo de Fick. La etapa inicial de liberacién Fickeana esta relacionada a la
difusion superficial del K* impulsada por una diferencia de concentracion de K* entre el medio de
liberacion acuoso y los alrededores de la superficie de las esferas; la segunda etapa podria
relacionarse a los efectos del hinchamiento y relajacion de la matriz polimérica sobre la liberacion
de K*.
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KNO;s (K* liberado). La linea punteada es el tiempo en el que la liberacién de NOs/K* alcanza su saturacion.

La saturacion de NOs™ se seleccion6 en base a los resultados experimentales en el intervalo de
53 a 63% Yy los coeficientes de difusion se calcularon al comienzo del proceso de liberacion de
NOs (regresion lineal de la parte inicial y lineal de la curva - Anexo 1) y se encuentran el intervalo

de 28 a 39 mm?h (tabla 3.17); D aumenté con el contenido de arcilla dando lugar a la liberacion

rafaga del NOs™ en las etapas iniciales del proceso de liberacion (figura 3.39 y 3.41).
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Tabla 3.17. Liberacion saturada de NOs y coeficiente de difusion de microesferas hibridas de quitosano.

iroesieras  STUISEET deNO- - Coufeie e uion  Cocfiete e
QUI-0%Pal-50mgKNO3 63.95 + 12.6 28.9 + 3.86 0.965
QUI-1%Pal-50mgKNO3 53.87 +4.17 39.25 + 5.63 0.952
QUI-2%Pal-50mgKNOs; 57.87 + 2.83 32.46 + 0.30 0.949

La saturacién de K* se selecciond en base a los resultados experimentales en el intervalo de 81
a 83% vy los coeficientes de difusion se calcularon al comienzo del proceso de liberacion de K*
(regresion lineal de la parte inicial y lineal de la curva - Anexo 1) y se encuentran en el intervalo
de 59 a 74 mm?/h (tabla 3.18). El coeficiente de difusion decrece conforme aumenta el contenido
de arcilla; la presencia de la paligorskita favorece el intercambio cationico con el K,
contrarrestando las repulsiones electrostaticas entre el quitosano y el K*, en consecuencia, la
velocidad de liberacion de K* disminuye (figura 3.40 y 3.41).

Tabla 3.18. Liberacion saturada de K* y coeficiente de difusion de microesferas hibridas de quitosano.

Meroesteras S e o ey contimain &
QUI-0%Pal-50mgKNO3  83.85 + 22.87 74.17 +10.75 0.972
QUI-1%Pal-50mgKNO3 81.19 £ 8.00 67.14 +9.85 0.977
QUI-2%Pal-50mgKNO3 82.96 +2.04 59.89 + 9.66 0.980

El modelado de la cinética de liberacion de NOz mostré un comportamiento Fickeano en las
etapas iniciales de la liberacion, con etapas posteriores que presentaron comportamientos no
Fickeanos que podrian ajustarse con modelos que consideren el hinchamiento y relajacion del
polimero a tiempos largos. Sin embargo, en el caso de la liberacién de K* se puede observar que
a altos tiempos la liberacion no se aleja demasiado del comportamiento Fickeano, lo cual sugiere

que el potasio se encuentra principalmente en la superficie de las esferas o muy cerca de esta.
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CONCLUSIONES

Se produjeron exitosamente microesferas poliméricas mediante métodos de emulsién; las esferas
de alginato producidas por emulsion y gelificacion ibnica mostraron un intervalo de tamafio
promedio menor a 100 um y un estado gelificado, su potencial aplicacion como sistema de

liberacién de fertilizantes requiere optimizar el método de obtencion.

Las microesferas hibridas de PLA preparadas con KNO3 y Paligorskita por el método de emulsion
y evaporacion del solvente presentaron rendimientos altos del 75-93%, morfologia esférica,
intervalos de tamario entre 150-240 um, eficiencias de captura de nitrato y potasio en intervalos
de 1.7-3% y 18-28% respectivamente; estos ultimos, atribuidos al intercambio catiénico con la
arcilla. La presencia del KNO3 y paligorskita en las microesferas indujo la formacién de poros que
redujeron la eficiencia de captura, ya que el principio activo presenta una alta solubilidad con la
fase acuosa de la emulsion y la paligorskita migré hacia la interface acuosa-organica modificando

el proceso de evaporacion del solvente.

