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RESUMEN 

La presente Tesis Doctoral se basó en el desarrollo y estudio de microesferas 

hibridas de matriz polimérica/paligorskita (Pal) para ser empleadas como sistemas de 

liberación controlada de los aminoácidos glicina (Gly) y ácido glutámico (Glu). Se 

realizaron pruebas preliminares para la obtención de microesferas de diferentes matrices 

poliméricas como: quitosano (QUI), polietilenglicol (PEG), alginato (ALG), poli(ácido 

láctico) (PLA) y cera de abeja (CAB) con diferentes porcentajes de Pal (5 y 10% p/p) 

utilizando diferentes métodos de obtención, los resultados de estas pruebas preliminares 

demostraron que para el estudio, las mejores microesferas eran las de QUI y PLA que 

presentaron buena compatibilidad con la Pal, la mejor reproducibilidad y rendimiento de 

producción, una morfología esférica y su tamaño de partícula estaba dentro del intervalo 

de tamaños deseado (50 a 600 µm). También a estos resultados se concluyó que era 

recomendable disminuir los porcentajes de Pal a 1 y 2.5% p/p y que los aminoácidos 

podían ser capturados in situ durante la preparación de las microesferas. 

Las microesferas hibridas de QUI y PLA con Pal y cargadas con los aminoácidos 

presentaron morfologías esféricas, tamaños promedio dentro del rango deseado (50 a 

600 µm). Además, se comprobó por XRD la presencia de la Pal en las microesferas ya 

que presentaban un a banda en 8.4° que corresponde a la estructura cristalina de los 

enlaces Si-O-Si de la Pal. Los porcentajes de aminoácido capturado por las microesferas 

de QUI fue de un 63% y las de PLA solo llegaron a un 27%. El estudio y modelado de la 

cinética de liberación demostró que la liberación de los aminoácidos se lleva a cabo por 

un proceso de difusión a través de los poros presentes en las microesferas y que es 

influenciado por la presencia de la Pal.  

Las pruebas de fitotoxicidad in vitro determinaron que las microesferas híbridas de 

QUI/Pal y PLA/Pal cargadas con los aminoácidos Gly y Glu no causan un efecto fitotóxico, 

ya que las semillas de chile habanero (Capsicum chinense) puestas en contacto con 

estas microesferas presentaron un alto porcentaje de germinación, así como una gran 

producción de biomasa y elongación radicular; esto demostró que los aminoácidos 

liberados por las microesferas fueron aprovechados y asimilados por las plantas. 
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ABSTACT 

The present Doctoral Thesis was based on the development and study of hybrid 

microspheres of polymeric matrix/palygorskite (Pal) to be used as controlled release 

systems of the amino acids glycine (Gly) and glutamic acid (Glu). Preliminary tests were 

carried out to obtain microspheres from different methods and different polymer matrices 

such as: chitosan (QUI), polyethylene glycol (PEG), alginate (ALG), poly(lactic acid) (PLA) 

and beeswax (CAB) with different percentages of Pal (5 and 10% w/w), the results from 

the preliminary tests showed that the best microspheres for the present study were QUI 

and PLA since they presented good compatibility with Pal, high production reproducibility 

and yield, spherical morphology and a particle size within the selected range (50 to 600 

µm). These results also suggested that the Pal content should be reduced to 1 and 2.5% 

w/w and the amino acids could be captured in situ during the preparation of the 

microspheres. 

The hybrid microspheres of QUI or PLA with Pal and loaded with amino acids 

presented spherical morphologies, average sizes within the selected range (50 to 600 

µm). Furthermore, the presence of Pal in the microspheres was verified by XRD since 

they presented a band at 8.4° that corresponds to the crystalline structure of the Si-O-Si 

bonds of Pal. The percentage of amino acid captured by the QUI microspheres was 63% 

and the PLA microspheres only reached 27%. The study and modeling of the release 

kinetics demonstrated that the release of the amino acids is carried out by diffusion 

through the pores present in the microspheres and the release kinetics is influenced by 

the presence of Pal. 

The in vitro phytotoxicity tests demonstrated that the hybrid microspheres of 

QUI/Pal and PLA/Pal loaded with the amino acids Gly and Glu do not cause any phytotoxic 

effect, since the habanero chili seeds (Capsicum chinense) placed in contact with these 

microspheres presented a high germination percentage, as well as great biomass 

production and root elongation; This demonstrated that the amino acids released by the 

microspheres were well used and assimilated by the plants. 

 

 



1 
 

INTRODUCCIÓN 

Los polímeros han ganado terreno como herramienta de soporte para la liberación 

controlada de medicamentos o agentes activos que se encuentran en una determinada 

formulación [1]. Para este fin, muchas formulaciones han sido desarrolladas a base de 

polímeros debido a sus buenas propiedades físicas y estructurales, algunas de éstas son: 

buena protección ambiental, soporte y mejora de la estabilidad de la formulación, buena 

procesabilidad, carácter hidrofílico o hidrofóbico según el requerimiento, la liberación 

rápida o controlada de un ingrediente activo, la mejora de la biodisponibilidad y 

finalmente, su uso seguro [2]. 

Morfológicamente, el polímero puede ser la matriz de un material compuesto o 

puede ser la cubierta o recubrimiento del agente activo [3]. Los polímeros que se utilizan 

como matriz en el proceso de la liberación controlada son considerados como 

excipientes, ya que éstos son inactivos en las formulaciones y solo sirven como vehículo 

para dar consistencia y estabilidad al ingrediente activo, entre otras funciones [4]. 

Trabajos recientes han recurrido a la encapsulación de aminoácidos para 

administrarlos en las dosis adecuadas y sin degradación. Una dosificación adecuada es 

de suma importancia ya que si se genera una aplicación en exceso pueden llegar a tener 

repercusiones toxicas para algunas células vegetales, viéndose afectados tejidos, raíces 

y hojas [5], así mismo un exceso de estos puede generar una competencia con otros 

nutrientes esenciales para las plantas disminuyendo su disponibilidad [6]. La aplicación 

convencional de aminoácidos, se ve afectada principalmente por la degradación, durante 

este proceso los aminoácidos pierden el grupo amino y la cadena carbonada restante [7] 

lo que impide que estos sean aprovechados y asimilados de una forma correcta por las 

plantas, por lo cual el uso de matrices poliméricas sirve como una barrera que ayuda a 

disminuir la degradación de estos compuestos.  

Los aminoácidos constituyen los elementos básicos de la estructura primaria de 

las proteínas y muchos de ellos son clave en diferentes procesos biológicos, por lo que 

administrarlos en las dosis adecuadas es de vital importancia para lograr un óptimo 

estado de salud en las plantas [8]. La importancia fisiológica de los aminoácidos para las 
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plantas ha sido ampliamente discutida [9]. Por ejemplo, los aminoácidos están 

íntimamente relacionados con los mecanismos de regulación del desarrollo vegetal; 

algunas hormonas vegetales regulan sus niveles endógenos y su función biológica al 

conjugarse covalentemente a aminoácidos o, en otros casos, los aminoácidos son 

precursores de su biosíntesis, lo que demuestra el importante papel que juega la 

aplicación de los aminoácidos como fertilizantes [10], ya que son requeridos en etapas 

críticas del desarrollo de las plantas, así como en situaciones de estrés abiótico. 

Justificación 

El beneficio de la aplicación de aminoácidos en cultivos genera un significativo 

ahorro de energía para la planta, al ser una fuente de nitrógeno reducida. Esta energía 

puede ser desviada hacia procesos de crecimiento, reflejándose en un mayor vigor y 

tolerancia ante situaciones de estrés y, en última instancia, en la mejora de la calidad y 

rendimiento de un cultivo.  

El uso de microesferas como contenedores de sustancias valiosas ha sido una 

alternativa muy utilizada en los últimos años, debido a la facilidad con la que pueden ser 

obtenidas y a que durante su proceso de manufactura se pueden generar características 

que mejoran sus propiedades y aplicaciones. La incorporación de nano-refuerzos a estos 

sistemas aumenta el tiempo de liberación de los ingredientes activos atrapados; las 

arcillas son un material altamente utilizado como nano-refuerzo de matrices poliméricas 

debido a la compatibilidad matriz-arcilla. 

Propuesta de solución 

Elaborar microesferas híbridas de matriz polimérica nano-estructuradas con nano-

arcillas de paligorskita para ser empleadas como sistemas de captura y liberación 

controlada de aminoácidos, necesarios para el crecimiento de plantas. 
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Hipótesis 

La presencia de la arcilla de paligorskita en una microesfera híbrida de matriz 

polimérica modifica el proceso de difusión de un aminoácido; este efecto puede ser 

utilizado como un mecanismo para la liberación controlada de aminoácidos. 

Objetivo general 

Desarrollar y caracterizar microesferas híbridas de matriz polimérica, 

estructuradas con nano-arcillas de paligorskita, para ser utilizadas como sistemas de 

liberación controlada de aminoácidos (glicina y ácido glutámico) importantes en la 

regulación del crecimiento de plantas. 

Objetivos específicos 

• Obtener microesferas híbridas de diferentes matrices poliméricas nano-

estructuradas con paligorskita y determinar los mejores sistemas de estudio. 

• Determinar el método de captura de los aminoácidos en las diferentes 

microesferas seleccionadas. 

• Caracterizar físico-químicamente las microesferas mediante las técnicas de 

Microscopia Electrónica de Barrido (SEM), Tamaño de partícula (TP), Porcentaje 

de hinchamiento y absorción de agua (PH y PA) y Difracción de rayos X (XRD). 

• Determinar cualitativa y cuantitativamente la presencia de los aminoácidos glicina 

(Gly) y ácido glutámico (Glu) en las microesferas mediante Espectroscopia 

Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR) y Espectrofotometría UV-Visible. 

• Modelar matemáticamente la cinética de liberación de los aminoácidos Gly y Glu 

en las microesferas. 

• Determinar la fitotoxicidad de las microesferas en la germinación de semillas de 

chile habanero (Capsicum chinense) mediante un ensayo in vitro. 
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1. ANTECEDENTES 

 

1.1. Polímeros 

Los polímeros son macromoléculas (generalmente orgánicas) formadas por la 

unión de una o más unidades simples llamadas monómeros; éstos forman largas 

cadenas que se atraen entre sí por fuerzas de Van der Waals, puentes de hidrógeno o 

interacciones hidrofóbicas [11]. El almidón, celulosa, la seda y el ácido 

desoxirribonucleico (ADN) son ejemplos de polímeros naturales, y el nylon, el polietileno 

y la baquelita, de polímeros sintéticos [12].  

1.1.1. Clasificación de polímeros  

Existen varias formas posibles de clasificar los polímeros, sin que sean 

excluyentes entre sí [13]:  

• Polímeros naturales: En la naturaleza existen muchos polímeros, por ejemplo, 

las proteínas, los ácidos nucleicos, el hule, la lignina, etc. 

• Polímeros semisintéticos: Se obtienen por transformación de polímeros 

naturales. Por ejemplo, la nitrocelulosa, el caucho vulcanizado, etc. 

• Polímeros sintéticos: Los polímeros sintéticos obtienen a partir de derivados del 

petróleo. Por ejemplo, el nylon, el poliestireno (PS), etc. 

 

1.2. Biopolímeros 

Los biopolímeros son macromoléculas naturales obtenidas a partir de biomasa; 

son cadenas o secuencias de unidades monoméricas, en muchos casos son lineales o 

suelen ser cerradas, ramificadas o incluso reticuladas [14]. Una característica de los 

biopolímeros es que la mayoría de ellos son esencialmente heteropolímeros, porque 

pueden contener una variedad de unidades monoméricas [15]. La relevancia biológica de 

un biopolímero se basa en última instancia en la secuencia de los monómeros, es decir, 

la estructura primaria [16]. 

Los biopolímeros se pueden clasificar según su función (figura 1). Los más 

importantes del mercado son divididos en tres subgrupos: los basados en recursos 

https://es.wikipedia.org/wiki/Macromol%C3%A9cula
https://es.wikipedia.org/wiki/Mol%C3%A9cula_org%C3%A1nica
https://es.wikipedia.org/wiki/Mon%C3%B3mero
https://es.wikipedia.org/wiki/Fuerzas_de_Van_der_Waals
https://es.wikipedia.org/wiki/Puentes_de_hidr%C3%B3geno
https://es.wikipedia.org/wiki/Interacciones_hidrof%C3%B3bicas
https://es.wikipedia.org/wiki/Almid%C3%B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/Celulosa
https://es.wikipedia.org/wiki/Seda
https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_desoxirribonucleico
https://es.wikipedia.org/wiki/Nailon
https://es.wikipedia.org/wiki/Polietileno
https://es.wikipedia.org/wiki/Baquelita
https://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_nucleico
https://es.wikipedia.org/wiki/Lignina
https://es.wikipedia.org/wiki/Nitrocelulosa
https://es.wikipedia.org/wiki/Nailon
https://es.wikipedia.org/wiki/Poliestireno
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renovables (almidón y celulosa), los biodegradables basados en monómeros 

bioderivados (aceites vegetales y ácido láctico) y los sintetizados por microorganismos 

(polihidroxialcanoatos - PHA) [17]. 

 

Figura 1. Clasificación de biopolímeros [17]. 

1.2.1. Quitosano (QUI) 

El quitosano, es un biopolímero de aminopolisacáridos, compuesto por unidades 

distribuidas aleatoriamente de β-(1-4) D-glucosamina (unidad desacetilada) y N-acetil-D-

glucosamina (unidad acetilada) (figura 2). Se encuentra en estado natural en las paredes 

celulares de algunos hongos; sin embargo, su principal fuente de producción es la 

hidrólisis de la quitina en medio alcalino, usualmente con hidróxido de sodio o de potasio, 

a altas temperaturas [18]. 
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Figura 2. Estructura química del quitosano (QUI). 
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https://es.wikipedia.org/wiki/Biopol%C3%ADmero
https://es.wikipedia.org/wiki/Glucosamina
https://es.wikipedia.org/wiki/N-Acetilglucosamina
https://es.wikipedia.org/wiki/N-Acetilglucosamina
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Este polímero es soluble en medios ácidos o en soluciones neutras, es un 

bioadhesivo y puede adherirse a superficies cargadas negativamente tales como las 

membranas de mucosas; debido a esta propiedad física, permite el transporte de 

principios activos polares a través de las superficies epiteliales, siendo además 

biocompatible, biodegradable y no tóxico para las células de los mamíferos [19]. 

1.2.2. Polietilenglicol (PEG) 

El polietilenglicol es un poliéter neutro con una estructura química (figura 3) 

relativamente sencilla y con propiedades únicas que pueden ser aprovechadas en 

diferentes campos de la ciencia de los materiales. Este polímero es soluble tanto en 

solventes polares como no polares y ha llamado mucho el interés de las áreas biomédicas 

y biotecnológicas por ser un transportador de proteínas, por no presentar 

inmunogenicidad y no ser antigénico [20]. 

O
H OH

n
 

Figura 3. Estructura química del Polietilenglicol (PEG). 

El polietilenglicol se produce por la interacción de óxido de etileno con agua, 

etilenglicol u oligómeros de etilenglicol. La reacción requiere catalizadores ácidos o 

básicos, y se prefiere sintetizarlo a partir del etilenglicol o sus oligómeros ya que esto 

permite obtener polímeros con baja polidispersidad. La longitud de la cadena polimérica 

depende de la proporción de reactantes [21]. 

1.2.3. Alginato (ALG) 

Los alginatos (ALGs) son sales del ácido algínico, que es un polisacárido complejo 

(biopolímero) obtenido por reacción alcalina de las algas pardas, especialmente de las 

especies pertenecientes a las familias Phaeophyceae (feofitas) y Rhodophyceae 

(rodofitas). Está compuesto por el ácido D-manurónico y el ácido L-glucorónico con 

enlaces β-1,4 (figura 4) [22]. 

https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Bioadhesivo&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/wiki/Membrana_mucosa
https://es.wikipedia.org/wiki/Principio_activo
https://es.wikipedia.org/wiki/Epitelio
https://es.wikipedia.org/wiki/Biocompatibilidad
https://es.wikipedia.org/wiki/Biodegradable
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Figura 4. Estructura química del Alginato, a) ácido D-manurónico y b) ácido L-glucorónico (ALG). 

Los ALGs están constituidos por dos unidades monoméricas, el ácido β-D-

manurónico (M) y el ácido glucosídico β (1-4) y secuencias GG, GM, unidos por enlaces 

glucosídicos α (1-4). La cadena polimérica constituyente del ácido algínico y sus sales se 

componen de tres tipos de bloques, los bloques G que contienen sólo unidades derivadas 

del ácido L-glucorónico, los bloques M los cuales se componen de ácido D-manurónico y 

las regiones MG compuestas de unidades alternadas de ambos ácidos [23]. 

1.2.4. Poli(ácido láctico) (PLA) 

El poli (ácido láctico) (PLA) es un biopolímero termoplástico cuya molécula 

precursora es el ácido láctico (figura 5). Debido a su biodegradabilidad, propiedades de 

barrera y biocompatibilidad, este biopolímero ha encontrado numerosas aplicaciones ya 

que presenta una amplia e inusual variedad de propiedades que pueden lograrse 

manipulando sus fases amorfa y cristalina mediante la mezcla de los isómeros D(-) y L(+), 

los pesos moleculares, y la copolimerización [24]. 

O

OH
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CH3 CH3O
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Figura 5. Estructura química del poli (ácido láctico) (PLA). 

El PLA es uno de los biopolímeros con más auge como matriz en sistemas de 

liberación, esto debido a sus excelentes propiedades de resistencia mecánica, su buena 

biodegradabilidad y fácil procesamiento. Estas características lo hacen un material que 
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puede aplicarse ampliamente en diferentes ramas, como lo son medicina, área textil, de 

embalaje, y en la agricultura [25, 26]. 

1.2.5. Cera de abeja (CAB) 

La cera de abeja (CAB) es un producto graso segregado, en forma de pequeñas 

escamas redondeadas, en las cuatro glándulas ventrales que tienen las abejas en la parte 

inferior de su abdomen y que la utilizan para construir sus panales. La cera de abeja se 

sintetiza mediante la reducción de azúcares de origen alimenticio. Para que esta 

transformación ocurra es imprescindible la presencia de ciertos componentes que están 

en el polen, como son grasas, enzimas, etc., que actúan como iniciadores y catalizadores 

de diversas reacciones químicas [27]. 

O
C30H61 C

CH3

O

 

Figura 6. Estructura general de la cera de abeja (CAB). 

La CAB está constituida de ésteres de ácidos grasos saturados e insaturados de 

cadena larga (14 a 36 carbonos) con alcoholes alifáticos monohidroxílicos de elevada 

masa molecular (12 a 40 carbonos) (figura 6); es decir, son moléculas que se obtienen 

por esterificación, que, en el caso de las ceras, la esterificación ocurre entre un ácido 

graso y un alcohol monovalente lineal de cadena larga [28].  

