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Resumen

La contaminacion del agua por eutrofizacién es una problematica global y con mayor frecuencia se
encuentran zonas afectadas por este proceso. Los principales causantes de este fendmeno son los nutrientes
fosforo (P) y nitrégeno (N) provenientes del uso indiscriminado o inapropiado de fertilizantes. La
tecnologia de “liberacion controlada-lenta de fertilizantes” por medio de encapsulamiento, esta
emergiendo como una nueva estrategia para hacer mas eficiente el uso de fertilizantes, y asi disminuir la
contaminacion de aguas. Igualmente se busca el uso de matrices biodegradables y materia prima
proveniente de fuentes renovables y de bajo costo. El grupo de investigacion de Materiales Avanzados de
CIQA ha generado diversos sistemas microencapsulados a base de biopolimeros, mediante tecnologias de
secado por atomizacion y pulverizacién por enfriamiento. Los métodos actuales para la deteccion del idn
fosfato son poco selectivos y requieren procedimientos complejos. Por esta razon, se realizd un disefio
experimental para el desarrollo de un biosensor electroquimioluminiscente (ECL) como una herramienta
selectiva para la determinacion y cuantificacion del idn fosfato, con el objetivo de monitorear los perfiles
de liberacion de dosmatrices a base de un fertilizante fosfatado bajo distintas condiciones de pH. Para ello
se ha escogido una reaccion bioquimica catalizada por la enzima Fosfatasa alcalina (ALP), la cual bajo
condiciones especificas puede ser inhibida por el i6n fosfato. Se han utilizado electrodos serigrafiados
para la aplicacion de las técnicas de voltametria ciclica para el sistema ECL con luminol acoplada a un
sistema bioldgico. Adicionalmente, el acido fitico funge como sustrato de la reaccion para generar acido
fosfarico el cual tiene un efecto de decaimiento en la emisién de luz del luminol, de modo que fue posible
desarrollar un biosensor para la deteccion de fosfato mediante un sistema on/off. De acuerdo con los
resultados obtenidos el método desarrollado para deteccion del i6n fosfato presenta una respuesta
favorable, se observa que los perfiles de liberacion a base de cera de candelilla permiten una liberacién
mas lenta de fertilizante comparado con los encapsulados a base de goma de mezquite. El biosensor
desarrollado en este trabajo permite cuantificar de manera rapida el contenido de fosfato con una
desviacion del 28.81 % respecto al valor obtenido con la técnica analitica por absorcion atomica.

Palabras claves: Biopolimeros, spray-drying, liberacion controlada, electroquimioluminiscencia (ECL).
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Capitulo1

Introduccion

1.1. Introduccion

En las proximas décadas se espera un aumento de la poblacion a nivel mundial, lo cual requiere
implementar medidas tecnol6gicas para no poner en riesgo la seguridad alimentaria segin un reporte de
la FAO 2018 [1]. Con el aumento poblacional y la demandapor distintostipos de cultivo, el sector agricola
en las ultimas décadas se ha visto obligado a migrar a procesos de produccion masiva, lo que requiere
acelerar los ciclos naturales del suelo y de las plantas [2][4]. Para satisfacer la demanda se hace necesaria
la aplicacion de fertilizantes, sin embargo, el fertilizante se usa de manera desmesurada generando un
desequilibrio ambiental [3]. El fertilizante en exceso se volatiliza, es tdxico para las plantas y la
microbiota; y subsecuentemente se filtra en los suelos generando la contaminacion de aguas y
acidificacion de los suelos [6][7].

Se ha optado por técnicas de liberacion controlada como atrapamiento y encapsulamiento de fertilizante
a distintos niveles, como una estrategia para minimizar el dafio ambiental causado por el exceso de
fertilizantes. Dicha estrategia ha demostrado ser una alternativa eficiente para aumentar el rendimiento de
los fertilizantes, disminuye el nimero deaplicaciones por temporada, se controla la dosificacion y se evita
la filtracion de fertilizantes a medios acuosos [9].