La liberacién controlada de fertilizantes a partir de microesferas hibridas de quitosano podrian ser
una alternativa viable para la sustitucion de los métodos tradicionales de administracién de
fertilizantes en cultivos estratégicos. Se demostré que la cantidad de KNOs utilizada durante el
proceso de preparacion de las microesferas hibridas de quitosano fue el principal factor que
afectd el tamafio promedio y distribuciobn de tamafio de particula, la morfologia de las
microesferas y la eficiencia de captura de los iones de nitrato y potasio. Las pruebas de liberacion
de fertilizantes mostraron una liberacion rafaga inicial de entre 40-45% de nitratos, seguida de
una liberacion Fickeana y su posterior liberacion sostenida durante 30 dias. El potasio
experimentd una liberacion inicial del 65-75% de tipo rafaga, seguido de una fase de

estabilizacion, con una posterior liberacion sostenida durante 30 dias.

La liberacion de nitrato se encontré gobernada por las interacciones entre los grupos amino
protonados del quitosano, los aniones nitrato y la paligorskita. La liberacién de potasio se encontré
gobernada principalmente por interacciones idnicas entre la paligorskita y el catién potasio. La
liberacion tipo Fick del potasio sugiere que estos cationes se encuentran principalmente en la

superficie de las esferas 0 muy cerca de estas.
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RECOMENDACIONES

Con base en los resultados obtenidos, y con el fin de la obtencién de un sistema de liberacion de

fertilizantes viable técnica y econdmicamente, se recomienda lo siguiente:

Optimizar las condiciones de procesamiento de las esferas de alginato de sodio, con el fin
de obtener un intervalo de tamafio de particula reducido, rendimientos altos, altas
eficiencias de atrapamiento de nitrato y potasio y liberacion controlada por el contenido
de paligorskita.

Modificar las condiciones de procesamiento de las esferas de PLA para disminuir la
formacion de poros y la generacion de especies protonadas en la estructura quimica del
poli(acido lactico) para lograr altas eficiencias de captura de nitratos. Asi como mejorar la
dispersién de la paligorskita en la matriz y evaluar su efecto mediante ensayos de
liberacion de fertilizantes.

Estudiar el efecto de cantidades de KNOs; menores a 50 mg y concentraciones de
paligorskita mayores al 2% sobre la morfologia superficial, la eficiencia de captura de
nitratos y potasio en microesferas hibridas de quitosano y su comportamiento de liberacién

controlada de ambos iones.
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ANEXOS

Anexo 1. Coeficiente de difusion

La ecuacion Al propuesta por Shein y Springer [143] se utilizdé para calcular el coeficiente de
difusién al comienzo del proceso de liberacién del principio activo (NOs™ 0 K*), correspondiente a

la parte lineal de las curvas de liberacion de NOs o K*:

2 _ 2
b=m (41\];[m> (¢Mé - i\//[tl_) (A1)

donde D es el coeficiente de difusion (mm?/h), L es el radio de las microesferas, Mn es el
porcentaje de saturacién de NOs o K* liberado, M1 y M2 son los porcentajes de NOs o K* liberado
de la region lineal de la gréafica (al comienzo del proceso de liberacion) en los tiempos t; vy to,
respectivamente. La expresion (M, — M;)/(y/t; —+/t;) es la pendiente de la parte lineal inicial de
la curva de liberacion de NOs o K* vs la raiz cuadrada del tiempo de inmersion de las
microesferas; esta pendiente se calculé mediante la regresion lineal de los datos experimentales

de esta region de la curva (figura Al).

100 4 Equation y=a+bx
Plot Mt

Weight No Weighting
Intercept [
Slope 2582052 £ 1.6762
Residual Sum of Squar 354.04717

80 Pearson's r 0.9876
R-Square (COD) 0.97535
Adj. R-Square 0.97124

60 ,
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20
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Figura A1l. Regresion lineal de la curva de liberacion de NOs vs la raiz cuadrada del tiempo de inmersion de microesferas de QUI-
0%Pal-50mgKNO3 al comienzo del proceso de liberacion.
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