1.3. Microesferas 

Una microesfera es una superficie esférica con un centro sólido, estos sistemas 

pueden ser semipermeables [29]. Las microesferas pueden atrapar y liberar sustancias a 

velocidades controladas bajo condiciones específicas, y pueden proteger al producto 

atrapado de la luz y el oxígeno (figura 7) [30]. 
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Figura 7. Estructura general de una microesfera. 

Los procesos mediante los cuales las microesferas pueden atrapar agentes activos 

se dividen en dos; los procesos químicos incluyen las técnicas de coacervación, co-

cristalización, polimerización interfacial, gelificación iónica, incompatibilidad polimérica, 

atrapamiento por liposomas e inclusión molecular y los procesos físicos incluyen las 

técnicas de absorción pasiva, secado por aspersión, liofilización y extrusión [31, 32]. 

1.3.1. Microesferas híbridas 

Las microesferas de composición híbrida están compuestas por un material 

orgánico y un material inorgánico en distintas proporciones, la combinación de dichos 

materiales da como resultado un material compuesto que posee ventajas sobre sus 

componentes orgánicos e inorgánicos. Las interacciones entre estas dos partes juegan 

un papel fundamental en las propiedades de estos materiales [33]. 

Las microesferas híbridas se caracterizan por poseer una alta área superficial y 

dependiendo de las condiciones de síntesis, se puede controlar el tamaño promedio y la 

distribución de tamaño, su superficie puede ser adaptada químicamente 

(funcionalización) [34]. Las microesferas híbridas se han utilizado en campos como la 

catálisis, protección de macromoléculas biológicamente activas, ingredientes activos, 

péptidos, pigmentos y en la remoción de contaminantes [35]. 

1.4. Métodos empleados para la elaboración de microesferas 

Existen varios métodos para la preparación de diferentes formulaciones de 

microesferas (figura 8), la selección del más adecuado depende principalmente de las 

características físico-químicas del polímero y las características del ingrediente activo a 
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capturar, tomando en cuenta diferentes requerimientos como son: rendimiento, eficiencia 

y reproducibilidad [36].  

 

Figura 8. Métodos empleados para la elaboración de microesferas. 

1.4.1. Método de separación de fases 

Es un método no acuoso y utilizado fundamentalmente para ingredientes activos 

solubles en agua; consiste en disolver el polímero en un solvente orgánico y el ingrediente 

activo en agua; una emulsión se obtiene por la adición de la solución acuosa a la solución 

orgánica. Un primer no-solvente se adiciona lentamente al sistema, formándose las 

microgotas de coacervado, las cuales son muy blandas, lo que hace necesario la adición 

de una mayor cantidad de un segundo no-solvente para estabilizarlas y obtener las 

microesferas [37, 38]. 

1.4.2. Método de evaporación/extracción de solvente 

 Este método incluye todos los procesos en los que se ve involucrada la 

eliminación de un solvente en el que está disuelto el polímero, ya sea por evaporación o 

por extracción. En todos los casos se forma previamente una emulsión durante el proceso 

de formación y, dependiendo de la naturaleza de su fase continua mayoritaria, se 

clasificarán en técnicas de evaporación/extracción del solvente en fase acuosa o en fase 

oleosa [39]. 

 

Método

Separación 
de fases

Evaporación 
de solvente

Emulsión 
simple

Doble 
emulsión 

Secado por 
aspersión 

Polimerización

Polimerización 
interfacial

Polimerización 
normal
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1.4.3. Método de secado por aspersión 

Este método se basa en el secado de una niebla del polímero y el ingrediente 

activo. Dependiendo de la forma de eliminar el solvente (por evaporación o enfriamiento 

de la solución), se denomina secado por aspersión o congelación por aspersión. En el 

caso del secado por aspersión, el polímero puede ser disuelto en solución acuosa [40] o 

en un disolvente orgánico volátil [41] y el ingrediente activo se dispersa en la solución del 

polímero. La atomización conduce a la formación de pequeñas gotas a partir de la cual 

se evapora instantáneamente el medio donde fueron disueltos el polímero e ingrediente 

activo conduciendo a la formación de microesferas [42].  

1.4.4. Método por polimerización 

Este método se lleva a cabo calentando el monómero o mezcla de monómeros 

con el ingrediente activo en forma de dispersión de gotas en una fase continua; las gotas 

también pueden contener un iniciador y otros aditivos [43]. La polimerización en emulsión 

se diferencia de la polimerización en suspensión debido a la presencia de un iniciador en 

la fase acuosa. La polimerización en suspensión se puede realizar a menor temperatura, 

ya que la fase externa continua es normalmente agua a través de la cual el calor se puede 

disipar fácilmente [44] 

1.5. Paligorskita (Pal) 

La paligorskita es un alumino-filosilicato de magnesio, hidroxilado e hidratado, con 

hábito de aspecto asbestiforme (mineral que crece en un agregado fibroso) [45], es decir, 

esta arcilla tiene la particularidad de ser un mineral no laminar sino más bien acicular, es 

decir, presenta una forma de microfibras con un diámetro entre 10 y 70 nm [46]. 

Las propiedades físico-químicas de la paligorskita dependen en gran medida de 

su pequeño tamaño de partícula y de la porosidad de su estructura; siendo un mineral 

fibroso cuenta con un área superficial entre 100 y 200 m2/g, aunque se ha reportado áreas 

teóricas estimadas de hasta 900 m2/g [47]. 
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1.5.1. Estructura de la paligorskita 

La estructura de la paligorskita (Figura 9) puede describirse como el agrupamiento 

de unidades octaédricas y tetraédricas de silicatos (2:1) que forman canales con 

dimensiones de 6.2 y 3.6 Å. Las capas tetraédricas en la paligorskita son continuas, 

aunque distribuidas en forma de bandas 2:1 que se unen entre sí, a través de uniones   

Si-O-Si mediante los oxígenos basales de los tetraedros [48]. 

 

Figura 9. Estructura de la paligorskita [49]. 

La estructura de esta arcilla puede considerarse como polidispersa, tiene un 

tamaño efectivo de poro de unos 30 nm, con mesoporos de 2 a 8 nm y microporos de 2 

nm; la superficie específica de los canales internos y poros constituyen el 50 % de su 

superficie total. La paligorskita es clasificada como un filosilicato por su lámina 

bidimensional tetraédrica continua; cada lámina está conectada a la siguiente mediante 

la inversión de los tetraedros de SiO4 a lo largo de uniones de Si-O-Si cada 5 posiciones 

[50]. 

1.5.2. Composición química de la paligorskita 

La arcilla de paligorskita está compuesta principalmente de óxido de silicio (sílice), 

aluminio y magnesio hidroxilado e hidratado, teniendo un formula química idealizada: 

Si8O20(Al2Mg22)(OH)2•(OH2)4•4H2O. En la tabla 1 se presenta la composición química 

teórica de la paligorskita. 
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Tabla 1. Composición química de la paligorskita [51]. 

 

Elemento 
 

Cantidad (%) 
 

SiO2 
 

55.95 

Al2O3 9.60 
MgO 9.90 
Fe2O3 6.20 
K2O 1.30 

Na2O 0.40 
CaO 2.15 
MnO 0.30 
TiO2 0.50 
H2O 11.10 

 

Las hojas tetraédricas de la paligorskita presentan sustitución de algunos átomos 

de Si por Al, sin embargo, la sustitución más importante tiene lugar en la porción 

octaédrica, en la cual tres átomos de Mg remplazan a dos de Al sin que se produzca 

déficit de carga [52]. Sin embargo, las sustituciones parciales de Al por Si generan que la 

parte octaédrica tenga una carga positiva [53]. 

1.6. Aminoácidos  

Desde el punto de vista químico, los aminoácidos son ácidos orgánicos con un 

grupo amino en posición alfa. Según esta definición, los cuatro sustituyentes 

característicos del carbono alfa (C) en un aminoácido son el grupo amino, el grupo 

carboxilo, un átomo de hidrógeno y una cadena lateral, que se representa como R (figura 

10) [54]. 

O H

O

C

H

R

N

H

HGrupo amino

Grupo carboxilo
 

Figura 10. Estructura general de los aminoácidos. 

 Los elementos químicos clave de un aminoácido son carbono (C), hidrógeno (H), 

oxígeno (O) y nitrógeno (N), aunque otros elementos pueden encontrase en las cadenas 

laterales de ciertos aminoácidos. Se conocen unos 500 aminoácidos naturales (aunque 

solo 20 forman parte de las proteínas, tabla 2) y se clasifican de muchas maneras; una 

de ellas es según la ubicación de los grupos funcionales estructurales centrales: 
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aminoácidos alfa-(α-), beta-(β-), gamma-(γ-) o delta-(δ-). Otras clasificaciones se 

relacionan con la polaridad, el nivel de pH y el tipo de grupo de cadena lateral (alifático, 

acíclico, aromático, con hidroxilo o azufre, etc.) [55].  

Tabla 2. Aminoácidos esenciales y no esenciales [56]. 

 

Clasificación 
 

Aminoácidos 
 

Clasificación  
 

Aminoácidos  

Esenciales 

• Histidina (His) 

No esenciales 

• Glutamina (Gln)  

• Isoleucina (Ile) • Alanina (Ala) 

• Leucina (Leu)  • Arginina (Arg) 

• Lisina (Lys) • Glicina (Gly) 

• Metionina (Met) • Cisteína (Cys) 

• Fenilamina (phe) • Prolina (Pro) 

• Triptófano (Trp)  • Serina (Ser) 

• Valina (Val) • Tirosina (Tyr) 

 • Treonina (Thr) • Ácido aspártico (Asp)  

  • Ácido glutámico (Glu)  

• Asparagina (Asn) 
 

1.6.1. Aminoácidos en las plantas 

Los aminoácidos cumplen una serie de funciones primordiales en las plantas (tabla 

3), principalmente para ayudarlas a superar situaciones de estrés y situaciones de gran 

actividad metabólica como las que se producen en las fases de brotación, floración, 

fructificación, etc. [57]. Además de participar en las funciones metabólicas, estos 

compuestos mejoran el proceso de respiración y fotosíntesis [58].  

Tabla 3. Aminoácidos y su función en las plantas [59]. 

 

Clasificación 
 

Aminoácido 
 

Función en las plantas 

 
Esenciales 

Isoleucina 

• Mejora los tejidos de la planta  

• Síntesis de clorofila  

• Producción de energía  

Leucina 

• Ayuda en la fecundación 

• Mejora la calidad del fruto  

• Mecanismo de resistencia  

Lisina 

• Ayuda al mecanismo de resistencia 

• Fuente de nitrógeno  

• Resistencia a situaciones adversas 

Metionina  

• Incrementa producción de cultivo 

• Favorece crecimiento radical  

• Asimilación de nitratos  
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Fenilalanina  
• Precursor de alcaloides  

• Ayuda la pigmentación de la planta  

Treonina  

• Ayuda al crecimiento de la planta  

• Ayuda al metabolismo celular 

• Fuente de energía para la planta  

Triptófano  • Precursor de alcaloides  

Valina   
• Mecanismo de resistencia  

• Promueve a germinación de semillas  

Histidina   
• Protege a la planta de radiación  

• Biosíntesis de triptófano  

No esenciales 

Alanina  
• Potencia la síntesis de la clorofila 

• Aumenta la actividad fotosintética 

Tirosina 
• Precursor de alcaloides  

• Provee energía a la planta  

Aspartato  • Procesos metabólicos de la planta 

Cisteína  
• Acción antifúngica  

• Resistencia condiciones abióticas  

Ácido Glutámico 

• Precursor de otros aminoácidos  

• Estimula el crecimiento de hojas  

• Mecanismos de resistencia  

• Aumenta el poder germinativo  

• Estimula el crecimiento de raíces  

Glutamina  • Asimilación de nitrógeno  

Glicina  

• Interviene en la síntesis de proteínas  

• Pilar estructural de la clorofila 

• Favorece la formación de brotes 

• Formación del tejido foliar   

Prolina  

• Equilibrio hídrico de la planta  

• Aumenta la germinación  

• Mantiene la fotosíntesis  

Serina  • Ayuda al mecanismo de resistencia  

Asparagina   • Transporte de nitrógeno  

Arginina  

• Estimula el crecimiento de raíces  

• Mejora la asimilación de nutrientes  

• Precursor de auxinas  
 

1.6.1.1. Glicina (Gly) 

La glicina es el aminoácido, de los 20 proteicos, con la estructura más simple de 

todos (figura 11). Este tiene un solo átomo de hidrógeno como cadena lateral, tiene la 

apariencia de un sólido cristalino incoloro y de sabor dulce, y es el único aminoácido 

proteinógeno aquiral (sitio donde es posible tener dos configuraciones diferentes). Por su 

dimensión molecular compacta (cadena lateral mínima de un solo átomo de hidrógeno), 

este aminoácido puede estar en entornos hidrofílicos o hidrofóbicos [60]. 
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NH2
OH

O

 

Figura 11. Estructura química de la glicina. 

 Como molécula bifuncional, la glicina reacciona con muchas sustancias, sus 

reacciones se pueden clasificar en centradas en el N y centradas en el carboxilato. La 

función principal de la glicina es ser un aminoácido precursor de proteínas, la mayoría de 

éstas incorporan pequeñas cantidades de glicina [61]. 

1.6.1.2. Ácido glutámico (Glu) 

El ácido glutámico es uno de los 20 aminoácidos más abundantes en la naturaleza, 

la figura 12 presenta su estructura química. El ácido glutámico puede existir en forma de 

glutamato libre o unido con otros aminoácidos formando péptidos. Las proteínas animales 

pueden contener del 11 al 20% en peso de ácido glutámico, mientras que las proteínas 

vegetales alcanzan hasta el 40% en peso; por lo tanto, el ácido glutámico se encuentra 

en gran variedad de alimentos [62]. 

OH

NH2

OH

O O

 

Figura 12. Estructura química del ácido glutámico. 

El metabolismo del ácido glutámico en las plantas es de gran importancia, ya que 

este aminoácido es una molécula central para la síntesis de otros aminoácidos; por 

ejemplo, tanto la estructura carbonada, como el grupo amino son la base para la síntesis 

de otros aminoácidos como la arginina y prolina, además el grupo amino del ácido 

glutámico está involucrado en la asimilación de amonio en las plantas [63]. 

1.7. Métodos químicos para la determinación de la presencia de aminoácidos 

Existen diferentes métodos para la determinación cualitativa o cuantitativa de 

aminoácidos; algunos suelen ser muy generales, pero es posible discriminar entre los 

diferentes tipos de estos compuestos. Cada uno de estos métodos utiliza reactivos que 
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reaccionan con los aminoácidos de manera específica, generando características 

específicas necesarias para su detección [64]. 

Los diversos métodos van desde la determinación del grupo amino libre (método 

de la ninhidrina), la detección de los núcleos aromáticos (reacción xantoproteica), hasta 

los métodos de cromatógrafos (HPLC) que son capases de detectar la presencia de estos 

aminoácidos en cantidades pequeñas [65, 66]. 

1.7.1. Método de reacción con ninhidrina 

La ninhidrina (hidrato de tricetohidrilideno) reacciona con los aminoácidos en 

medio acido (pH 3-4) y en caliente, produciendo amoniaco, dióxido de carbono y un 

complejo de color púrpura-azulado (dicetohidrindilideno) (figura 13). Este compuesto de 

color púrpura azulado absorbe a una longitud de onda de 570 nm, siendo la cantidad de 

aminoácido presente en la muestra, proporcional a la intensidad del color púrpura azulado 

[67]. 
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Ninhidrina                             Aminoácido                                 Hidrindantina

CO2

             Ninhidrina                                                     Hidrindantina                                     Complejo de color purpura-azulado

 

Figura 13. Esquema de la reacción de ninhidrina con aminoácidos. 

La mayoría de los aminoácidos reaccionan con la ninhidrina en dos etapas: 

durante la primera la ninhidrina provoca la descarboxilación oxidativa de los aminoácidos 

produciendo amoniaco y hidrindantina, y en la segunda etapa el amoniaco se combina 

con una molécula de hidrindantina y otra molécula de ninhidrina formándose el complejo 

púrpura [68]. 
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1.8. Sistemas de liberación controlada en la agricultura 

Los sistemas de liberación controlada son principalmente utilizados en el campo 

de la farmacología; sin embargo, con la alta demanda en la industria de la agricultura 

(figura 14) se ha empezado a implementar este tipo de sistemas con el fin de reducir el 

uso de grandes cantidades de nutrientes y agroquímicos en las plantas. Este tipo de 

sistemas se encarga de dosificar y administrar el ingrediente activo con el fin de tener 

menores pérdidas, principalmente por degradación [69].  

 

Figura 14: Número de patentes sobre sistemas de liberación controlada de agro-químicos solicitadas en 
los últimos 20 años (1997-2017), y países responsables del mayor ingreso de dichas solicitudes [70]. 

Las ventajas de los sistemas de liberación controlada se dan principalmente en la 

reducción de la pérdida de los ingredientes activos, logrando aprovechar estos al máximo, 

y generando de forma gradual un incremento de los rendimientos y eficiencias de la 

producción agrícola [71]. Por tanto, este tipo de sistemas abre nuevos campos de 

desarrollo en la agricultura además de mitigar los difíciles problemas de contaminación 

en suelos por el uso excesivo de agroquímicos [72]. 

1.8.1. Uso de sistemas de liberación controlada en plantas 

Los ingredientes activos de las formulaciones convencionales para la nutrición en 

plantas son generalmente mezclados con sustancias inertes que proveen mayor 

seguridad en su manejo y aplicación. Sin embargo, el ingrediente activo es liberado 
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inmediatamente, siendo este el principal problema en estas formulaciones, 

produciéndose una rápida pérdida por degradación o lixiviación del principio activo, por 

lo cual se han implementado sistemas que permiten una liberación controlada (figura 15) 

[73]. 

 

Figura 15. Mecanismos de aplicación de a) ingredientes activos convencionales y b) uso de sistemas de 
liberación controlada. 

Los mecanismos de liberación para la nutrición en plantas de los productos 

convencionales suelen ser de forma rápida, generando pérdidas del ingrediente activo en 

un 30 o 70% [74]. Por eso el uso de los sistemas de liberación controlada en la agricultura 

ha estado en auge la última década, ya que en comparación con los nutrientes líquidos 

su liberación es controlada provocando así menores pérdidas y mayor aprovechamiento 

del ingrediente activo (figura 16), además de disminuir un problema recurrente con el 

excesivo uso de agroquímicos [75]. 

 

Figura 16. Comparación de procesos de liberación a) liberación convencional                                                  
y b) liberación controlada. 

a) 

b) 
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1.9. Modelos cinéticos para la liberación controlada de un principio activo 

Los perfiles de liberación en una cinética pueden ser analizados con la 

implementación de varios modelos cinéticos, como lo son de orden cero, primer orden, 

Fick, Higuchi, Korsmeyer-Peppas y Multi-etapas [76]. Estos modelos coadyuban al 

entendimiento de la cinética de liberación de un ingrediente activo. 