Diferentes tipos de materiales se han utilizado para el encapsulamiento de fertilizantes, entre los que se
encuentran una variedad de polimeros sintéticos; sin embargo, su uso ha resultado contraproducente, ya
que, se ha provocado la contaminacion de los suelos por la presencia de micro plasticos [8][10][11]. Los
biopolimeros son una alternativa sustentable para generar encapsulamiento, tienen la ventaja de ser
compatibles con el medio ambiente, pueden ser modificados, compuestos e incluso contener
nanocompuestos [14]. Ya se han realizado diversas investigaciones con biopolimeros como lignina,
carboximetilcelulosa, almidon modificado y quitosano [9][12]. En esta investigacion los biopolimeros
como los polisacaridos y las ceras naturales son un foco de atencion por sus propiedades, su disponibilidad

y su funcion como agentes encapsulantes [14].

El grupo de investigacion en Materiales Avanzados del CIQA ya ha trabajado con cera de candelilla y

13



CENTRO DE INVESTIGACION EN QUIMICA APLICADA === =

Maestria en tecnologia de polimeros

almidén por la técnica de spray chilling y spray drying para generar sistemas de liberacion controlada de
fertilizantes [15] [16] [17]. Para que la liberacion controlada sea eficiente se debe conocer el perfil de
liberacion, para adecuar los sistemas a las necesidades metabolicas de las plantas, ya que, los cultivos
difieren considerablemente en propiedades bioldgicas, quimicas y fisicas. Conociendo el perfil se evita el
uso excesivo de fertilizantes y se brindan los nutrientes necesarios para el optimo desarrollo de las plantas
[5] Actualmente existen dificultades para validar la efectividad de liberacion de los encapsulados de
fertilizante a base de fosfato, ya que, el i6n fosfato no es facil de cuantificar. Los métodos actuales para la
determinacion del ion fosfato son por colorimetria y potenciometria, dichas técnicas son complejas y poco
exactas. Otra técnica muy comun es la formacion del complejo deazul de molibdato, sin embargo, requiere
numerosos pasos Yy condiciones especificas para su correcta determinacion. Aunado a esto tiene la
desventaja detener interferencia con diversas moléculas, alto costo de reactivos/equipo y baja sensibilidad
[19].

Con los métodos actuales se hace sumamente complicada la deteccion delion fosfato para los fines de esta
investigacion. En este contexto, los biosensores electroquimioluminiscente (ECL) se convierten en una
alternativa para la deteccion selectiva. Un biosensor se puede definir como un dispositivo capaz de
convertir una sefial bioquimica en una sefial eléctrica, la cual puede ser cuantificada [21]. Los biosensores
se componen de dos partes: un elemento receptor, el cual interactla directamente con la sustancia de
interés para deteccion mediante una reaccion bioquimica o quimica; y un transductor, el cual se encarga
de convertir la informacion quimica en una sefial analitica capaz de ser detectada.

En este caso la enzima ALP funge como elemento receptor y el luminol como el elemento transductor
quien presenta una luminiscencia azul brillante; la sefial eléctrica de la reaccion del biosensor sera
cuantificadaa través de un fotodiodo [20][21]. La finalidad del presente estudio es desarrollar un biosensor
ECL para determinar el perfil de liberacion de sistemas microencapsulados a base de almidon y cera de
candelilla conteniendo un fertilizante fosfatado. Mediante la técnica de voltametria ciclica se permitira
determinar la capacidad del biosensor para detectar el ion fosfato. El presente método servira como una
estrategia para la deteccion del ion fosfato con una cantidad de muestra minima y eventualmente dara pie
para trabajos futuros para buscar que el biosensor sea portatil y reutilizable.



CENTRO DE INVESTIGACION EN QUIMICA APLICADA === =

Maestria en tecnologia de polimeros

1.2. Referencias de introduccion.

[1] FAO (Food Agricultural Organization). Fresh Fruit Production Worldwide 1990-2016 (2018).

2] Chen, L. Xin, X.,yuan, Q, Su, D., Liu, W. “"Phytochemical properties and antioxidant capacities of

various coored berries. J. Sci Food Agrie, 94, 180-188, (2013).