1.9.1. Modelo de Orden Cero 

Este modelo es el más utilizado, ayudando a describir el mecanismo de liberación 

del ingrediente activo en sistemas donde el proceso es constante durante un periodo de 

tiempo, asumiendo que la superficie de la matriz polimérica que contiene el ingrediente 

activo permanece sin cambios considerables durante la liberación [77]. Este modelo está 

dado por la ecuación 1: 

𝑄𝑡 = 𝑄0 + 𝐾0𝑡                                                              (1) 

Donde: 

Qt es la cantidad del ingrediente activo disuelto en el tiempo t 

Q0 es la cantidad de ingrediente activo inicial (la mayoría de las veces Q0=0) 

K0 es la contante de liberación 

1.9.2. Modelo de Primer Orden 

Este modelo es usado en los sistemas de liberación controlada para describir los 

procesos de absorción y liberación de algunos ingredientes activos en matrices porosas, 

asumiendo que la velocidad de liberación depende de la concentración del ingrediente 

activo [78], este modelo está dado por la ecuación 2:  

𝐿𝑜𝑔𝐶𝑡 = 𝐿𝑜𝑔𝐶0 −
𝑘1

2.303
𝑡                                                  (2) 

Donde: 

Ct es la cantidad de fármaco remanente al tiempo t 

C0 es la cantidad inicial de ingrediente activo en la solución 

k1 es la constante de liberación de primer orden 
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1.9.3. Modelo Aproximación (Segunda ley de Fick) 

Este modelo se utiliza para predecir como la concentración del principio activo 

varía con respecto al tiempo [79] durante su difusión; asume que la velocidad de difusión 

de una sustancia a través de la matriz que lo contiene es directamente proporcional a la 

superficie de absorción y al gradiente de concentración de este. Durante un estudio de 

liberación en partículas se utiliza este modelo (ecuación 3) para explicar el 

comportamiento de difusión de un fluido en una dirección a través de una matriz porosa 

[80].   

𝑀𝐹(%) = 𝑀𝑚 ∗ {1 − 𝑒
[−7.3(

𝐷∙𝑡
𝐿2
)
0.75

]
}                                         (3) 

Donde: 

MF es el porcentaje de ingrediente activo al tiempo t 

Mm es el porcentaje de ingrediente activo liberado  

D es el coeficiente de difusión en (mm2/h) 

L es el radio de las microesferas 

1.9.4. Modelo de Higuchi 

Este modelo asume que la difusión del ingrediente activo se da en una sola 

dimensión, aseverando que la disolución e hinchamiento de la matriz es despreciable y 

que la velocidad de difusión es constante [81]; es uno de los modelos más utilizados en 

los procesos de liberación de principios activos que son semi solubles o muy solubles en 

medios acuosos [82]. Este modelo está dado por la ecuación 4: 

𝑄𝑡 = 𝑘𝐻𝑡
1
2                                                                (4) 

Donde: 

Qt es la cantidad del ingrediente activo disuelto en el tiempo  

t es el tiempo  

kH es la constante de disolución de Higuchi 
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1.9.5. Modelo de Korsmeyer-Peppas 

Este modelo es utilizado para describir el mecanismo de liberación de un principio 

activo en un sistema que presenta erosión o disolución de la matriz que lo contiene, así 

mismo, ha sido implementado para analizar la parte fickiana y no fickiana en procesos de 

liberación en sistemas poliméricos que pueden o no hincharse [83], este modelo está 

dado por la ecuación 5:   

𝑀𝑡

𝑀∞
= 𝑘𝑟𝑡

𝑛                                                               (5) 

Donde: 

Mt/M∞ corresponde a la fracción del ingrediente activo liberado al tiempo t 

kr es la contante de liberación 

n corresponde al exponente del coeficiente de difusión 

1.9.6. Modelo Multi-etapas 

Este modelo fue propuesto para describir principalmente los procesos de difusión 

en partículas con forma esférica que presentan un tipo de difusión anómala (no-fickiana), 

en la cual se observan dos fenómenos diferentes [84]. Un proceso de liberación en dos 

etapas tiene un proceso rápido de difusión que se rige por la segunda ley de Fick (difusión 

fickiana), y un proceso de difusión lenta que es resultado de la relajación de la matriz que 

contiene un principio activo (difusión no fickiana) [85]. Este modelo está dado por la 

ecuación  

𝑀𝑡 = 𝑀𝐹(𝑡) +∑𝐶𝑛

𝑁

𝑛=1

𝑀𝑅(𝑡; 𝛽)                                           (6) 

Donde: 

Mt es la cantidad de ingrediente activo liberado al tiempo t de la parte no-Fickiana 

MF es la cantidad de ingrediente activo liberado al tiempo t de la parte Fickiana  

Cn es una constante 

MR es la parte no-Fickiana de la liberación del ingrediente activo 

β es el inverso del tiempo de relajación 
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1.10. Fitotoxicidad 

La fitotoxicidad es la expresión fenológica que se produce por una afección 

metabólica en las plantas generada por factores físico-químicos, bióticos o abióticos. 

Estas afecciones pueden producirse en distintos órganos de la planta (figura 17) y suelen 

manifestarse en una serie de diferentes síntomas, siendo principalmente observables en 

las hojas, presentándose como quemazón o clorosis en las puntas y las consecuencias 

de estas afecciones pueden generar un retraso en el desarrollo de la planta hasta la 

pérdida de la misma [86]. 

 

Figura 17. Síntomas de fitotoxicidad en hojas de Soja. 

Este término se utiliza para describir el grado tóxico que puede causar un desorden 

fisiológico en las plantas, viéndose reflejado en el aspecto, desarrollo, vigor y 

productividad de éstas [87]. Esto puede ser causado por diversos factores, principalmente 

por el uso de compuestos químicos, altas dosis de pesticidas, acumulación de metales 

pesados, niveles altos de hidratación, salinidad, etc. [88]. 

1.10.1. Condiciones que pueden generar fitotoxicidad en las plantas 

Condiciones de la planta: Generalmente las plantas al verse bajo los efectos de 

estrés biótico producen especies reactivas de oxígeno (ERO); éstas se consideran como 

una de las principales señalizaciones de estrés en las plantas. Los efectos producidos 

pueden desencadenar en reacciones bioquímicas que producirán una serie de afecciones 

en las plantas, mostrando así síntomas visibles de fitotoxicidad [89]. 
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Condiciones del suelo: Una de las principales causas que generan problemas 

de daño o estrés en las plantas es el uso excesivo de productos agrícolas en los suelos, 

los cuales producen efectos fitotóxicos por la toxicidad del producto acumulándose en los 

tejidos de la planta [90]. 

Condiciones ambientales: Por lo general, la mayoría de los factores ambientales, 

como las altas y bajas temperaturas, lluvias excesivas, radiación solar, etc., generan 

condiciones de estrés en las plantas, dañando los componentes de ciertas células que 

inactiva sus funciones, generando cierto daño de fitotoxicidad [91].  
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2. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

 

 
 

 
 

2.1. Materiales 

Matrices poliméricas 

• Quitosano (QUI): grado industrial con peso molecular de 220,000 kDa y grado de 

desacetilación superior al 80% suministrado por Vepinsa. 

• Polietilenglicol (PEG): Grado reactivo con peso molecular 3600-4400 g/mol de la 

marca Sigma Aldrich. 

• Alginato de sodio (ALG): grado alimenticio de la marca Deiman.  

• Poli (ácido láctico) (PLA): grado extrusión con un peso molecular de 170,000 g/mol 

suministrado por Natureworks LLC.   

• Cera de abeja refinada (CAB): 90% de pureza suministrada por Acofarma. 

Aminoácidos 

• Glicina (Gly) - 99% de pureza marca Sigma Aldrich. 

• Ácido glutámico (Glu) - 99% de pureza marca Sigma Aldrich.   

Nano-arcillas 

• Paligorskita (Pal): recolectada en una cantera a cielo abierto en las afueras de la 

ciudad de Ticul en el estado de Yucatán. 

2.2. Métodos preliminares para la preparación de las microesferas de QUI, PEG, 
ALG, PLA y CAB y su caracterización morfológica por microscopía 

Las microesferas (matriz polimérica) y las microesferas híbridas (matriz 

polimérica/nano-arcillas) fueron preparadas con las metodologías que describen a 

continuación. En el caso de las microesferas híbridas, la paligorskita (Pal) purificada 

(anexo l) se agregó durante la disolución de la matriz polimérica, en cada uno de los 

sistemas se utilizaron porcentajes de 0, 5 y 10% (p/p) de arcilla con respecto al peso de 

la matriz polimérica.  
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2.2.1. Metodología para la obtención de las microesferas de QUI 

El método fue desarrollado por Tanoo et al. [92], modificado por Dhawan et al. [93] 

y se basa en la formación de una emulsión de agua en aceite (w/o): 

• Una mezcla de 0.5 g de quitosano con 5 y 10% de Pal (p/p) se disolvió en 10 ml 

de una solución acuosa de ácido acético glacial al 2 % (v/v). 

• La mezcla se mantuvo en agitación constante a 1500 rpm a temperatura ambiente, 

hasta obtener una buena homogenización.   

• Se mezclaron 40 ml de parafina líquida y 57 mg del emulsificante Span80 y se 

agitaron durante 30 min a 500 rpm.  

• Posteriormente, la mezcla de quitosano y aminoácidos fue agregada a la mezcla 

de parafina/Span80 y se mantuvo en agitación constante a 2000 rpm durante un 

tiempo de 30 min. 

• Una vez que transcurrió el tiempo, se agregaron 950 µl del agente entrecruzante 

(glutaraldehído) a la mezcla y se mantuvo en agitación a 2000 rpm durante 3 h 

manteniendo una temperatura constante de 60 ºC. 

• Una vez que se formaron las microesferas de QUI se realizaron tres lavados con 

hexano de 10 ml para eliminar la parafina. 

• Posteriormente fueron secadas en una estufa de convección a una temperatura 

de 80 °C te durante 24 h. 

 

2.2.2. Metodología para la obtención de las microesferas de PEG 

Las microesferas de polietilenglicol se prepararon con el método de evaporación 

de solvente en emulsión de aceite en agua [94]. 

• 2 g de polietilenglicol y 5 y 10% de Pal (p/p) fueron mezclados en 10 ml de 

cloroformo (triclorometano). 

• Esta solución orgánica fue añadida a 100 ml de una solución acuosa de alcohol 

polivinílico (PVA) al 0.1% (p/v), a 5 ºC. 

• La mezcla se puso en agitación magnética a 4500 rpm durante 5 min a 5 ºC para 

generar una emulsión de aceite en agua.  
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• La emulsión obtenida se añadió en 200 ml de solución acuosa de PVA al 0.1% 

(p/v). 

• La mezcla a temperatura ambiente fue puesta en agitación magnética constante 

de 500 rpm durante 24 h para evaporar el cloroformo. 

• Las microesferas fueron separadas por centrifugación y se les realizó un lavado 

por triplicado con agua destilada.  

• Las microesferas se pusieron a secar a temperatura ambiente y se almacenaron 

a 5 ºC hasta su uso. 

 

2.2.3. Metodología para la obtención de las microesferas de ALG 

Las microesferas de alginato se prepararon mediante la técnica de 

emulsificación/gelificación [95]. 

• Se disolvieron 1 g de alginato y 5 y 10% de Pal (p/p) en 30 ml de agua destilada y 

se mantuvo en agitación magnética a 1000 rpm durante 1 h a una temperatura de 

60º C. 

• Se preparó una mezcla de 65 ml de parafina líquida y 1.4 ml del emulsificante 

Span80 y se mantuvo una agitación a 500 rpm hasta obtener una buena 

homogenización. 

• La mezcla de Parafina/Spamn80 se agregó a la solución de alginato para formar 

una emulsión, la cual se mantuvo en agitación constante a 1000 rpm durante 1 h 

a una temperatura de 60º C. 

• Transcurrido este tiempo se agregaron 13 ml de parafina que contenían 0.5 ml de 

ácido acético glacial y se mantuvo la agitación y temperatura del paso anterior 

durante 30 min. 

• Se preparó una solución con 1 g cloruro de calcio en 50 ml de agua destilada; 

posteriormente, esta solución se vertió en la emulsión y se agitó para precipitar las 

microesferas de alginato. 

• Las microesferas fueron lavadas en dos ocasiones con éter de petróleo y 

posteriormente se realizó una serie de lavados con agua destilada.  
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• Las microesferas se pusieron en agua destilada ya que requieren estar hidratadas 

hasta su uso. 

 

2.2.4.  Metodología para la obtención de las microesferas de PLA 

Las microesferas de poli(ácido láctico) se prepararon según la metodología 

propuesta por Cohen et al. [96] usando el método de doble emulsión con evaporación de 

solvente: 

• Se disolvió 1 g de PLA junto con 5 y 10% de Pal (p/p), respectivamente, en 15 ml 

de diclorometano manteniendo una agitación constante de 500 rpm a temperatura 

ambiente. 

• Se preparó una solución de poli(alcohol vinílico), disolviendo 0.9 g en 90 ml de 

agua destilada. 

• Transcurrido este tiempo, la mezcla de PLA con Pal fue agregada a la solución de 

PVA y se puso en agitación de 2000 rpm a temperatura ambiente durante 4 h. 

• Posteriormente se detuvo la agitación y la mezcla se dejó en una campana de 

extracción durante 24 h para evaporar el diclorometano. 

• Una vez eliminado por completo el diclorometano se realizó una serie de lavados 

a las microesferas con agua destilada. 

• Las microesferas se recuperaron mediante filtración con bomba de vacío y fueron 

puestas a secar en una estufa de convección a 80 °C durante 24 h. 

 

2.2.5. Metodología para la obtención de las microesferas de CAB 

Para la obtención de las microesferas de cera de abeja se utilizó la técnica de 

emulsión de aceite en agua [97]:  

• Se preparó una solución de lauril sulfato de sodio al 0.02 % (p/v) en agua 

desionizada, manteniéndose en agitación magnética a 1000 rpm a una 

temperatura de 80º C. 

• En un crisol se colocaron 2 g de cera de abeja y 0.05 g de alcohol estearílico. 

• Posteriormente, se puso a baño maría hasta que la cera y el alcohol se fundieran 

por completo.  
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• Una vez fundidos se mantuvieron en agitación contante a 100 rpm durante 30 min. 

• Transcurrido el tiempo se agregaron el 5 y 10% de Pal (p/p) y se mantuvo en 

agitación hasta obtener una mezcla homogénea. 

• Una vez que se obtuvo una mezcla homogénea, la fase fundida se añadió a la 

solución de lauril sulfato de sodio y se mantuvo una agitación constante a 1000 

rpm durante 1 h a 80 ºC para generar una emulsión. 

• Una vez transcurrido el tiempo de agitación de la emulsión, se agregaron 100 ml 

de agua destilada a 4 ºC para producir un choque térmico y obtener las 

microesferas. 

• Después de que la emulsión se estabilizó a temperatura ambiente, las 

microesferas fueron recuperadas por filtración al vacío en un papel filtro. 

• Las microesferas obtenidas fueron lavadas tres veces con agua destilada para 

eliminar los restos de los componentes de la emulsión. 

• Una vez lavadas se pusieron a secar durante 24 h a temperatura ambiente. 
 

2.2.6. Caracterización morfológica de las microesferas de QUI, PEG, ALG, PLA y 
CAB 

Microscopia óptica (MO) fue empleada para la caracterización morfológica de las 

diversas microesferas obtenidas durante las pruebas iniciales con el fin de verificar si 

cumplen con los parámetros de morfología esférica y distribución de tamaño deseado.  

• Se colocó una pequeña muestra de microesferas en un portaobjetos y se adicionó 

una gota de parafina líquida. 

• El portaobjetos se colocó en la plataforma del microscopio para la observación de 

las microesferas. 

• Se tomaron micrografías con amplificaciones de 10 y 20x. 

• Para determinar la distribución de tamaños en las micrografías se realizó un 

análisis de imágenes con los programas Image-ProPlus y Minitab19. 

 

2.3. Métodos optimizados para la preparación de las microesferas de QUI y PLA 

Las microesferas (matriz polimérica) y microesferas híbridas (matriz 

polimérica/nano-arcillas/aminoácido) fueron preparadas con las metodologías que se 



32 
 

describen a continuación. En el caso de las microesferas híbridas, la paligorskita (Pal) y 

los aminoácidos Glicina (Gly) y ácido glutámico (Glu) fueron agregados durante la 

disolución de la matriz polimérica, en cada sistema se utilizaron porcentajes de 0, 1 y 

2.5% (p/p) nano-arcillas con respecto al peso de la matriz polimérica y 100 mg de cada 

uno de los aminoácidos. 

2.3.1. Metodología para la obtención de las microesferas hibridas de QUI 

El método fue desarrollado por Tanoo et al. [92], modificado por Dhawan et al. [93] 

y se basa en la formación de una emulsión de agua en aceite (w/o): 

• Se disolvieron 0.5 g de quitosano con 1 y 2.5% de Pal (p/p) y 100 mg del 

aminoácido Gly y/o Glu en 10 ml de una solución acuosa de ácido acético glacial 

al 2 % (v/v) y se mantuvieron en agitación constante a 3000 rpm a temperatura 

ambiente, hasta obtener una buena homogenización.   

• Se mezclaron 40 ml de parafina líquida y 57 mg del emulsificante Span80 y se 

agitaron durante 15 min a 1000 rpm.  

• Posteriormente, la mezcla de quitosano y aminoácidos fue agregada a la mezcla 

de parafina/Span80 y se mantuvo en agitación constante a 2000 rpm durante un 

tiempo de 15 min. 

• Una vez que transcurrió el tiempo, se agregaron 950 µl del agente entrecruzante 

(glutaraldehído) a la mezcla y se mantuvo en agitación a 2000 rpm durante 3 h 

manteniendo una temperatura constante de 60 ºC. 

• Después de formadas las microesferas de QUI se realizaron cinco lavados con 

hexano de 10 ml para eliminar la parafina. 

• Posteriormente fueron secadas en una estufa de convección a una temperatura 

de 80 °C te durante 24 h. 

 

2.3.2. Metodología para la obtención de las microesferas hibridas de PLA 

Las microesferas de PLA se prepararon según la metodología propuesta por 

Cohen et al. [96], usando el método de doble emulsión con evaporación de solvente: 
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• Se disolvieron 100 mg de los aminoácidos Gly y/o Glu en 10 ml de agua destila 

manteniendo una agitación constante a 500 rpm hasta obtener una buena 

homogenización. 

• Se disolvió 1 g de PLA en 15 ml de diclorometano manteniendo una agitación 

constante de 1000 rpm a temperatura ambiente. 

• Se preparó una solución de poli(alcohol vinílico), disolviendo 0.9 g en 90 ml de 

agua destilada. 

• La solución de aminoácidos fue agregada a la mezcla de PLA y se mantuvo en 

agitación durante 20 min a temperatura ambiente. 

• Transcurrido este tiempo, la mezcla de PLA con los aminoácidos Gly y/o Glu fue 

agregada a la solución de PVA y se puso en agitación de 2500 rpm a temperatura 

ambiente durante 1 h. 

• Transcurrido este tiempo se detuvo la agitación y la mezcla se dejó en una 

campana de extracción durante 16 h para evaporar el diclorometano. 

• Una vez eliminado por completo el diclorometano se realizaron dos lavados a las 

microesferas con agua destilada. 

• Las microesferas se recuperaron mediante decantación y fueron puestas a secar 

en una estufa de convección a 80 °C durante 24 h. 

 

2.4. Caracterización fisicoquímica de las microesferas de QUI y PLA 

La caracterización fisicoquímica de las microesferas de QUI y PLA se realizó con 

microscopia electrónica de barrido (SEM), tamaño de partícula Coulter (TP), grado de 

hinchamiento (GH) y difracción de rayos X (XRD). 

2.4.1.  Microscopia electrónica de barrido (SEM) 

Las micrografías SEM muestran la forma esférica de las microesferas y el estado 

de su superficie. 

• Aproximadamente 10 mg de cada una de las microesferas a analizar fueron 

secados a una temperatura de 100 °C durante 24 h y se almacenaron en un 

desecador. 
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• Aproximadamente 2 mg de las microesferas secas se depositaron sobre un 

portamuestra circular con cinta adhesiva doble cara de carbono.  

• El portamuestras se introdujo en la cámara sputering y se depositó un 

recubrimiento de 1-100 nm de oro, para asegurar una buena conductividad. 

• El portamuestras se coloca en la cámara de observación del microscopio JEOL 

modelo JSM-6360 LV.  

• El voltaje utilizado fue de 20,000 V y una distancia focal de 3 mm, el detector es 

de silicio dopado con litio.  

• Las micrografías se generaron a amplificaciones de 10,000 y 20,000x. 

 

2.4.2. Tamaño de partícula por el método Coulter® (TP). 

El tamaño de partícula de las microesferas se obtuvo con la técnica de medición 

Coulter. De esta forma se determinó si el tamaño de las diferentes microesferas estaba 

dentro del intervalo de 50 a 500 µm. 

• Se agregaron 12 ml de etanol al 75% en la celdilla Coulter hasta cubrir los lentes 

laterales y fue cerrada herméticamente. 

• La celdilla se colocó en el analizador de partícula Coulter® LS100Q, y fue iniciada 

la agitación hasta alcanzar la máxima potencia, una vez alcanzada, el equipo fue 

calibrado hasta alcanzar una oscuración de 7 a 11%.  

• La celdilla se retiró y se colocaron en la celdilla aproximadamente de 10 a 20 mg 

de las microesferas a analizar. 

• Posteriormente se agitó la celdilla a máxima potencia hasta lograr una buena 

dispersión de las microesferas. 

• Una vez conseguida una buena dispersión se colocó la celda con la muestra en el 

equipo, se esperó a que se estabilice y se alcance de 7 a 11 % de oscuración. 

• Una vez alcanzado este intervalo de oscuración se corrió la muestra por triplicado 

con un tiempo de prueba de 60 s cada una, y en un intervalo de tamaños de 

partícula de 0.375 a 948.2 µm. 

• Una vez finalizado el tiempo de prueba, se calculó el promedio de las tres corridas 

para obtener la distribución de tamaños de partícula de las microesferas. 
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2.4.3. Porcentaje de hinchamiento y absorción de agua (PH y PA) 

El grado de hinchamiento y absorción de agua de las microesferas se midió con la 

técnica de inmersión en agua y etanol propuesta por Nunthanid et al. [98]. 

• 100 mg de las microesferas se secaron durante 24 h a una temperatura de 100 °C 

para eliminar toda la humedad presente. 

• Los 100 mg de las microesferas secas se pusieron en viales herméticos y se 

agregó 10 ml de etanol al 70% a una temperatura de 35 °C y se dejaron reposar 

durante 24 h. 

• Transcurrido este tiempo, las microesferas son recuperadas y el exceso de etanol 

se eliminó con papel secante e inmediatamente se pesaron.  

• Posteriormente las microesferas se secaron a 100 °C durante 24 h en un horno de 

convección y se pesan nuevamente. 

 

2.4.4. Fase cristalina de la Paligorskita por difracción de rayos X (XRD) 

Esta técnica se utilizó para determinar la presencia de la Paligorskita en las 

microesferas de QUI y PLA mediante la identificación de la fase cristalina de las arcillas.  

• Se secaron aproximadamente 200 mg de las microesferas en una estufa de 

convección a 100 °C durante 24 h. 

• Las microesferas se depositaron en viales herméticos y se almacenaron en un 

desecador para evitar que captaran humedad. 

• Posteriormente las microesferas fueron maceradas en un mortero de ágata hasta 

obtener un polvo fino homogéneo. 

• Las microesferas maceradas se colocaron en el portamuestras de aluminio del 

difractómetro y se realizó un barrido de 2θ de 3 a 60° a un paso de 0.02° en un 

lapso de 1.5 s en un difractómetro D2 Phaser Marca BRUKER equipado con un 

ánodo CuKα. 
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2.4.5. Determinación cualitativa y cuantitativa de los aminoácidos Gly y Glu en las 
microesferas de QUI y PLA 

La presencia cualitativa y cuantitativa de los aminoácidos Gly y Glu en las 

microesferas de QUI y PLA se determinó con las técnicas de espectroscopia infrarroja 

con transformada de Fourier (FTIR) y espectrofotometría UV-visible. 

2.4.5.1. Espectrofotometría Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR) de Gly 
y Glu 

La presencia de los aminoácidos Gly y Glu en las microesferas híbridas se realizó 

mediante la identificación de los diferentes grupos funcionales de éstos.   

• 10 mg de cada una de las microesferas fueron secados en una estufa de 

convección durante 24 h a una temperatura de 100 °C.   

• 100 mg de KBr y 0.1 mg de microesferas se mezclaron y maceraron en un mortero 

de ágata hasta obtener un polvo fino.  

• La mezcla macerada se colocó en un pastillador y fue prensada durante 7 min con 

una presión de 3 Ton. 

• Las pastillas resultantes fueron puestas a secar en una estufa de convección a 

una temperatura de 100 °C durante 24 h. 

• Transcurrido el tiempo de secado las pastillas se colocaron en un desecador con 

el fin de que no absorban humedad.  

• Posteriormente cada una de las pastillas fueron introducidas en el 

espectrofotómetro Thermo Scientific modelo Nicolet 8700 y se realizaron 100 

barridos con una resolución de 4 cm-1. 

 

2.4.5.2. Espectrofotometría UV-visible de Gly y Glu por el método de reacción con 
ninhidrina  

La cantidad de aminoácido capturado en las microesferas fue determinada por 

Espectrofotometría UV-visible utilizando la metodología por Yemm et al. [99] mediante la 

reacción de los aminoácidos con el reactivo ninhidrina. 

• 100 mg de microesferas se colocaron en tubos eppendorf y se les agregó 1 ml de 

etanol al 70%. 
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• Cada tubo se agitó con un vortex y se dejó reposar por 1 h. 

• Posteriormente, los tubos fueron centrifugados durante 30 min a 14,000 rpm a 

temperatura ambiente. 

• Se tomaron alícuotas de 200 µl del sobrenadante y se colocaron en tubos de 

ensayo de 10 ml, cada tubo se completó con agua destilada hasta alcanzar un 

volumen final de 1 ml y se agitaron en un vortex. 

• A cada uno de los tubos preparados se les agrego 1 ml de la solución final de 

ninhidrina (anexo ll) y se agitaron en un vortex. 

• Los tubos se colocaron en una gradilla y fueron puestos a baño maría a una 

temperatura de 90 °C durante 30 min. 

• Transcurrido este tiempo se retiraron del baño maría y se dejaron enfriar durante 

5 min. Posteriormente se les agregó 2.5 ml de una solución de alcohol isopropílico 

al 50% y se agitaron en un vortex. 

• Una vez que se homogenizó cada tubo se dejaron enfriar a temperatura ambiente 

durante 15 min. 

• Se tomaron alícuotas de 3 ml y se colocaron en una celdilla de cuarzo para leerse 

en un espectrofotómetro UV-visible Thermo Spectronic GENESYS 10UV a una 

longitud de 570 nm. 

• Para la cuantificación se utilizó una curva, usando al glutamato como estándar. 

 

2.5. Cinética de liberación de los aminoácidos Gly y Glu y modelado matemático 

Con el fin de establecer los mecanismos que rigen el proceso de liberación 

(difusión) de los aminoácidos en las microesferas se realizaron pruebas de cinética de 

liberación controlada y los datos obtenidos fueron ajustados a modelos matemáticos.  

2.5.1. Cinética de liberación controlada de los aminoácidos Gly y Glu en 
microesferas de QUI y PLA 

La cinética de liberación de los aminoácidos Gly y Glu atrapados en las 

microesferas de QUI y PLA se realizó midiendo la cantidad de los aminoácidos liberados 

con respecto al tiempo. 



38 
 

• Microesferas de QUI: se colocaron 100 mg de microesferas en una bolsa de té 

vacía previamente esterilizada y se colocó en un reactor que contiene 50 ml de 

agua destilada a temperatura ambiente. 

• Microesferas de PLA: se colocaron 100 mg de microesferas en un reactor que 

contiene 50 ml de agua destilada a temperatura ambiente. 

• Cada reactor fue tapado herméticamente para evitar algún tipo de contaminación 

que pudiera alterar la muestra. 

• Para la cinética se tomaron alícuotas de 2 ml cada 10 min durante la primera hora 

de remojo, posteriormente cada hora hasta un periodo de 6 h y finalmente cada 

24, 72, 96 y 144 h. 

• Las alícuotas de los reactores con microesferas de QUI fueron centrifugadas a 

14,000 rpm durante 10 min. 

• Para las alícuotas de los reactores con microesferas de PLA se omitió el paso 

anterior. 

• Cada una de las muestras (alícuotas) fue analizada por UV-visible con el método 

de la ninhidrina (sección 2.4.5.2).  

 

2.5.2. Metodología para el modelado matemático de la cinética de liberación de los 
aminoácidos Gly y Glu contenidos en las microesferas de QUI y PLA 

Los modelos matemáticos de la Segunda Ley de Fick [80] y Multi-etapas [85] 

fueron ajustados a los datos experimentales de la cinética de liberación de los 

aminoácidos Gly y Glu capturados en las microesferas QUI y PLA.    

2.5.2.1. Solución al modelo de Aproximación a la Segunda Ley de Fick en una 
dimensión. 

Para la solución al modelo de Aproximación a la Segunda Ley de Fick se calcularon 

los coeficientes de difusión de liberación de los aminoácidos, los cuales corresponden a 

la parte lineal de la cinética, para ello se utilizó la ecuación 7, la cual fue propuesta por 

Shen et al. [100]. 

𝐷 = 𝜋 (
𝑙

4𝑀𝑚
)
2

(
𝑀2 −𝑀1

√𝑡2 − √𝑡1
)
2

                                                        (7) 
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Donde 𝑫 es el coeficiente de difusión (mm2/h), 𝒍 es el espesor de las microesferas, 

𝑴𝒎 es el porcentaje de saturación (%) y 𝑴𝟏 y 𝑴𝟐 son los porcentajes de liberación en los 

tiempos 𝒕𝟏 y 𝒕𝟐 respectivamente. 

El porcentaje de saturación 𝑴𝒎 se obtiene del punto máximo de equilibrio en la 

gráfica de la cinética, una vez obtenidos los coeficientes de difusión y porcentajes de 

saturación, estos fueron sustituidos en la ecuación 3. 

2.5.2.2. Solución al modelo Multi-etapas 

Para el modelo Multi-etapas se necesita calcular la parte no fickiana de la cinética 

de liberación, para lo cual se utilizó la ecuación 8: 

𝐶(±𝑙, 𝑡) = [𝐶0 +∑𝐶𝑖(1 − 𝑒
−𝛽𝑖𝑡)

𝑁

𝑖=1

]                                                 (8) 

Donde 𝑪 es la concentración del aminoácido liberado en función del tiempo y del 

espesor de las microesferas, considerando parámetros viscoelásticos como el tiempo de 

relajación y el potencial químico, 𝑪𝟎 es una constante, 𝑪𝒊 es el punto de equilibrio de la 

concentración con el potencial químico y 𝜷 es la inversa del tiempo de relajación. 

Para resolver la ecuación 8 se utilizó la condición inicial 𝑪(𝒛, 𝟎) = 𝟎, −𝒍 ≤ 𝒛 ≤ 𝒍 y 

la condición de frontera 𝑪(±𝒍, 𝒕) = (𝟏 − 𝒆−𝜷𝒏𝒕); la solución se expresó como: 

𝑀𝑅(𝑡; 𝛽) = 2𝑙 ∗

{
 
 

 
 

−
8

𝜋2
∑

1− 𝑒𝑥𝑝(−𝛽𝑡)√
𝐷
𝛽𝑙2

𝑡𝑎𝑛√
𝛽𝑙2

𝐷 − 𝑒𝑥𝑝 {− [
(2𝑛 + 1)𝜋

2 ]
2

𝑡∗}

(2𝑛 + 1)2 {1 − (2𝑛 + 1)2 [
𝐷𝜋2

(4𝛽𝑙2)
]}

∞

𝑛=0

}
 
 

 
 

     (9) 

Donde 𝑴𝑹 corresponde al porcentaje de liberación no fickiano del aminoácido en 

un tiempo de liberación 𝒕. Los valores estimados de 𝑀𝑅 para 𝛽 se usaron los propuestos 

por Cai et al. [101] (1/10, 1/50, 1/100, 1/500, 1/1000, 1/5000 y 1/10000 h-1). 
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Finalmente, los valores de la parte fickiana y no fickiana de la cinética de liberación 

de los aminoácidos se sustituyeron en la ecuación 6 (sección 1.9.6), y los datos obtenidos 

fueron analizados y graficados en el programa OriginPro 8.5. 

2.6. Pruebas de fitotoxicidad in vitro de las microesferas de QUI y 
PLA/germinación de semillas, producción de biomasa y elongación radicular 

La fitotoxicidad de las microesferas cargadas con los aminoácidos fue determinada 

mediante el estudio in vitro de la germinación de semillas, producción de biomasa y 

elongación radicular en plántulas de chile habanero (Capsicum chinense).  

2.6.1. Germinación de semillas en presencia de microesferas QUI/Pal y PLA/Pal 
cargadas con los aminoácidos Gly y Glu) 

Para observar si las microesferas de QUI y PLA tienen un efecto fitotóxico, se 

realizó un estudio de germinación in vitro de semillas de chile habanero en presencia 

microesferas de QUI y PLA, de la siguiente forma: 

• En cada pocillo de una charola de germinación (15 pocillos por charola) se 

colocaron 94.5 g de vermiculita como sustrato, mezclado previamente con 1.5 % 

(Dosis 1) y 3 % (Dosis 2) p/p de microesferas. Cada pocillo se humedeció al 100% 

con 45 ml de agua destilada. 

• En cada pocillo se colocaron dos semillas previamente desinfectadas (anexo lV) 

(30 semillas por tipo de microesfera, sección 3.5) a una profundidad de 4 mm y se 

taparon completamente con la vermiculita. 

• Las charolas de germinación fueron cubiertas para evitar el paso de la luz y fueron 

colocadas en un cuarto de cultivo a una temperatura de 25-27 °C. 

• Al quinto día, las charolas de cultivo fueron descubiertas y puestas en charolas de 

drenaje a las cuales se les agrego 800 ml de agua destilada.  

• A los días 5, 12 y 29 se agregó 800 ml de agua destilada a cada charola de drenaje. 

• En los días 19, 21 y 36 las plántulas fueron fertilizadas con una solución Hoagland 

(anexo V), agregando 20 ml de la solución a cada pocillo. 

• Se calculó el porcentaje de germinación total en cada condición. 
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2.6.2. Elongación radicular de las plántulas de chile habanero cultivadas en 
presencia de las microesferas QUI/Pal y PLA/Pal cargadas con los 
aminoácidos Gly y Glu) 

La elongación radical de las plántulas de chile habanero puede ser un directo 

efecto de los aminoácidos presentes en las microesferas:  

• Cinco plántulas que crecieron con cada tipo de microesferas, como se describió 

anteriormente, fueron extraídas de las charolas de cultivo con cuidado para no 

dañar las raíces. 

• Las plántulas fueron colocadas en cajas Petri con agua destilada con el fin de 

quitar la vermiculita remanente de las raíces. 

• Una vez que las raíces de las plántulas estuvieron completamente libres de 

vermiculita se colocaron en cajas de Petri con agua corriente tratando de que las 

raíces estén completamente distribuidas. 

• Por último, se tomaron fotos de las raíces y de la parte aérea (hojas) de las 

plántulas con una cámara Nikon modelo coolpix P7000. 

 

2.6.3. Peso fresco de biomasa de plántulas de chile habanero crecidas en 
presencia de las microesferas de QUI y PLA con Pal cargadas con los 
aminoácidos Gly y Glu 

La producción de biomasa (parte aérea y radical) está directamente relacionada 

con el peso fresco de las plántulas. 

• Para el estudio se usaron cinco plántulas por cada tipo de microesfera.  

• Las plántulas previamente lavadas y libres de vermiculita fueron secadas con 

papel secante.  

• Una vez secas, las plántulas fueron divididas en parte aérea (tallo y hojas) y parte 

radical (raíz). 

• Cada parte (aérea y radical) fue pesada individual y en conjunto en una balanza 

analítica, obteniendo el peso fresco aéreo y radical. 
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3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

Los métodos empleados para la obtención de microesferas de QUI, PEG, ALG, 

PLA y CAB (con porcentajes de Pal: 5 y 10% p/p) fueron evaluados con una serie de 

pruebas preliminares con el fin de determinar si eran aptos para generar microesferas 

con una morfología y distribución de tamaño adecuados. La figura 18 presenta las 

microesferas que fueron obtenidas durante las pruebas preliminares con cada uno de los 

métodos de obtención utilizados. 