[3] N K A Astiari, N P A Sulistiawati, | B K Mahardika and I N Rai. Improving the quality fruit of citrus

cv. Siam out off-season through the application of fertilization and pruning. J. phys. Conft. Ser. 1402

055088. (2019).

[4] J. Maximillian, M. L. Brusseau, E.P. Glenn and A.D. Matthias, “Pollution and environmental

perturbations in the global system”, Enviromental and Pollution science, 2019, pp. 457-476.

[5] Srivastava. AK, Malhorta, S.K, “Nutrient use efficiency in perennial fruit crops-a review. J. Plant

Nutr. 40, 1928-1953, (2017).

[6] Bunemann, E.K., Schwenka, G.D.and L. Van Zwiten. Impact of agricultural inputs on soil organisms

-- a review. Australian Journal of Soil Research. 44: 379-408 (2006).

[7] Siafu Ibahati Sempeho, Hee Taik Kim, Egid Mubofu, and Askwar Hilonga. Meticulous overview of

the controlled release fertilizers. Adv. Chem. (2014).

[8] Shaviv, A. Advances in Controlled Release Fertilizers. Advances in Agronomy. 71 (2000) 1-49.
Irfan, S. A., Razali, R., KuShaari, K., Mansor, N., Azeem, B., & Ford Versypt, A. N. (2018).

[9] A review of mathematical modeling and simulation of controlled-release fertilizers. Journal of

Controlled Release, 271, 45-54.

[10] Shoji, S., Delgado, J., Mosier, A., & Miura, Y. (2001). Use of controlled release fertilizers and

nitrification inhibition to increse nitrogen use eficiency and to conserve air and water quality.

Communications in Soil Science and Plant Analysis, 32(7-8).

[11] Y. Yang, M. Zhang, Y. Li, X. Fan, Y. Geng, Improving the quality of polymer-coated urea with

recycled plastic, proper additives, and large tablets, J. Agric. Food Chem. 60 (45) (2012) 11229-11237.

[12] Ni, B., Liu, M., Li, S., Xie, L., & Wang, Y. (2011). Environmentally Friendly Slow-Release

Nitrogen Fertilizer. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 59(18).

[13] Dubey R, Shami TC, Rao Bhasker KU. Microencapsulation technology and applications. Def Sci J.

(2009) 59: 82-95.

[14]  Albertini, B., Passerini, N., Pattarino, F., & Rodriguez, L. (2008). New spray congealing atomizer

15



CENTRO DE INVESTIGACION EN QUIMICA APLICADA ==s=——="——=
Maestria en tecnologia de polimeros

for the microencapsulation of highly concentrated solid and liquid substances. European Journal of
Pharmaceutics and Biopharmaceutics, 69(1), 348-357.

[15] Garcia Carrillo, E. A. (2017). Ceras de polimeros naturales-surfactantes derivados de sacaridos:
matrices encapsulantes biomiméticas para la liberacion lenta de fertilizantes [Tesis de maestria, Centro de
Investigacion en Quimica Aplicada.] Repositorio CIQA.

[16] Martinez Lara, C. (2018). Starch and candelilla wax hybrids for slow release of microencapsulated
phosphates. [Tesis de maestria, Centro de Investigacion en Quimica Aplicada.] Repositorio CIQA.

[17] N.Navarro-Guajardo et al., Candelilla wax as natural slow-release matrix for fertilizers encapsulated
by spray chilling, J. Renew. Mater., vol. 6, nim. 3, pp. 226-236, 2018.

[18] Xiaoli Zhu, Tao Gao. Chapter 10 Espectrometry, nano-inspired biosensors for protein assay with
clinical applications, Elsevier, pp. 237-264, 2019.

[19] Doku, G. N., Agbozo, W. K., Haswell, S. J., & McCreedy, T. (2020). Phosphomolybdenum Blue
Detection — A Review of Characteristics, Achievements, Challenges and Future Prospects. Ghana Journal
of Science, 61(1), 43-49.