 
 
 

 

QUI - Matriz polimérica de Quitosano con 0% de paligorskita 
QUI/Pal 5% - Matriz polimérica de Quitosano con 5% de paligorskita 
QUI/Pal 10% - Matriz polimérica de Quitosano con 10% de paligorskita 
 

PEG - Matriz polimérica de Polietilenglicol con 0% de paligorskita 
PEG/Pal5% - Matriz polimérica de Polietilenglicol con 5% de paligorskita 
PEG/Pal10% - Matriz polimérica de Polietilenglicol con 10% de paligorskita 
 

ALG - Matriz polimérica de Alginato con 0% de paligorskita 
ALG/Pal5% - Matriz polimérica de Alginato con 5% de paligorskita 
ALG/Pal10% - Matriz polimérica de Alginato con 10% de paligorskita 

 

PLA - Matriz polimérica de Poli(ácido láctico) con 0% de paligorskita 
PLA/Pal5% - Matriz polimérica de Poli(ácido láctico) con 5% de paligorskita 
PLA/Pal10% - Matriz polimérica de Poli(ácido láctico) con 10% de paligorskita 
 

CAB - Matriz polimérica de Cera de abeja con 0% de paligorskita 
CAB/Pal5% - Matriz polimérica de Cera de abeja con 5% de paligorskita 
CAB/Pal10% - Matriz polimérica de Cera de abeja con 10% de paligorskita 

Figura 18. Microesferas obtenidas durante las pruebas preliminares: QUI, PEG, ALG, PLA y CAB e 
híbridas con 0, 5 y 10% de paligorskita. 
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3.1. Resultados de las pruebas preliminares de microesferas de QUI, PEG, ALG, 
PLA, CAB y QUI/Pal, PEG/Pal, ALG/Pal, PLA/Pal y CAB/Pal 
 

3.1.1. Microscopía óptica de microesferas de QUI y QUI/Pal 

La figura 19a presenta las microesferas de QUI, que tuvieron una morfología 

esférica bien definida. La figura 19b muestra las microesferas de QUI/Pal5%, donde se 

puede observar que de igual manera presentan una morfología esférica, indicando que 

la adición de 5 % de PAL no afectó el proceso de formación y que hay una buena 

interacción entre la matriz y la Pal. Las microesferas de QUI/Pal10% (figura 19c) 

presentaron una alta fragilidad, ya que éstas tienden a romperse o deformarse, sugiriendo 

que un mayor contenido de arcilla (10%) afecta el proceso de obtención, causando 

fragilidad en las microesferas. 

 

Figura 19. Micrografías ópticas de microesferas de a) QUI, b) QUI/Pal5% y c) QUI/Pal10%, en 
amplificación de 10x. 

3.1.2. Distribución de tamaño de partícula de microesferas de QUI y QUI/Pal 

La figura 20 muestra los histogramas de distribución de tamaño de las microesferas 

de a) QUI, b) QUI/Pal5% y c) QUI/Pal10%. Las microesferas de QUI (figura 20a) 

presentaron tamaños de partícula entre 33 y 381 µm (promedio 141 µm), las microesferas 

de QUI/Pal5% (figura 20b) están entre 51 a 396 µm (promedio 133 µm), lo que indica que 

la adición de 5 % de arcilla ayuda a obtener una mejor distribución de tamaño en 

comparación con las microesferas sin nano-arcillas, y las microesferas de QUI/Pal10% 

(figura 20c) presentan tamaños de 38 a 334 µm (promedio 150 µm). Se observa que la 

adición de 10 % de arcilla afecta negativamente el tamaño de partícula y su distribución 

durante el proceso de elaboración. 

a) b) c) 
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Figura 20. Histogramas de distribución Anderson-Darling de tamaño de microesferas de                                               
a) QUI, b) QUI/Pal5% y c) QUI/Pal10%. 

El método de emulsión de agua en aceite es uno de los más utilizados para la 

obtención de microesferas de QUI, este método fue utilizado por Kimna et al. [102] para 

obtener microesferas de QUI con montmorillonita, sus pruebas arrojaron 

satisfactoriamente microesferas hibridas con morfología esférica y tamaño uniforme, sin 

embargo al igual que nuestras microesferas al agregar altos porcentajes de la arcilla estas 

tendían a romperse, causando un alto grado de fragilidad, recomendándose disminuir el 

porcentaje de la montmorillonita.     

3.1.3. Microscopía óptica de microesferas de PEG y PEG/Pal 

La figura 21a corresponde a las microesferas PEG, las cuales presentaron una 

morfología esférica y de diferentes tamaños, validando el método que se empleó para 

obtenerlas. La figura 21b corresponde a PEG/Pal 5%, se observa una morfología esférica 

con cierta tendencia al incremento en sus tamaños, en comparación con las microesferas 

PEG. La figura 21c corresponde a PEG/Pal 10%, las cuales siguieron manteniendo su 

forma esférica y un incremento de tamaño.  

 

Figura 21. Micrografías ópticas de microesferas de a) PEG, b) PEG/Pal5% y c) PEG/Pal10%, con 
amplificación de 10x. 

 

a) b) c) 

a) b) c) 
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3.1.4. Distribucion de tamaño de partícula de microesferas de PEG y PEG/Pal 

La distribución de tamaños de las microesferas PEG (figura 22a) muestra que tiene 

tamaños que van de 75 a 160 µm (promedio 112 µm), PEG/Pal5% (figura 22b) presenta 

tamaños de 62 a 237 µm (promedio 143 µm) y las microesferas PEG/Pal10% (figura 22c) 

tienen tamaños que van de 103 a 326 µm (promedio 197 µm). En los histogramas se 

puede apreciar el incremento del tamaño de las microesferas y una mejor dispersión de 

los tamaños conforme el porcentaje de Pal es mayor.  

 

Figura 22. Histogramas de distribución Anderson-Darling de tamaño de microesferas de                                             
a) PEG, b) PEG/Pal5% y c) PEG/Pal10%. 

La obtención de microesferas de PEG por el método de evaporación de solvente 

en emulsión de aceite en agua es uno de los que presenta mayor complicación, con este 

método logramos obtener microesferas con morfologías bien definidas sin embargo se 

presentaron una serie de desventajas que generaron mermas en la producción, 

investigaciones sobre el uso de este método han concluido que la formación de las 

microesferas depende principalmente del peso molecular del polímero y que este tiene 

una serie de desventajas como lo son una baja reproducibilidad, pérdidas de matriz 

polimérica y que los procesos de recuperación de las microesferas conlleva tiempos 

largos [103, 104]. 

3.1.5. Microscopía óptica de microesferas de ALG y ALG/Pal 

La figura 23a muestra que se obtuvieron microesferas de ALG con forma esférica 

de diferentes tamaños. La figura 23b presenta las microesferas ALG/Pal 5% que siguen 

teniendo una forma esférica y aumentan su tamaño respecto a ALG. La figura 23c 

muestra las microesferas ALG/Pal 10% que presentan una morfología y disminución de 

tamaño irregulares, causado por el mayor contenido de nano-arcillas agregado durante 

la preparación de las microesferas, afectando su morfología y tamaño. 

a) b) c) 
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Figura 23. Micrografías ópticas de microesferas de a) ALG, b) ALG/Pal5% y c) ALG/Pal10%, en 
amplificación de 10x. 

3.1.6. Distribución de tamaño de partícula de microesferas de ALG y ALG/Pal 

La figura 24 muestra la distribución de tamaños de las microesferas de a) ALG, b) 

ALG/Pal5% y c) ALG/Pal10%. Las microesferas ALG tienen tamaños de 61 a 273 µm 

(promedio 145 µm), las ALG/Pal5%, de 52 a 259 µm (promedio 129 µm) y las 

microesferas ALG/Pal 10% de 54 a 215 µm (promedio 106 µm). Estas últimas disminuyen 

su tamaño en comparación con ALG y ALG/Pal 5%; el alto contenido de Pal, presenta 

una mala interacción con la matriz afectando su morfología y tamaño. 

 

Figura 24. Histogramas de distribución Anderson-Darling de tamaño de microesferas de                               
a) ALG, b) ALG/Pal5% y c) ALG/Pal10%. 

Las microesferas de ALG obtenidas por el método de gelificación iónica, 

presentaron buenas características como morfologías esféricas y una buena distribución 

de tamaño, sin embargo, la principal desventaja que presentaron fue que se tenían que 

mantener hidratadas para no colapsar, Uyen et al. [105] obtuvieron microesferas por este 

método, reportando microesferas con formas esférica y una buena interacción con la 

arcilla montmorillonita, sin embargo el principal inconveniente fue la mala distribución de 

tamaños que se conseguían. 

 

a) b) c) 

a) b) c) 



48 
 

3.1.7. Microscopía óptica de microesferas de PLA y PLA/Pal 

La figura 25a muestra que las microesferas PLA presentan una morfología esférica 

bien definida, al igual que PLA/Pal 5% (figura 25b), indicando que la presencia de la nano-

arcilla no altera el proceso de formación de las microesferas y que existe una buena 

interacción entre los componentes. La figura 9c presenta las microesferas PLA/Pal 10%, 

se observa que pierden su morfología esférica con formas y tamaños irregulares, lo que 

indica que la mayor cantidad de nano-arcillas altera la formación de las microesferas. 

 

Figura 25. Micrografías ópticas de microesferas de a) PLA, b) PLA/Pal5% y c) PLA/Pal10%, en 
amplificación de 10x. 

3.1.8. Distribución de tamaño de partícula de PLA y PLA/Pal 

La distribución de tamaños correspondientes a las microesferas de PLA (figura 

26a) presenta tamaños de 62 a 293 µm (promedio 153 µm), las microesferas PLA/Pal 5% 

(figura 26b) de 81 a 281 µm (promedio 174 µm) presentando una mejor distribución de 

tamaño lo que indica una buena interacción entre sus componentes, y las microesferas 

PLA/Pal 10% (figura 26c) de 44 a 216 µm (promedio 114 µm), observando una 

disminución considerable en el tamaño promedio de partícula. Esto indica que la adición 

de una mayor cantidad de nano-arcillas afecta su tamaño. 

 

Figura 26. Histogramas de distribución Anderson-Darling de tamaño de microesferas de                                             
a) PLA, b) PLA/Pal5% y c) PLA/Pal10%. 

a) b) c) 

a) b) c) 
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 Las microesferas obtenidas por el método de doble emulsión con evaporación de 

solvente presentaron características similares a las obtenidas en el estudio reportado por 

Brito et al. [106], los cuales obtuvieron microesferas con morfología esférica, una amplia 

distribución de tamaños y observaron que la presencia del mineral arcilloso no causo 

ningún efecto adverso en la formación, este método es uno de los más utilizados para la 

obtención de microesferas de PLA.  

3.1.9. Microscopía óptica de microesferas de CAB y CAB/Pal 

Las microesferas de cera de abeja, CAB (figura 27a) tienen una morfología 

esférica y tamaño constante. En la figura 27b, se observa que CAB/Pal 5% tiene una 

morfología esférica e irregular y las microesferas que contienes un 10% de Pal (figura 

27c) muestras morfologías completamente irregulares, lo que indica que la adición de 

nano-arcillas a los sistemas de CAB puede afectar el proceso de formación de las 

microesferas. Este resultado puede ser debido a que no se presenta una buena 

interacción entre sus componentes, generando microesferas con morfologías 

completamente irregulares y tamaños muy grandes.   

 

Figura 27. Micrografías ópticas de microesferas de a) CAB, b) CAB/Pal5% y c) CAB/Pal10%, en 
amplificación de 10x. 

3.1.10. Distribución de tamaño de partícula de microesferas de CAB y CAB/Pal 

La distribucion de tamaños de partícula de las microesferas CAB (figura 28a) 

muesta que tiene tamaños de 54 a 198 µm (promedio 111 µm) y las microesferas 

CAB/Pal5% y CAB/Pal10% (figura 28b y c) con tamaños de 46 a 334 y 25 a 570 µm 

(promedio 187 µm). Se puede observar que la presencia de las nano-arcillas hace que 

los tamaños de partícula aumenten considerablemente y existe una mejor distribución de 

tamaños de partícula en comparación con el sistema sin las nano-arcillas. 

a) b) c) 
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Figura 28. Histogramas de distribución Anderson-Darling de tamaño de microesferas de                               
a) CAB, b) CAB/Pal5% y c) CAB/Pal10%. 

Con el método de emulsión de aceite en agua se logró obtener microesferas de 

CAB sin embargo este fue descartado, ya que las microesferas que se obtuvieron 

presentaban morfologías completamente irregulares y tamaños que se encontraban fuera 

del deseado, así mismo se observó que la adición de la Pal afectaba completamente el 

proceso de obtención, este método ha sido uno de los más resientes para la obtención 

de microesferas, Parisa et al. [107] obtuvieron microesferas de CAB, reportando largos 

tiempos de obtención de hasta 48 h, morfologías irregulares y gran pérdida de matriz 

durante el proceso, además de tamaños superiores a los 900 µm. 

Con base a los resultados obtenidos durante las pruebas preliminares, como la 

compatibilidad de la matriz con la nano-arcilla de Pal, el tiempo de obtención, la 

reproducibilidad del método, el alto rendimiento de producción, la morfología esférica y 

tamaño promedio de partícula entre 50 a 600 µm, se concluye que las mejores matrices 

y métodos de obtención de las microesferas fueron: matriz de QUI con el método de 

emulsión de agua en aceite (w/o) y la matriz de PLA con el método de doble emulsión 

con evaporación de solvente. Así mismo, se concluyó que altos contenidos de Pal 

(mayores a 5% p/p) provocaba dificultades para obtener morfologías esféricas definidas 

y tamaños que se encontraran dentro del intervalo deseado, por lo cual se decidió trabajar 

con porcentajes de arcilla menores a 5% (1 y 2.5% p/p.).   

3.2. Caracterización fisicoquímica de microesferas de QUI y PLA e híbridas con 
Pal y cargadas con loa aminoácidos Gly y Glu 

Las microesferas de QUI y PLA fueron preparadas con porcentajes bajos de Pal 

(1 y 2.5% p/p), y cargadas con los aminoácidos Gly y Glu, y fueron caracterizadas 

a) b) c) 
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fisicoquímicamente. La figura 29 presenta las microesferas que fueron obtenidas y 

caracterizadas.  
 

 

 

QUI - Matriz polimérica de Quitosano con 0% de paligorskita. 
QUI/Pal 1% - Matriz polimérica de Quitosano con 1% de paligorskita. 
QUI/Pal 2.5% - Matriz polimérica de Quitosano con 2.5% de paligorskita. 

 

QUI-Gly - Matriz polimérica de Quitosano con 0% de paligorskita y con el aminoácido Glicina. 
QUI/Pal 1%-Gly - Matriz polimérica de Quitosano con 1% de paligorskita y con el aminoácido Glicina. 
QUI/Pal 2.5%-Gly - Matriz polimérica de Quitosano con 2.5% de paligorskita y con el aminoácido Glicina. 

 

QUI-Glu - Matriz polimérica de Quitosano con 0% de paligorskita y con el aminoácido Ácido Glutámico. 
QUI/Pal 1%-Glu - Matriz polimérica de Quitosano con 1% de paligorskita y con el aminoácido Ácido Glutámico. 
QUI/Pal 2.5%-Glu - Matriz polimérica de Quitosano con 2.5% de paligorskita y con el aminoácido Ácido Glutámico. 

 

PLA - Matriz polimérica de Poli(ácido láctico) con 0% de paligorskita. 
PLA/Pal 1% - Matriz polimérica de Poli(ácido láctico) con 1% de paligorskita. 
PLA/Pal 2.5% - Matriz polimérica de Poli(ácido láctico) con 2.5% de paligorskita. 

 

PLA-Gly - Matriz polimérica de Poli(ácido láctico) con 0% de paligorskita y con el aminoácido Glicina. 
PLA/Pal 1%-Gly - Matriz polimérica de Poli(ácido láctico) con 1% de paligorskita y con el aminoácido Glicina. 
PLA/Pal 2.5%-Gly - Matriz polimérica de Poli(ácido láctico) con 2.5% de paligorskita y con el aminoácido Glicina. 

 

PLA-Glu - Matriz polimérica de Poli(ácido láctico) con 0% de paligorskita y con el aminoácido Ácido Glutámico. 
PLA/Pal 1%-Glu - Matriz polimérica de Poli(ácido láctico) con 1% de paligorskita y con el aminoácido Ácido Glutámico. 
PLA/Pal 2.5%-Glu - Matriz polimérica de Poli(ácido láctico) con 2.5% de paligorskita y con el aminoácido Ácido Glutámico. 

 
 

 
 

 

 

Figura 29. Microesferas de QUI y PLA con Paligorskita (Pal) y los aminoácidos Glicina (Gly) y Ácido 
Glutámico (Glu) obtenidas y caracterizadas. 

3.2.1. Microscopia Electrónica de Barrido (SEM) de las microesferas de QUI, 
QUI/Pal y QUI/Pal con Gly y Glu 

La figura 30 muestra las micrografías SEM 50, 250 y 5,000x de las microesferas 

de QUI y QUI con 1 y 2.5% de Pal. La figura 30a corresponde a las micrografías de QUI 

que presentan una morfología esférica con superficies lisas; la figura 30b corresponde a 

las microesferas de QUI/Pal 1%, estas mantienen su forma esférica aun después de la 

adición de la Pal y al igual que las microesferas de solo QUI presentan una superficie sin 

poros o grietas. Por último, la figura 30c corresponde a las microesferas de QUI/Pal 2.5% 

las cuales también mantienen morfologías esféricas con una superficie completamente 

lisa, demostrando que se generó una buena interacción de la matriz polimérica con las 

Microesferas

Matriz QUI

QUI

QUI/Pal 1%

QUI/Pal 2.5%

QUI-Gly

QUI/Pal 1%-Gly

QUI/Pal 2.5%-Gly

QUI-Glu

QUI/Pal 1%-Glu

QUI/Pal 2.5%-Glu

Matriz PLA

PLA

PLA/Pal 1%

PLA/Pal 2.5%

PLA-Gly

PLA/Pal 1%-Gly

PLA/Pal 2.5%-Gly

PLA-Glu

PLA/Pal 1%-Glu

PLA/Pal 2.5%-Glu



52 
 

nano-arcillas de Pal. En este caso, las micrografías demuestran que la adición de la Pal 

durante el proceso de emulsión no genera efectos considerables en las microesferas, por 

tanto, esta no altera el proceso de formación de las microesferas ya que presentan una 

buena morfología. 

 

 

 

Figura 30. Micrografías SEM de las microesferas de a) QUI, b) QUI/Pal 1% y c) QUI/Pal 2.5%                              
en amplificaciones de 50, 250 y 5,000x. 

La figura 31 muestra las micrografías SEM 50, 250 y 5,000x de QUI y QUI/Pal con 

el aminoácido Gly. La figura 31a corresponde a las microesferas QUI-Gly que presentan 

una morfología esférica con superficies lisas; la figura 31b corresponde a QUI/Pal 1%-

Gly, mantienen su forma esférica aun con la adición del aminoácido. A 5,000x se aprecian 

residuos de QUI, en la superficie de la microesfera, son parte de la matriz que no se 

entrecruzo, la figura 31c muestra las microesferas QUI/Pal 2.5%-Gly; se aprecian 

morfologías irregulares, sin perder la forma esférica al 100%. La adición del aminoácido 

a) 

b) 

c) 
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Gly no alteró la morfología de las esferas durante el proceso de obtención, Maia et al. 