[20] Khan, P., Idrees, D., Moxley, M. A., Corbett, J. A., Ahmad, F., von Figura, G., ... Hassan, M. L
(2014). Luminol-Based Chemiluminescent Signals: Clinical and Non-clinical Application and Future Uses.
Applied Biochemistry and Biotechnology, 173(2), 333—-355.

[21]  Nikolelis, D. P., Varzakas, T., Erdem, A., and Nikoleli, G. P. (Eds.). (2013). Portable biosensing of
food toxicants and environmental pollutants. CRC Press, 806 pp.

16



CENTRO DE INVESTIGACION EN QUIMICA APLICADA === =

Maestria en tecnologia de polimeros

Capitulo2

Antecedentes
2. 1. Biosensores

Durante las ultimas décadas el uso de biosensores ha ido en aumento especialmente para el diagnéstico
clinico, extendiendose a otros sectores como el monitoreo ambiental y la bioelectronica. Dichos
dispositivos son atractivos como herramientas analiticas por su especificidad, alta sensibilidad, capacidad
de respuesta, tiempo de medicion, acoplamiento a sistemas integrados, versatilidad y bajo costo [1].

El término "Biosensor” fue definido por Collings y Caruso en 1997 como: ~ Un dispositivo analitico que
aprovecha un sistema de reconocimiento biologico para una molécula diana, en conjunto con un
transductor fisicoquimico, el cual permite convertir el evento de reconocimiento bioldgico en una sefial

capaz de ser utilizada para su deteccion” [2].

2. 1.1 Clasificacién de biosensores

Un biosensor es un dispositivo capaz de transformar informacion quimica en una sefial analitica util. De
manera general, se componen de dos partes: el receptor, el cual se encarga de reconocer la sustancia de
interés mediante un acoplamiento de tipo quimico con receptores de acido desoxirribonucleico (DNA),
fagos, células, anticuerpos o enzimas. Por otro lado, se encuentra el transductor, el cual se encarga de
convertir la informacion quimica procedente del receptor en una sefial analitica y los transductores pueden
ser Opticos, colorimétricos, piezoeléctricos, electroquimicos o combinacion de ellos [1]. El sistema
receptor y transductor es tan diverso, practico e innovador como sea posible. Al final, la clave para hacer

funcionar el dispositivo es la generacion de una sefial medible [2] (Figura 1).
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Figura 1 Clasificacién de biosensores [3].
2.1.2 Receptores

Los receptores son moléculas como: enzimas, células o anticuerpos encargadas de reconocer a la sustancia
de interés mediante un enlace. Los receptores deberan cumplir con ciertas caracteristicas para poder ser
empleados como elementos de reconocimiento: Debe poseer una afinidad hacia el objeto de
reconocimiento; debera ser lo suficientemente selectivo para reconocer a este elemento en presencia de

otros compuestos en el medio y adicionalmente permanecer estable por un periodo de tiempo [1][4].

2.1.2.1 Enzimas
Las enzimas se encargan de catalizar reacciones quimicas, mediante la interaccion de un sustrato dentro
de una regidn especifica de la enzima, dicha area se conoce como centro activo. Para que la actividad
enzimatica sea eficiente se requieren condiciones especificas de temperatura, pHYy fuerza iénica del medio
en el que se desarrolla la catalisis [5]. El tiempo de vida de un biosensor enzimatico esta limitado por la
estabilidad de las enzimas, no obstante, es posible aumentar la estabilidad de la enzima mediante métodos

quimicos o inmovilizacion. Las enzimas son muy utilizadas debido a que son selectivas, su periodo de
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respuesta es corto, se pueden generar prototipos simples para probar su funcionamiento, son capaces de

auto-regenerarse y comercialmente existe una gran variedad de enzimas [4].
2.1.2.2 Fosfatasa Alcalina (ALP)

La fosfatasa alcalina (ALP) es una enzima hidrolasa, por tanto, es capaz de hidrolizar un enlace quimico
de fosfato. Los sustratos de esta enzima son grupos fosfatos unidos a nucledétidos, proteinas, antigenos,
entre otras muchas sustancias que contienen fosfato. Su actividad principal es la remocién de fosfatos, es
decir, la desfosforilacion de moléculas en condiciones alcalinas [5]. La reaccion catalitica se da en dos
pasos: en el primero se genera un intermediario covalente de fosfoserina y en el segundo se da un ataque
nucleofilico en medio acuoso para liberar un fosfato inorganico y un nuevo fosfoéster o especie libre.