[108], ha reportado que la presencia de moléculas orgánicas como aminoácidos o 

proteínas en matrices poliméricas no genera un cambio morfológico en la producción de 

microesferas, ni altera el proceso de esferificación.     

 

 

 

Figura 31. Micrografías de microesferas de a) QUI-Gly, b) QUI/Pal1%-Gly y c) QUI/Pal2.5%-Gly                      
en amplificaciones de 50, 250 y 5,000x. 

La figura 32 muestra las micrografías SEM 50, 250 y 5,000x de QUI, y QUI/Pal con 

el aminoácido Glu. La figura 16a muestra las microesferas QUI-Glu, las cuales tienen 

formas esféricas bien definidas con ligeras irregularidades en su superficie; la figura 32b 

corresponde a las microesferas QUI/Pal 1%-Glu en las cuales podemos observar que 

siguen manteniendo su forma esférica sin presentar cambios en su superficie. Por último, 

la figura 32c presenta las micrografías de las microesferas QUI/Pal 2.5%-Glu que 

mantienen una forma perfectamente esférica con superficies lisas; al igual que las 

a) 

b) 

c) 
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microesferas con el aminoácido Gly, las micrografías muestran que la adición del 

aminoácido no generó grandes cambios morfológicos en las microesferas. 

 

 

 

Figura 32. Micrografías de microesferas de a) QUI-Glu, b) QUI/Pal1%-Glu y c) QUI/Pal2.5%-Glu                   
en amplificaciones de 50, 250 y 5,000x. 

3.2.2. Tamaño de Partícula Coulter (TP) de las microesferas de QUI, QUI/Pal y 
QUI/Pal con Gly y Glu 

Los histogramas de distribución de tamaño de las microesferas de QUI con Pal y 

con los aminoácidos Gly y Glu se presentan en la figura 33. Las microesferas que no 

contienen aminoácidos presentan tamaños promedios de 307, 309 y 258 µm (figura 33a, 

b y c), las que contiene el aminoácido Gly cuentan con tamaños promedio de 259, 257 y 

409 µm (figura 33d, e y f) y las que contiene el aminoácido Glu con promedios de 257, 

302 y 347 µm (figura 33g, h e i). Se aprecian tres patrones distintos, primero, las 

microesferas que no contienen Pal presentan tamaños dentro de un intervalo similar. 

a) 

b) 

c) 
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Segundo, las microesferas que contienen 1% de Pal presentan una mejor distribución de 

tamaños, a causa de la buena integración y distribución de la Pal en la mezcla, y tercero, 

las microesferas con 2.5% de Pal presentan los mayores tamaños que incluso se salen 

del intervalo medible del instrumento. La mayor cantidad de Pal en la mezcla genera un 

incremento de la viscosidad, perjudicando la agitación, generando aglomerados y esferas 

de gran tamaño, este fenómeno no solo se ha observado en microesferas de QUI, sino 

también en microesferas de ALG, en las cuales al añadir un alto porcentaje de arcilla 

genera una mayor viscosidad en la emulsión [109], alterando no solo el tamaño de las 

microesferas, sino también su morfología, ya que las arcillas tienden a aglomerarse. 

 

Figura 33. Histogramas de distribución de tamaños de partículas de a) QUI, b) QUI/Pal1%,                             
c) QUI/Pal2.5%, d) QUI-Gly, e) QUI/Pal1%-Gly, f) QUI/Pal2.5%-Gly, g) QUI-Glu, h) QUI/Pal1%-Glu                         

e i) QUI/Pal2.5%-Glu 

3.2.3. Porcentaje de hinchamiento (PH) de las microesferas de QUI, QUI/Pal y 
QUI/Pal con Gly y Glu 

La figura 34a, d y g presenta los porcentajes de hinchamiento (PH) de las 

microesferas de QUI y presentan el menor PH con 76, 89 y 81%. Las microesferas de la 
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figura 34b, e y h, que contienen 1% de Pal presentan PH de hasta en un 220% (e), siendo 

las que presentan mayor afinidad con el agua, los altos porcentajes de hinchamiento en 

las microesferas con 1% de Pal eran de esperarse debido principalmente al carácter 

hidrofílico del mineral [110] y que al generarse una buena dispersión en la matriz 

polimérica existe una mayor superficie de contacto [111]. Por último, la figura 34c, f, e i 

muestra el PH de las microesferas que contienen 2.5% de Pal de 127, 168 y 124% 

respectivamente, valores más bajos respecto a los de 1% de Pal. Esto es atribuible a que 

la Pal se aglomera, lo que genera una mala dispersión de la Pal en la matriz reduciendo 

el área disponible para la absorción del agua [112].  

 

Figura 34. Porcentaje de hinchamiento en microesferas de a) QUI, b) QUI/Pal1%, c) QUI/Pal2.5%,                       
d) QUI-Gly, e) QUI/Pal1%-Gly, f) QUI/Pal2.5%-Gly, g) QUI-Glu, h) QUI/Pal1%-Glu                                                            

e i) QUI/Pal2.5%-Glu. 

3.2.4. Difracción de Rayos X (XRD) de las microesferas de QUI, QUI/Pal y QUI/Pal 
con Gly y Glu 

La figura 35 corresponde a los difractogramas de las microesferas QUI; el 

difractograma a) corresponde a la Pal, y presenta el pico intenso en 2θ = 8.4° que 

corresponde al espacio basal entre los planos (110) de la estructura cristalina de la arcilla 

(Si-O-Si) con una distancia interplanar, d110 = 1.054 [113]; el difractograma                                      

b) corresponde a la matriz QUI, donde podemos observar el patrón amorfo característico 

de este polímero [114]. Los difractogramas, c, d, e, f, g y h, son las microesferas de QUI 
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que contienen 1 y 2.5% de Pal. Se puede apreciar un pico en 8.4° que corresponde a la 

estructura cristalina de los enlaces Si-O-Si de la Pal, lo cual corrobora la presencia de la 

arcilla en las microesferas. 

 

Figura 35. Difractogramas de rayos X de a) Paligorskita y de microesferas de b) QUI, c) QUI/Pal1%,                   
d) QUI/Pal2.5%, e) QUI/Pal1%-Gly, f) QUI/Pal2.5%-Gly, g) QUI/Pal1%-Glu y h) QUI/Pal2.5%-Glu. 

3.2.5. Microscopia Electrónica de Barrido (SEM) de las microesferas de PLA, 
PLA/Pal y PLA/Pal con Gly y Glu 

La figura 36 corresponde a las micrografías SEM de las microesferas de PLA con 

amplificaciones de 50, 250 y 5,000x, la figura 36a corresponde a las microesferas de PLA, 

donde se aprecia que tienen formas esféricas bien definidas (250x). La figura 36b 

corresponde a las microesferas de PLA/Pal 1% las cuales tienen formas esféricas 

irregulares, así mismo se puede observar la presencia de la arcilla de paligorskita en la 

superficie de las microesferas (5,000x). La figura 36c corresponde a las microesferas de 

PLA/Pal 2.5% mostrando formas esféricas con superficies irregulares, de igual forma en 
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ellas se puede apreciar la presencia de la arcilla y que su superficie no es lisa sino 

irregular (5,000x).  

 

 

 

Figura 36. Micrografías de microesferas de a) PLA, b) PLA/Pal1% y c) PLA/Pal2.5%                                            
en amplificaciones de 50, 250 y 5,000x. 

Las micrografías SEM de la figura 37 muestra las microesferas de PLA y PLA/Pal 

con el aminoácido Gly; la figura 37a corresponde a las microesferas de PLA-Gly que 

tienen una morfología esférica con una superficie ligeramente irregular. La figura 37b 

presenta las microesferas de PLA/Pal 1%-Gly, se observa que conservan su forma 

esférica, y se puede apreciar la presencia de arcilla en su superficie (5,000x). Las 

microesferas de PLA/Pal 2.5%-Gly de la figura 37c, presentan formas esféricas con 

superficies irregulares, y se puede apreciar notoriamente la presencia de las arcillas en 

la superficie de las microesferas (5,000x). En estos sistemas podemos corroborar que la 

b) 

a) 

c) 
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adición del aminoácido Gly no afectó el proceso de obtención de las microesferas ya que 

su morfología es homogénea.  

 

 

 

Figura 37. Micrografías de microesferas de a) PLA-Gly, b) PLA/Pal1%-Gly y c) PLA/Pal2.5%-Gly                       
en amplificaciones de 50, 250 y 5,000x. 

La figura 38 presenta las micrografías 50, 250 y 5,000x de las microesferas de PLA 

y PLA/Pal con el aminoácido Glu. La figura 38a presenta las micrografías de las 

microesferas de PLA-Glu, las cuales conservan su morfología esférica bien definida aun 

después de la adición del aminoácido. La figura 38b corresponde a las microesferas de 

PLA/Pal 1%-Glu, las cuales presentan de igual manera una morfología esférica bien 

definida y se puede observar la presencia de la arcilla en su superficie (5,000x). Las 

microesferas de PLA/Pal 2.5%-Glu de la figura 38c cumplen con una morfología y una 

superficie casi perfecta, y al igual que en la figura 38b se observa la presencia de la arcilla 

en la superficie de la microesfera.  

b) 

a) 

c) 
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Figura 38. Micrografías de microesferas de a) PLA-Glu, b) PLA/Pal1%-Glu y c) PLA/Pal2.5%-Glu                        
en amplificaciones de 50, 250 y 5,000x. 

Al igual que en las microesferas de QUI, las micrografías de las microesferas de 

PLA muestran que la presencia de la de Pal (1 y 2.5%) y los aminoácidos (Gly y Glu) no 

generaron cambios significativos en la morfología de las microesferas o algún tipo de 

alteración al proceso de esferificación.  

3.2.6. Tamaño de Partícula Coulter® (TP) de las microesferas de PLA, PLA/Pal y 
PLA/Pal con Gly y Glu 

La figura 39 muestra la distribución de tamaños de las microesferas de PLA, con 

Pal y los aminoácidos Gly y Glu. Las figuras 39a, b y c corresponden a las microesferas 

de PLA, PLA/Pal 1% y PLA/Pal 2.5% las cuales presentan tamaños promedio de 121, 

101 y 110 µm, las microesferas que contienen el aminoácido Gly (figura 39d, e y f) 

presentaron promedios de 159, 111 y 121 µm respectivamente y, por último, las 

b) 

c) 

a) 
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microesferas con el aminoácido Glu presentan un tamaño promedio de 146, 114 y 129 

µm. El tamaño de las microesferas de PLA depende del proceso de agitación [115], en 

este caso, se observó que el grupo de microesferas que no contenían Pal presentaron 

los mayores tamaños (figura 39a, d y g) en comparación con las microesferas que 

contenían Pal (figura 39b, c, e, f, h e i); esto ocurrió debido a que al agregar la Pal a la 

emulsión se generó un proceso de nucleación termodinámica más rápida, lo que 

promovió la disminución de los tamaños promedio de las microesferas [116].   

 

Figura 39. Histogramas de distribución de tamaños de partículas de a) PLA, b) PLA/Pal1%,                                
c) PLA/Pal2.5%, d) PLA-Gly, e) PLA/Pal1%-Gly, f) PLA/Pal2.5%-Gly, g) PLA-Glu, h) PLA/Pal1%-Glu                        

e i) PLA/Pal2.5%-Glu 

3.2.7. Porcentaje de absorción de agua (PA) de las microesferas de PLA, PLA/Pal 
y PLA/Pal con Gly y Glu 

La figura 40 corresponde a los porcentajes de absorción de agua (PA) en las 

microesferas de PLA, las cuales muestran que no lograron alcanzar el 100% de 

absorción. Las microesferas sin Pal presentaron los menores PA (a-38%, d-45% y g-

49%). Las microesferas que contienen 1% de Pal (figura 40b, e y h) fueron las que 
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alcanzaron un mayor PA con 51, 80 y 67%, respectivamente y las microesferas que 

contienen 2.5% de Pal (figura 40c, f e i) presentaron PA de 53, 62, y 71%. Las 

microesferas que contienen 1% de Pal tienen la mejor distribución de la arcilla, por lo cual 

existe una mejor interacción con el agua provocando así un mayor PA. El carácter 

hidrofóbico del PLA genera complicaciones en la interacción con moléculas solubles en 

medios acuosos [117], sin embargo, se ha demostrado que la adición de nanoarcillas 

genera un ambiente favorable con medios acuosos asiéndolo capaz de generar una 

interacción con moléculas de agua [118], esto se observa en nuestros resultados 

mostrándonos mayores porcentajes de absorción de agua en las microesferas que 

contenían Pal.   

 

Figura 40. Porcentaje de absorción de agua en microesferas de a) PLA, b) PLA/Pal1%, c) PLA/Pal2.5%, 
d) PLA-Gly, e) PLA/Pal1%-Gly, f) PLA/Pal2.5%-Gly, g) PLA-Glu, h) PLA/Pal1%-Glu                                                     

e i) PLA/Pal2.5%-Glu. 

3.2.8. Difracción de Rayos X (XRD) de las microesferas de PLA, PLA/Pal y PLA/Pal 
con Gly y Glu 

La figura 41 presenta los difractogramas XRD de la Pal, se observa en 8.4° el pico 

con mayor intensidad que es adjudicado a la estructura cristalina de los enlaces Si-O-Si 

de la Pal [119]. El difractograma de la matriz polimérica de PLA presenta los picos 

característicos de la estructura cristalina de este polímero: 14.8, 16.6, y 22° que 

corresponden al plano de la lactida (110), (200) y (203) de la forma α de los cristales del 
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PLA [120, 121]. Los difractogramas de las microesferas híbridas que contienen 1 y 2.5% 

de Pal presentan un leve pico en 8.4° que corresponde al espacio basal entre los planos 

(110) de la estructura cristalina de la Pal [113]. La mayor intensidad de esta banda la 

presentan las microesferas con 2.5% de Pal, lo que corrobora su presencia, tal y como 

se observó en la sección (3.2.5), comprobando así que la adición de la arcilla no afecta 

la estructura cristalina de la matriz polimérica. 

 

Figura 41. Difractogramas de rayos X de a) Paligorskita y de microesferas de b) PLA, c) PLA/Pal1%,                   
d) PLA/Pal2.5%, e) PLA/Pal1%-Gly, f) PLA/Pal2.5%-Gly, g) PLA/Pal1%-Glu y h) PLA/Pal2.5%-Glu. 

3.3. Identificación de la presencia de los aminoácidos en las microesferas de QUI 
y PLA 

Las microesferas cargadas con los aminoácidos Gly y Glu (QUI, QUI/Pal1%, 

QUI/Pal2.5%, PLA, PLA/Pal1%, y PLA/Pal2.5%,) fueron sometidas a pruebas de 

espectrofotometría (FTIR y UV-Visible) para la identificación de los aminoácidos en la 
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estructura de las microesferas. La prueba de FTIR fue omitida para las microesferas de 

PLA debido al traslape y bajas intensidades de las bandas correspondientes.  

3.3.1. Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR) de las 
microesferas QUI y QUI/Pal con Gly y Glu 

Los espectros FTIR de las microesferas de QUI/Pal con el aminoácido Gly se 

presentan en la figura 42 y corresponden a) Glicina, b) QUI, c) QUI-Gly, d) QUI/Pal1%-

Gly y e) QUI/Pal2.5%-Gly. Se observa a 2849 cm-1 la banda del estiramiento del enlace 

C-H, la cual se intensifica en las microesferas que contienen el aminoácido, la banda en 

1510 cm-1 es atribuida al modo de estiramiento asimétrico y simétrico del grupo COO- de 

la glicina [122], la banda en 1446 cm-1 corresponde a las vibraciones por flexión y torsión 

del CH2 de la glicina, en 1132 cm-1 se observa un pequeño hombro que es atribuible a la 

vibración asimétrica del grupo amino de la glicina y la banda en 1114 cm-1 se ha reportado 

que puede ser una combinación de la torsión y flexión del grupo NH3
+ producido por la 

interacción del quitosano y el aminoácido [123]. 

 

Figura 42. Espectros FTIR de a) Glicina y microesferas de b) QUI, c) QUI-Gly, d) QUI/Pal1%-Gly                  
y e) QUI/Pal2.5%-Gly. 
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La figura 43 muestra los espectros FTIR del aminoácido a) Glu y las microesferas               

b) QUI, c) QUI-Glu, d) QUI/Pal1%-Glu y e) QUI/Pal2.5%-Glu, respectivamente. La banda 

situada en 2966 cm-1 se asigna al grupo OH axial del QUI y Glu, a 2855 cm-1 se presenta 

la banda de estiramiento del enlace C-H, la banda que aparece en 1641 cm-1 presenta 

una mayor intensidad en las esferas que contienen Glu (c, d y e) es atribuida a la vibración 

de estiramiento de C=O del grupo dimmer COOH o a las vibraciones asimétricas del 

grupo C=O del COO- que son específicos para el aminoácido Glu [124], en 1521 cm-1 

observamos la banda que corresponde a la vibración de estiramiento de NH del grupo 

amino del Glu, la presencia de la banda en 1452 cm-1 y las bandas en 1160 y 1121 cm-1 

son asignadas a las vibraciones de los enlaces CH2 y C-H. 

 

Figura 43. Espectros FTIR de a) Ácido Glutámico y microesferas de b) QUI, c) QUI-Glu, d) QUI/Pal1%-
Glu y e) QUI/Pal2.5%-Glu. 
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valores de captura de aminoácidos Gly y Glu de 34 a 40% respectivamente; las 

microesferas de QUI/Pal 1% (figura 44b y e) muestran un incremento de los aminoácidos 

capturados, aunque es mínimo para Gly, por otro lado, Glu presentó un porcentaje de 

captura de 57%. El mayor porcentaje de captura para ambos aminoácidos lo presentan 

las microesferas de QUI/Pal 2.5% (figura 44c y f) logrando capturar 63% (Gly) y 59% 

(Glu), respectivamente. Estas microesferas lograron capturar altos porcentajes de 

aminoácidos debido a los tres grupos reactivos presentes en el QUI (un grupo amino y 

dos grupos hidroxilo) [125] los cuales generan un buen ambiente de interacción con la 

Pal y los grupos funcionales presentes en los aminoácidos, además de que estos, por su 

tamaño molecular pueden adentrarse en las capas internas del mineral [126]. 

 

Figura 44. Cantidad de aminoácidos capturados (%) en microesferas de a) QUI-Gly, b) QUI/Pal1%-Gly, 
c) QUI/Pal2.5%-Gly, d) QUI-Glu, e) QUI/Pal1%-Glu y f) QUI/Pal2.5%-Glu. 
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las microesferas con 2.5 % de Pal (figura 45c y f); el porcentaje más alto corresponde al 

aminoácido Gly (figura 45c), logrando capturar un 21%. La adición de la Pal a la matriz 

de PLA, genera una interacción entre los grupos silanol (Si-OH) de la Pal y los grupos 

éster (R-COO-R) del PLA [127], adicional a la gran área superficial y la capacidad de Pal 

de absorber moléculas pequeñas [128], lo que contribuye a una mejor interacción con el 

aminoácido Gly.  

 

Figura 45. Cantidad de aminoácidos capturados (%) en microesferas de a) PLA-Gly, b) PLA/Pal1%-Gly, 
c) PLA/Pal2.5%-Gly, d) PLA-Glu, e) PLA/Pal1%-Glu y f) PLA/Pal2.5%-Glu. 
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3.4. Cinéticas de liberación de los aminoácidos Gly y Glu en microesferas de QUI 
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presentan perfiles de liberación similares; la mayor cantidad de aminoácido fue liberado 

a las 6 horas de estudio, con un 50% para Gly y un 55% para Glu. La liberación del 

aminoácido Gly en las microesferas QUI/Pal1 % y QUI/Pal 2.5% (figura (46a) muestra 

perfiles casi idénticos, pero con valores menores a los de QUI (40 y 41%, 

respectivamente). Las microesferas que contenían el aminoácido Glu presentaron 

porcentajes de liberación de 45% para QUI/Pal 1% Pal y 39% para QUI/Pal 2.5%, siendo 

esta ultima la microesfera con el menor porcentaje de liberación a las 6 horas de estudio.  

Las cinéticas de liberación demuestran que la presencia de la Pal en las 

microesferas juega un papel importante no solo en la alta captura del aminoácido, sino 

también en su retención y control de su liberación, ya que las microesferas que contienen 

la Pal muestran perfiles de liberación lentos y graduales en comparación con las 

microesferas de solo matriz polimérica, estos resultados son similares a los reportados 

por Igartua et al. [131] donde observaron que la presencia de la arcilla laponita en sus 

microesferas hibridas de alginato también aumentó los tiempos de liberación de las 

proteínas capturadas debido a la interacción molecular con la arcilla. Así mismo, se 

observa que el proceso de liberación del aminoácido tiende a continuar fuera del período 

de medición usado, por lo que se recomienda ampliar este periodo. 

 

Figura 46. Cinética de liberación de los aminoácidos a) Gly y b) Glu en microesferas de QUI, QUI/Pal1% 
y QUI/Pal2.5%. 
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presentan en la tabla 4. El punto de saturación 𝑴𝒎 corresponde al punto máximo de 

equilibrio termodinámico y el coeficiente de difusión 𝑫 es la pendiente de la sección lineal 

de la cinética de liberación. 

Tabla 4. Parámetros experimentales de la cinética de entrega de los aminoácidos Gly y Glu en 
microesferas de QUI y QUI/Pal. 

Microesferas 
(Formulación) 

 

Saturación 

𝑴𝒎 (%) 
Coeficiente de 

difusión, 𝑫 (mm2/h) 
Coeficiente de 

correlación (𝑹𝟐) 

QUI-Gly 
QUI/Pal 1%-Gly 
QUI/Pal 2.5%-Gly 
QUI-Glu 
QUI/Pal 1%-Glu 
QUI/Pal 2.5%-Glu 

39.41±1.38 
25.32±0.92 
28.34±1.06 
55.30±2.61 
33.32±0.14 
33.02±2.85 

 

1.01E-3 
1.46E-3 
7.82E-4 
2.93E-4 
7.41E-4 
3.77E-4 

0.9615 
0.9788 
0.9711 
0.9361 
0.9475 
0.9699 

 

3.4.2. Modelado matemático de la cinética de liberación de los aminoácidos Gly y 
Glu en las microesferas de QUI y QUI/Pal 

La figura 47a, b y c muestra los porcentajes de liberación del aminoácido Gly 

versus la raíz cuadrada del tiempo de permanencia en el medio acuoso. Se observa que 

el proceso de liberación se realizó en dos etapas, la primera de tipo fickiana 

presentándose durante las primeras horas de estudio y una segunda etapa de tipo no 

fickiana presentada durante las últimas horas del estudio. Los coeficientes de correlación 

obtenidos (tabla 4) indican que los resultados experimentales lograron ajustarse 

satisfactoriamente al modelo de aproximación a la Segunda Ley de Fick durante la 

primera etapa de liberación, que corresponde a un fenómeno de difusión superficial y en 

las primeras capas internas de las microesferas, dado a la diferencia de concentración 

del aminoácido entre el medio de prueba y las microesferas [132].  

La segunda etapa de liberación corresponde a un comportamiento de tipo no 

fickiano, estos datos experimentales se ajustaron al modelo multi-etapas obteniéndose 

coeficientes de correlación (tabla 5) que mostraron un buen ajuste con el modelo. Este 

comportamiento no fickiano se debe principalmente al hinchamiento y relajación de la 

matriz de QUI que como se menciona en la sección 3.2.3 es capaz de absorber altos 

porcentajes de agua.  
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Figura 47. Cinéticas de liberación de los aminoácidos Gly y Glu en microesferas de a) PLA-Gly,                     
b) PLA/Pal1%-Gly, c) PLA/Pal2.5%-Gly, d) PLA-Glu, e) PLA/Pal1%-Glu y f) PLA/Pal2.5%-Glu ajustadas a 

los modelos matemáticos de la Aproximación a la Segunda Ley de Fick y Multi-etapas.  
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La figura 47d, e y f corresponde a las cinéticas de liberación del aminoácido Glu 

ajustadas a los modelos matemáticos. Como se puede observar en este caso las 

microesferas de QUI (figura 47d) presentaron un proceso de liberación tipo fickiano con 

un coeficiente de correlación de 0.9361 (tabla 4) indicando que estas microesferas solo 

capturaron el aminoácido Glu en su superficie y primeras capas exteriores, lo que propició 

una liberación rápida. Al igual que con el aminoácido Gly (figura 47a, b y c) las 

microesferas QUI/Pal 1% y QUI/Pal 2.5% con el aminoácido Glu (figura 47e y f) 

presentaron dos etapas de liberación (fickiana y no fickiana), las cuales lograron ser 

ajustadas a los modelos matemáticos seleccionados, presentando buenos coeficientes 

de correlación (tabla 4 y 5). Estas dos etapas están principalmente relacionadas con el 

hinchamiento de las microesferas durante los primeros tiempos del estudio (parte 

fickiana) y la relajación de la matriz, una vez alcanzado su mayor grado de hinchamiento 

(parte no fickiana) [133].    

Tabla 5. Valores de ajuste para el modelo cinético Multi-etapas en la cinética de liberación de los 
aminoácidos Gly y Glu en microesferas de QUI y QUI/Pal. 

Modelo Multi-etapas 

Microesferas 
(Formulación) 

𝜷𝒏 
Coeficiente de Correlación 

(𝑹𝟐) 

QUI-Gly 
QUI/Pal1%-Gly 
QUI/Pal2.5%-Gly 
QUI/Pal1%-Glu 
QUI/Pal 2.5%-Glu 

1/10 
1/20 
1/50 

1/100 
1/500 

1/1000 
1/5000 

1/10000 

0.9509 
0.9679 
0.9604 
0.9420 
0.9670 

 

βn el inverso del tiempo de relajación en h-1 sugerido por Cai and Weitsman [101]  

3.4.3. Cinética de liberación de los aminoácidos Gly y Glu en las microesferas de 
PLA y PLA/Pal 

La figura 48 muestra la cinética de liberación de los aminoácidos en cada una de 

las microesferas obtenidas. Las de PLA con Gly y Glu (figura 48a y b) presentaron un 

comportamiento similar, se observa una liberación casi lineal liberando un 48 y 72 % del 

aminoácido en los primeros minutos del estudio, indicando que el aminoácido se 

encontraba casi en su totalidad en la superficie de las microesferas. Las microesferas 

que contienen 1 % de Pal, muestran una liberación con una tendencia progresiva, 

liberando un 54 y 62 % en la primera hora del estudio, alcanzando su máxima liberación 
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en un tiempo de 72 h para ambos aminoácidos, lo que demuestra que la adición de la Pal 

retrasa la liberación de los aminoácidos, no solo los que se encuentran en la superficie 

de las microesferas, sino también los alojados en las primeras capas de esta. Finalmente, 

las microesferas con 2.5% de Pal presentaron una liberación lenta y gradual, durante la 

primera hora se liberó un 29 y 51% respectivamente (figura 48a Gly y 48b Glu). Estos 

resultados demuestran que la adición de Pal ayuda a una mayor retención de los 

aminoácidos, prolongando el tiempo en que éstos son liberados. Para interpretar este 

fenómeno los datos obtenidos en la cinética de liberación se ajustaron al modelo de 

Aproximación a la Segunda ley de Fick [80] y al modelo Multi-etapas [85] el cual 

contempla la parte fickiana y no fickiana de un proceso de liberación. 

 

Figura 48. Cinética de liberación de los aminoácidos a) Gly y b) Glu en microesferas de PLA, PLA/Pal 1% 
y PLA/Pal 2.5%. 

Utilizando los datos de la figura 48, se calcularon los parámetros necesarios para 

modelar la cinética de liberación de los aminoácidos Gly y Glu (Tabla 6). El punto de 

saturación (𝑴𝒎) corresponde al punto máximo de equilibrio termodinámico de las curvas 

cinéticas de liberación y el coeficiente de difusión (𝑫) es la pendiente de la sección lineal 

inicial de las curvas cinéticas de liberación con base en la ecuación 7. 
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Tabla 6. Parámetros experimentales de la cinética de entrega de los aminoácidos Gly y Glu en 

microesferas de PLA y PLA/Pal. 

Microesferas 
(Formulación) 

 

Saturación 

𝑴𝒎 (%) 
Coeficiente de 

difusión, 𝑫 (mm2/h) 
Coeficiente de 

correlación (𝑹𝟐) 

PLA-Gly 
PLA/Pal1%-Gly 
PLA/Pal2.5%-Gly 
PLA-Glu 
PLA/Pal1%-Glu 
PLA/Pal2.5%-Glu 

69.96 ± 0.75 
65.34 ± 2.11 
58.13 ± 2.83 

81 ± 2.92 
71.99 ± 2.70 
52.85 ± 1.74 

2.10E-03 
5.54E-04 
1.43E-04 
5.31E-03 
6.73E-04 
1.57E-03 

0.9774 
0.9552 
0.9730 
0.9630 
0.9314 
0.9720 

 

3.4.4. Modelado matemático de la cinética de liberación de los aminoácidos Gly y 
Glu en las microesferas de PLA y PLA/Pal 

La Figura 49 muestra los porcentajes de liberación de los aminoácidos Gly y Glu 

versus la raíz cuadrada del tiempo de contacto de las microesferas con el medio de 

liberación. Estos datos se ajustaron al modelo matemático de la aproximación a la 

Segunda Ley de Fick. Las Figuras 49a, b y c corresponden a las microesferas PLA-Gly, 

PLA/Pal1%-Gly y PLA/Pal2.5%-Gly, respectivamente; los coeficientes de correlación 

(tabla 6) nos permiten afirmar que en estos tres casos el modelo (comportamiento 

fickiano) se logra ajustar a los datos experimentales. En este caso, el modelo propuesto 

describe el proceso de difusión del aminoácido, indicando que la mayor liberación tuvo 

lugar en las primeras etapas del estudio; en consecuencia, la mayor cantidad del 

aminoácido se encontró en la superficie y primeras capas de las microesferas, siendo 

más notorio en las microesferas PLA-Gly (figura 49a) que presentan una liberación en 

ráfaga [134]. Las microesferas PLA/Pal 1%-Gly y PLA/Pal 2.5%-Gly (figura 49b y c) 

mostraron que el proceso de liberación de los aminoácidos se vuelve más lento y gradual 

a medida que pasa el tiempo; demostrando que la presencia de la Pal modifica el proceso 

de difusión del aminoácido. 
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Figura 49. Cinéticas de liberación de los aminoácidos Gly y Glu en las microesferas de a) PLA-Gly,                  
b) PLA/Pal1%-Gly, c) PLA/Pal2.5%-Gly, d) PLA-Glu, e) PLA/Pal1%-Glu y f) PLA/Pal2.5%-Glu ajustadas a 

los modelos matemáticos de la Aproximación a la Segunda Ley de Fick y Multi-etapas.  
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La cinética de liberación del aminoácido Glu se muestran en la figura 49d, e y f, 

los datos experimentales correspondientes a las microesferas de PLA-Glu y PLA/Pal 1%-

Glu lograron ajustarse al modelo que utiliza la Segunda ley de Fick (figura 49d y e), 

proporcionando valores de coeficiente de correlación aceptables (tabla 4). Este modelo 

logró ajustarse a la sección inicial de la cinética de las microesferas de PLA/Pal 2.5%-Glu 

(figura 49f) que describe el proceso de difusión de este aminoácido durante los primeros 

tiempos de contacto con el medio. Posteriormente a estos tiempos se observa una 

segunda etapa de liberación, la cual fue ajustada a un modelo Multi-etapas, arrojando un 

buen coeficiente de correlación de 0.9641 (tabla 7), demostrando que una mayor 

presencia de Pal modifica el proceso de liberación. Esta segunda etapa de liberación está 

relacionada con los efectos de hidratación de la Pal [135] y la relajación de la matriz [101].  

Tabla 7. Valores de ajuste para el modelo cinético Multi-etapas en la cinética de liberación de los 
aminoácidos Gly y Glu en microesferas de PLA y PLA/Pal. 

Modelo Multi-etapas 

Microesferas 
(Formulación) 

𝜷𝒏 
Coeficiente de Correlación 

(𝑹𝟐) 

PLA/Pal 2.5%-Glu 

1/10 
1/20 
1/50 

1/100 
1/500 

1/1000 
1/5000 

1/10000 

0.9641 

 
 

βn el inverso del tiempo de relajación en h-1 sugerido por Cai and Weitsman [101]  
 

La información obtenida muestra que el proceso de difusión del aminoácido Glu se 

ve afectado por la presencia de Pal, presentándose una segunda etapa de liberación 

anómala [136] (no fickiana). Si el contenido de arcilla de las microesferas es lo 

suficientemente alto, la interacción de Glu con la arcilla y la relajación del PLA son 

factores que inducen una cinética de liberación más compleja.  

La paligorskita presente en las microesferas híbridas juega un papel importante en 

el proceso de liberación, lo que indica que la presencia del mineral modificó el proceso 

de difusión, comprobando así la hipótesis planteada.  
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El modelado matemático de los datos de liberación experimental (figuras 47 y 49) 

pudo describir la difusión molecular de los aminoácidos a través de la matriz de las 

microesferas [137]. La entrega de los aminoácidos desde las microesferas implicó un 

proceso de absorción y desorción a través de una difusión molecular [138], mecanismo 

dado por la buena interacción entre la matriz polimérica/nano-arcilla/aminoácidos. 

3.5. Fitotoxicidad de las microesferas de QUI y PLA con 2.5% de Pal y cargadas 
con los aminoácidos Gly y Glu 

Las microesferas seleccionadas para el estudio de fitotoxicidad in vitro son las de 

QUI y PLA con 2.5% de Pal cargadas con los aminoácidos Gly y Glu; los resultados 

cuantitativos de aminoácido capturado (secciones 3.3.2 y 3.3.3) demuestran que estas 

microesferas fueron los que lograron capturar el mayor porcentaje de aminoácidos. El 

estudio fitotóxico se basó en pruebas de germinación de semillas de chile habanero 

(Capsicum chinense), producción de biomasa (plántulas) y elongación radicular. 

3.5.1. Efecto de la presencia de microesferas de QUI/Pal y PLA/Pal cargadas con 

los aminoácidos Gly y Glu sobre la germinación de semillas de chile 

habanero 

La figura 50 muestra los porcentajes de germinación totales de las semillas de 

chile habanero, evaluados al día 15 después de la siembra de las semillas, en presencia 

de 1.5% (dosis 1) y 3% (dosis 2) (p/p) de las microesferas de PLA/Pal2.5%-Gly, 

PLA/Pal2.5%-Glu, QUI/Pal2.5%-Gly y QUI/Pal2.5%-Glu, con respecto al peso del 

sustrato de vermiculita usado (tabla 8). Los menores porcentaje de germinación fueron 

obtenidos para aquellas semillas que no estuvieron en contacto con las microesferas 

(blanco), los cuales fluctuaron entre 53.3 y 70%. Los porcentajes de germinación más 

altos (76.6 a 86.6%) se observaron en las semillas que estuvieron en presencia de la 

dosis 1 de microesferas, tanto de PLA como de QUI, indicando que los aminoácidos 

liberados por las microesferas en dosis más pequeñas lograron ser aprovechados y 

asimilados de una mejor forma, lo que generó mayores porcentajes de germinación en 

comparación con el blanco.  
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Figura 50. Porcentaje (%) de germinación de semillas de chile habanero (día 15) en ausencia (Blanco) o 
presencia de microesferas de a) PLA/Pal2.5%-Gly, b) PLA/Pal2.5%-Glu, c) QUI/Pal2.5%-Gly y d) 

QUI/Pal2.5%-Glu cargadas con los aminoácidos Gly y Glu. 

Para el caso de las semillas que estaban en presencia de la dosis 2 (3% p/p de 

microesferas) se presentaron porcentajes menores de germinación en comparación con 

la dosis 1 (66.6 a 80%). En algunos casos una dosis alta de aminoácidos en las plantas 

puede provocar que estos no puedan ser asimilados y aprovechados correctamente 

ocasionando problemas adversos sobre la germinación, el principal siendo una 

disminución en la producción de energía necesaria dificultando su papel nutricional 

durante el proceso de germinación [139]. Un efecto tóxico de las matrices a 

concentraciones mayores no debe ser descartado. 

Tabla 8. Dosis (cantidad (g) de microesferas de QUI y PLA en g por pocillo) aplicadas durante el estudio 

in vitro de germinación de semillas. 

 

Microesferas de QUI Microesferas de PLA 

Microesferas Dosis 1 (g) Dosis 2 (g) Microesferas Dosis 1 (g) Dosis 2 (g) 
QUI/Pal2.5%-Gly 0.35 0.7 PLA/Pal2.5%-Gly 0.7 1.4 

QUI/Pal2.5%-Glu 0.35 0.7 PLA/Pal2.5%-Glu 0.7 1.4 
 

La cantidad de microesferas de PLA es el doble ya que capturaron aproximadamente un 50% menos que QUI 
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3.5.2. Efecto de la presencia de microesferas de QUI/Pal y PLA/Pal cargadas con 

los aminoácidos Gly y Glu sobre la biomasa de plántulas de chile habanero 

y elongación radicular 

El peso fresco de las partes aérea y radical fue calculado a los 42 días después 

de que ocurrió la germinación y se presentan en la tabla 9, observándose que la menor 

producción de biomasa se dio en las plántulas que no se cultivaron en presencia de las 

microesferas. En las plántulas cultivadas en presencia de la dosis 1 de microesferas de 

QUI/Pal con Gly y Glu se observó un aumento en casi un 100% del peso total en 

comparación con el blanco; sin embargo, al aumentar la cantidad de microesferas (dosis 

2) se observó una disminución aproximada del 25% de peso con Gly, en presencia del 

aminoácido Glu prácticamente la producción de biomasa fue la misma que con el blanco.  