Una de las reacciones mas simples y conocidas es la catélisis con el sustrato 4-aminofenil fosfato, tanto
fosfatasas acidas como las alcalinas son capaces de llevar a cabo la hidrdlisis de este compuesto, esta
reaccion ha sido muy utilizada para la identificacion de fosfatasas [6]. Una molécula que funge como
sustrato es el &cido fitico, dicha molécula es comdn en la naturaleza y constituye la principal forma de
almacenamiento de fosforo en semillas y plantas, ya que, es una molécula que contiene seis unidades de
fosforo; sin embargo, dicha molécula debe ser procesada mediante enzimas (fitasas) para ser aprovechada
por diversas especies [7]. N.T. Davies y colaboradores en 1978 estudiaron las similitudes entre la actividad
de la enzima fosfatasa alcalina y enzima fitasa, concluyendo que el acido fitico que es un éster Hexa
fosfato de inositol, actia como un substrato para la enzima ALP, ya que, esta Ultima hidroliza ésteres
fosfatados de origen organico. Segun las observaciones de Davies, bajo todas las condiciones estudiadas
la ALP reaccion6 de manera paralela a la enzima fitasa, teniendo un rol similar a la actividad de dicha
enzima. En la literatura este es uno de los pocos reportes donde se hace referencia a la posible capacidad

de la ALP para interactuar con el cido fitico [8].
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Figura 2 Estructura delaenzima ALP[120]

La enzima estd compuesta por un homodimero conformado por dos unidades monomeéricas y dependiendo
del organismo del cual proviene su peso molecular puede ir desde los 35 a 49.4 KDa. La estructura
secundaria del sitio activo consiste en dos cadenas de polipéptidos idénticos que al plegarse forman regiones

con estructuras basadas en hélices alfa y vueltas beta, pero también se forman regiones plegadas s6lidamente
deespiral. La mayoria de las enzimas tienen involucrados dos iones de Zn*? y uno de Mg*? en la vecindad

del centro activo (Figura 2) [9]. Durante la catélisis el Zn, coordina el oxigeno del enlace ester ortofosforico,
mientras que el Zn, coordina el oxigeno de la hidrdlisis del intermediario fosfoseril. Estos iones son
necesarios en el sitio activo, ya que, favorecen el ambiente electropositivo para la hidrélisis de grupos fosfato
y estructuralmente se permite la activacion de laenzima. La reaccion necesita cofactoreslos cuales aumentan
la velocidad de reaccién quimica, los cofactores suelen ser iones metalicos de M g?*, Zn** y Mn?*. Se ha
visto que, a mayor concentracién de dichos iones, mayor es la actividad de la ALP, excepto para el Zn?™,
ya que, el aumento de estos iones provoca la accion opuesta [9][10]. La ALP estructuralmente es compleja,
sin embargo, se han dilucidado estructuras de diferentes especies como fosfatasa de placenta humana, de
intestino de rata, de bacterias, de bovino y de camardn, las cuales demuestran similitudes estructurales [9].
Para estudios analiticos se encuentran disponibles una variedad de enzimas a nivel comercial como

Escherichia coli e intestino de bovino.
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2.1.2.3 Inhibicion de la Fosfatasa Alcalina

Los inhibidores son sustancias que reducen o cesan la actividad de unaenzima, se usan en la naturaleza 'y
regulan el metabolismo de los organismos de manera normal. Las sustancias inhibidoras ocupan el lugar
del sustrato en el sitio activo de la enzima o en otros lugares de la enzima que impiden la catéalisis de
reaccion o la disminuyen. Una vez que el inhibidor desocupa el sitio de inhibicion la enzima puede o0 no
volver a su estado original de actividad, lo que deriva en inhibidores reversibles y no reversibles. La ALP
ha sido muy estudiada e interacciona con una basta cantidad de sustratos y también es susceptible a la

inhibicion por distintos tipos de sustancias [10][5][11].