Este fenómeno se observó de igual manera en las plántulas cultivadas en las 

microesferas de PLA/Pal (dosis 1 y 2), presentando un aumento de casi un 70% con el 

aminoácido Gly con respecto al blanco, la menor producción de biomasa la presentaron 

las plántulas en presencia de la dosis 2 de PLA/Pal y el aminoácido Glu presentando un 

aumento casi del 1%. Estos resultados son novedosos y el efecto de estos tratamientos 

sobre el metabolismo de las plantas debe ser abordado, especialmente la producción de 

proteínas y fitohormonas [140], las cuales se encargan de proporcionar energía y 

sustancias reguladoras del crecimiento en las plantas [141]. 

Tabla 9. Efecto de la presencia de las microesferas de QUI/Pal y PLA/Pal sobre la producción de 
biomasa en plántulas de chile habanero. Se presenta el valor promedio de 5 plántulas ± desviación 

estándar. Letras diferentes indican diferencias significativas (Tukey, P<0.001). 
 

Peso fresco (g) de plántulas 

Microesferas Dosis Peso aéreo (g) Peso raíz (g) Total (g) 
Blanco 0.1060±0.0019c 0.0241±0.0034e 0.1301 

QUI/Pal2.5%-Gly 
1 
2 

0.1757±0.0154a 
0.1317±0.0063bc 

0.0547±0.0017a 
0.0419±0.0064bc 

0.2304 
0.1736 

QUI/Pal2.5%-Glu 
1 
2 

0.1602±0.0093ab 
0.1093±0.0043c 

0.0568±0.0041a 
0.0305±0.0003de 

0.2170 
0.1398 

PLA/Pal2.5%-Gly 
1 
2 

0.1560±0.0270ab 
0.1380±0.0143bc 

0.0361±0.0045bcd 
0.0432±0.0021b 

0.1921 
0.1812 

PLA/Pal2.5%-Glu 
1 
2 

0.1111±0.0072c 
0.1046±0.0041c 

0.0332±0.0022cde 
0.0238±0.0017e 

0.1443 
0.1284 
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En la figura 51 se muestran las fotografías de la parte aérea de las plántulas 

cultivadas con las microesferas (blanco, dosis 1 y 2). Se observan partes aéreas con 

hojas de mayores tamaños en las plántulas creciendo en presencia de QUI/Pal y PLA/Pal 

con los aminoácidos. Esta figura indica que las plántulas creciendo en presencia de 

QUI/Pal y PLA/Pal y en presencia de ambos aminoácidos y con la dosis más baja 

ensayada parecen tener una mayor área foliar, lo cual puede sugerir una mayor actividad 

fotosintética y crecimiento de la plántula bajo estas condiciones, estudios realizados por 

Nadeem et al. [142] demostraron que la adición de bajas cantidades de nutrientes generó 

un mayor estimulo en plántulas de arroz y trigo en comparación con las altas dosis, lo 

cual respalda los resultados obtenidos en el presente estudio. 

La elongación radical de las plántulas se presenta en la figura 52. En ella se puede 

observar que al igual que en la germinación de semillas y producción de biomasa, la 

mayor elongación se presenta en las plántulas con la dosis 1 de QUI/Pal y PLA/Pal (figura 

53b, d, f y h) y para las plántulas con la dosis 2 de QUI/Pal y PLA/Pal presentaron tamaños 

de elongación menores (figura 53c, e, g e i). Todos los tratamientos utilizados (dosis 1 y 

2) presentaron mayor elongación en comparación con el blanco (figura 52a) que presentó 

elongaciones de 4.4 a 5.7 cm. Esta figura muestra que las raíces de las plántulas tratadas 

con ambas matrices y aminoácidos, a la menor dosis utilizada, no sólo presentaron una 

mayor longitud sino también proliferación, indicando que estos tratamientos pueden 

estimular tanto procesos de crecimiento en longitud como formación de nuevas raíces.  

Estos eventos pueden traducirse en mayores superficies de absorción, permitiéndole a 

la planta una nutrición mineral más eficiente y reflejándose por lo tanto en mayor 

crecimiento en la parte aérea.   

Los ensayos realizados probaron que las microesferas de QUI/Pal y PLA/Pal 

cargadas con los aminoácidos Gly y Glu no generan efectos fitotóxicos en las plantas, ya 

que se obtuvieron buenos porcentajes de germinación, producción de biomasa y una 

buena elongación de raíz. Más aún, a determinadas dosis pueden provocar un efecto 

estimulatorio sobre estos procesos. 
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Figura 51. Parte aérea (hojas) de plántulas de chile habanero a) blanco y en presencia de                                
b) Dosis1-PLA/Pal2.5-Gly, c) Dosis2-PLA/Pal2.5-Gly, d) Dosis1-QUI/Pal2.5%-Gly,                                                     
e) Dosis2-QUI/Pal2.5%-Gly, f) Dosis1-PLA/Pal2.5-Glu, g) Dosis2-PLA/Pal2.5-Glu,                                                 

h) Dosis1-QUI/Pal2.5%-Gly e i) Dosis2-QUI/Pal2.5%-Gly.    

a) blanco  b) dosis 1 f) dosis 1 

g) dosis 2 

h) dosis 1 

i) dosis 2 
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Figura 52. Elongación radículas de plántulas de chile habanero a) blanco y en presencia de                                
b) Dosis1-PLA/Pal2.5-Gly, c) Dosis2-PLA/Pal2.5-Gly, d) Dosis1-QUI/Pal2.5%-Gly,                                                     
e) Dosis2-QUI/Pal2.5%-Gly, f) Dosis1-PLA/Pal2.5-Glu, g) Dosis2-PLA/Pal2.5-Glu,                                                 

h) Dosis1-QUI/Pal2.5%-Gly e i) Dosis2-QUI/Pal2.5%-Gly.    

a) blanco b) dosis 1 

c) dosis 2 

d) dosis 1 

e) dosis 2 i) dosis 2 
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CONCLUSIONES 

Las pruebas preliminares demostraron que cada uno de los métodos empleados 

produce microesferas satisfactoriamente, sin embargo, las mejores matrices fueron las 

de QUI y PLA, ya que las microesferas obtenidas de estas matrices presentaron mejores 

características en comparación con las otras tres (PEG, ALG y CAB) siendo la principal 

una buena interacción con la Pal.  

Las microesferas híbridas que contenían 5 % de Pal mostraron buenas 

características morfológicas como formas esféricas y buena distribución de tamaño lo 

que indica que la Pal no afecta el proceso de producción ni de esferificación de las 

esferas. En el caso de las microesferas híbridas que contenían un 10% de Pal, 

presentaron morfologías deformes, disminución de tamaño y fragilidad, atribuible a la 

aglomeración de la arcilla en el interior de las esferas.  

Las microesferas seleccionadas fueron las de QUI y PLA, ya que presentaron las 

mejores características morfológicas y fisicoquímicas y el contenido de Pal se redujo a 1 

y 2.5% (p/p) para garantizar una buena morfología de las esferas y una buena dispersión 

de las arcillas en su interior.  

Los resultados de la caracterización fisicoquímica de las microesferas de QUI y 

PLA con Pal y cargadas con Gly y Glu demostraron que la adición de la Pal y los 

aminoácidos no interfirieron con el proceso de formación de las microesferas: las 

micrografías SEM muestran morfologías esféricas con distribuciones de tamaños de 

partícula dentro del intervalo deseado (50 a 600 µm), los difractogramas de XRD 

comprobaron la presencia de la Pal en las microesferas, y que esta al igual que Gly y Glu 

no afectaron la estructura cristalina de las matrices de QUI y PLA. 

 La cantidad de aminoácidos capturados en las microesferas está directamente 

relacionada con el porcentaje de hinchamiento (PH) y porcentaje de absorción de agua 

(PA) de las microesferas; mientras más altos sean PH y PA, mayor es la cantidad de 

aminoácido capturado. Por ejemplo, QUI capturó 63% de Gly y presentó 220% de 

absorción de agua a diferencia de PLA que capturó solo un 21% del aminoácido Gly, pero 

absorbió menos de 90% de agua. 
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El modelado matemático de las cinéticas de liberación demostró que el proceso 

de difusión de los aminoácidos en las microesferas de QUI y PLA es a través de los poros 

de las matrices. La nano-arcilla presente en las microesferas juega un papel importante 

durante el proceso de liberación, observándose que las microesferas que contenían 2.5% 

p/p de Pal capturaron una gran cantidad de los aminoácidos e hicieron que el proceso de 

liberación sea lento y gradual. La presencia del mineral modificó el proceso de difusión, 

comprobando la hipótesis planteada en la presente Tesis.  

Finalmente, las pruebas de fitotoxicidad in vitro demostraron que las microesferas 

híbridas de QUI/Pal y PLA/Pal cargadas con los aminoácidos Gly y Glu no causan algún 

efecto tóxico en la germinación de semillas, lo que llevó a un alto porcentaje de 

germinación, una gran producción de biomasa en las plántulas cultivas y una gran 

elongación radicular; esto demuestra que las microesferas cumplen su papel como 

sistemas de liberación controlada ofreciendo los aminoácidos a velocidades que permiten 

que  sean gradualmente aprovechados y asimilados por las plántulas. 
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ANEXO I 

Lavado y purificación de la arcilla Paligorskita 

Lavado de la arcilla de paligorskita 

• A 30 g de arcilla en un vaso de precipitado de 500 ml, se le agregaron 400 ml de 

agua destilada y se agito durante 3 h; la mezcla se filtró en una malla del No.12 

para eliminar el material pétreo y orgánico. 

• La mezcla se colocó en tubos de centrifuga de 50 ml y se centrifugaron a 1500 

rpm durante 10 min, el sobrenadante se decantó y la arcilla se colocó en un vaso 

de precipitado de 500 ml. 

• La arcilla se secó en una estufa de convección a 105 °C durante 25 h; la arcilla 

seca, se macero en un mortero y posteriormente fue molida en un molino de bolas 

marca Ball Mill J-BM1a 100 rpm durante 10 min. 

Purificación de la arcilla de paligorskita   

• 30 g de arcilla lavada se colocaron en un vaso de precipitado de 2 L y se añadió 

200 ml de peróxido de hidrógeno al 30 % (H2O2), se esperó hasta que cese el 

burbujeo y se añadieron 300 ml de agua oxigenada con al 13 % (H2O2 de curación 

médica); se colocó el vaso de precipitado en una placa de calentamiento a 100 °C; 

se esperó hasta que se agotaron las burbujas antes de proseguir; se repitió el paso 

anterior hasta no observar cambio en la coloración del agua oxigenada añadida. 

• Cuando esta condición se cumplió, se añadieron 3 ml de ácido acético glacial y se 

evaporo a sequedad el contenido del vaso, la arcilla se secó en una estufa de 

convección por 8 h a 100 °C. 

• 240 ml de una solución de acetato de sodio al 1 M ajustada a un pH 5 con ácido 

acético se adiciono seguidos de 300 ml de agua desionizada y se agito por 3 h. 

• La mezcla se transfirió a tubos de centrífuga de 50 ml y se centrifugaron a 1500 

rpm por 10 min o hasta que el sobrenadante fue claro. Este se decantó y se 

añadieron 30 ml de agua destilada a los tubos de centrífuga, se agitaron y 

centrifugaron nuevamente a 1500 rpm por 10 min. El sedimento fue secado en una 

estufa de convección a 105 °C por 24 h.   
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ANEXO II 

Preparación de soluciones Buffer de citratos (A) y ninhidrina (B) para la 
determinación de aminoácidos totales. 

Para la solución final de reactivo ninhidrina se prepararon dos soluciones (A y B) 

las cuales se preparan de la siguiente forma:  

Solución (A) 

• Se preparan 50 ml de una solución acuosa de ácido cítrico al 0.4M y 50 ml de una 

solución acuosa de citrato de sodio al 0.4M. 

• 10.25 ml de la solución de ácido cítrico se coloca en un matraz aforado y se agrega 

poco a poco la solución de citrato de sodio (  ̴9 ml) hasta obtener un pH de 5 y se 

afora a 50 ml. 

• Posteriormente se toman 25 ml de la mezcla de ácido cítrico y citrato de sodio y 

se disuelven 0.04 g de cloruro de estaño y se reserva esta solución para su 

posterior uso. 

Solución B 

• Se disolvieron 0.5 g de ninhidrina en 12.5 ml de 2-etoxietanol 

• Para preparar la solución final de ninhidrina se mezclan a razón 1:1 las soluciones 

A y B de acuerdo a las cantidades necesarias. 
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ANEXO III 

Curva estándar para la determinación de aminoácidos totales 

La determinación de los aminoácidos totales en las microesferas requiere la 

siguiente metodología. 

• El estándar de aminoácido (glutamato) se diluye a razón de 1 mg/ml (solución 

stock 1), esta solución se diluye adicionalmente a razón de 1:20 para obtener una 

concentración de 0.05 µg/µl (solución stock 2). 

• Se preparan y etiquetan 11 tubos de ensayo y se les añade las cantidades de 

solución stock 2 y agua destilada de acuerdo a lo indicado en la tabla 10. 

 Tabla 10. Diluciones a utilizar para la preparación de la curva estándar.  

Numero de 
tubo 

µl de  
stock 2 

µl de agua 
destilada 

Volumen 
Final 

Concentración final 
(µg/µl) 

0 0 1000 1 ml 0 

1 100 900 1 ml 0.005 

2 200 800 1 ml 0.01 

3 300 700 1 ml 0.015 

4 400 600 1 ml 0.02 

5 500 500 1 ml 0.025 

6 600 400 1 ml 0.03 

7 700 300 1 ml 0.035 

8 800 200 1 ml 0.04 

9 900 100 1 ml 0.045 

10 1000 0 1 ml 0.05 
 

• A cada uno de los tubos se les agrega 1 ml de la solución final de ninhidrina (A + 

B, anexo ll) y son agitados en un vortex. 

• Los tubos se colocan en una gradilla y son puestos a baño maría hasta punto de 

ebullición durante 30 min. 

• Transcurrido este tiempo de dejan enfriar y se les agrega 2.5 ml de una solución 

de alcohol isopropílico al 50% y se agitan en un vortex. 

• Los tubos se dejan enfriar durante 15 min a temperatura ambiente. 

• Ya completamente fríos, se toman alícuotas de 3 mil y se colocan en una celdilla 

de cuarzo y se miden en el espectrofotómetro UV-Visible a una longitud de onda 

de 570 nm. 
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ANEXO IV 

Desinfección de semillas de chile habanero 

Para la prueba de fitotoxicidad las semillas de chile habanero se desinfectaron con 

la siguiente metodología:  

• 500 semillas de chile habanero (Capsicum chinense) se colocan en un tubo falcón 

de 50 ml. 

• En una probeta estéril de 50 ml se miden 40 ml de alcohol (80% v/v) y se completa 

a 50 ml con agua destilada estéril; la mezcla se vierte a un tubo falcón estéril, se 

tapó y se agita manualmente. 

• 50 ml de una solución de hipoclorito de sodio comercial (6% i.a.) al 30% se prepara 

añadiendo una probeta 35 ml de agua destilada estéril y 15 ml de hipoclorito de 

socio comercial, lo que se completa el volumen de 50 ml. La mezcla se vierte en 

un tubo falcón, se tapa y se agita manualmente. 

• Al tubo con las 500 semillas se le vertió alcohol al 80 % hasta que sobrepaso el 

volumen de las semillas se tapó el tubo y se agita manualmente por 5 min, una 

vez transcurrido el tiempo se elimina el alcohol con ayuda de una micropipeta de 

5 ml. 

• Una vez retirado el alcohol, se enjuagan 5 veces las semillas con agua estéril; esta 

debe sobrepasar el volumen de las semillas y se agita manualmente por 30 s. 

• Posteriormente se agrega la solución de hipoclorito de sodio hasta sobrepasar el 

volumen de las semillas y es agitada manualmente por 15 min; trascurrido este 

tiempo se retira el hipoclorito con ayuda de una micropipeta de 5 ml. 

• Inmediatamente se realizan nuevamente 5 lavados con agua estéril para retirar el 

hipoclorito de sodio. 

• Una vez completados todos los lavados se agrega agua destilada estéril hasta 

sobrepasar el volumen de las semillas, se tapa y se cubre con papel aluminio y se 

almacena a 4 °C durante 72 h. 
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ANEXO V 

Dosis (Porcentaje de microesferas) añadidas durante el estudio in vitro de 
germinación de semillas de chile habanero (Capsicum chinense). 

Para el estudio in vitro de germinación con microesferas de QUI y PLA con Pal 

(2.5%) cargadas con aminoácidos, se usaron dos dosis de aplicación (p/p de 

microesferas con respecto a la vermiculita por pocillo). La figura 53 presenta un esquema 

representativo de los tratamientos aplicados para la germinación de semillas de chile 

habanero. 

 

Figura 53. Esquema representativo de pruebas de germinación. 
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ANEXO Vl 

Solución Hoagland 1/5 de fuerza iónica + micronutrientes. 

La fertilización de las plántulas de chile habanero requiere una solución Hoagland 

de micro y macronutrientes, la cual es preparada de la siguiente forma: 

• Para 3.6 L de agua destilada se le agregan las siguientes cantidades de stock 

(tabla 6): 

- 4.32 ml de stock (4H) 

- 2.88 ml de stock (5H) 

- 1.44 ml de stock (6H) 

- 720 µl de stock (7H) 

- 720 µl de stock (1H) 

- 720 µl de stock (2H) 

- 720 µl de stock (3H) 

• Se agitación magnéticamente a 500 rpm durante 25 min a temperatura ambiente. 

• Una vez que se homogeniza la solución, el pH se ajusta a 6.5. 

Tabla 11. Preparación de la solución Hoagland usando Stocks. 

 Volumen solución final (mL) 

200 1000 3000 5000 

MICRONUTRIENTES 

No. Frasco Sales Conc. Stock X* Conc. Final X* µL de Stock/Sol. Final 

1H H3BO3 
MnSO4·H2O 
ZnSO4·7H2O 
CuSO4·5H2O 
H2MoO4 

5000 1 40 200 600 1000 

2H NiCL·6H2O 5000 1 40 200 600 1000 

3H Fe-EDDHA 5000 1 40 200 600 1000 

MACRONUTRIENTES 

No. Frasco Sales Conc. Stock mM Conc. Final mM mL de Stock/Sol. Final 

4H KNO3 1000 1.20 0.24 1.2 3.6 6 

5H Ca(NO3)2·4H2O 1000 0.80 0.16 0.8 2.4 4 

6H MgSO4·7H2O 1000 0.40 0.08 0.4 1.2 2 

7H NH4H2PO4 1000 0.20 0.04 0.2 0.6 1 
 

*Veces concentrado 
Ajuste pH a 6.5 (NaOH – HCl) 

 

 

 
 