- Inhibicién por aminoécidos: el contenido de aminoacidos puede afectar la actividad de la ALP,
especialmente la L-Fenilalanina es un inhibidor no competitivo y estereoespecifico. También el L-
triptofano, la histidina y lisina son inhibidores no competitivos.

- Inhibicién por metales ionizados: La inhibicién con vanadiato de sodio es atribuido a la formacion
de estados de transicion trigonales, los cuales son similares a los estados de transicion de los grupos
fosfato y se percibe que estructuralmente interaccionan fuertemente con el sitio activo de la enzima.

- Inhibicién con EDTA: El &cido etilendiaminotetraacético, este tipo de agentes quelantes inhiben de
manera irreversible, ya que, eliminan al zinc del centro activo de la enzima.

- Ditiotreitol y el mercaptoetanol, actian como inhibidores no competitivos modificando la estructura,
esta inhibicion es reversible, ya que, la enzima recupera su actividad al disminuir las cantidades de
estas sustancias.

- Inhibicién por fosfatoy derivadosde fosfato: La ALP es inhibida por su propio producto de reaccion,
igualmente por fosfato inorganico, iones fosfato y algunos derivados de fosfato. El fosfato es
considerado un inhibidor competitivo, ya que, se une al sitio activo y compite con el sustrato.
Extraordinariamente el fosfato bajo condiciones favorables puede actuar como sustrato o0 como

sustancia inhibitoria.
2.1.2.4 Aplicacion de la inhibicion enzimatica

Las enzimas son elementos clave en los biosensores, los cuales se han desarrollado principalmente en el
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campo clinico, para el diagnostico y monitoreo de enfermedades, pero también para monitoreo
medioambiental han sido de gran utilidad. Desde 1975 Guilbault y colaboradores inmovilizaron fosfatasa
alcalina (ALP) junto con la enzima glucosa oxidasa (GOX), mediante su inhibicion se permitié la
cuantificacion de fosfato, la desventaja de dicho dispositivo era una baja sensibilidad a bajas
concentraciones [5]. La investigacion de Guilbault permitié un avance en el desarrollo de biosensores
acoplados a enzimas y mas recientemente se han utilizado diversas enzimas como nucleésido fosfatasa,
xantina oxidasa, piruvato oxidasa, peroxidasas, entre otras; que acopladas a sistemas quimioluminiscentes
por inhibicion permiten la deteccion deun analito [12]. Se ha podidodeterminar el contenido de pesticidas
mediante la inhibicion de la actividad enzimatica de la acetilcolinesterasa, cuya presencia permite
cuantificar a través del grado de inactivacion de la enzima [12]. También ha sido posible la deteccion de
metales pesados mediante la inhibicion de la (ALP), la cual se encuentra en una membrana de microalga
chlorella vulgaris, dicho sistema permite la determinacion de metales pesados por efecto de la inhibicion
de la enzima [5]. La enzima (ALP) proveniente de intestino de bovino se ha reportado en diversas
investigaciones ser inhibida por fosfato inorganico, fluoro fosfatos, pirofosfato inorganico, glicerolfosfato
y otros derivados de fosfato (Figura 3) [13]. El uso de enzimas para la deteccion de diversos analitos se

ha hecho mas complejo; con la combinacion de hastatres enzimas [14] [6].

Active Sites

A~
v

Subunit A , Subinit B

Figura 3 Inhibicién de ALP por fosfato inorganico [13].
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2. 1.3 Transductores

El transductor es un elemento que se encuentra asociado a un evento fisicoquimico y es capaz de producir
una sefial, la magnitud de la sefial es proporcional a la del sistema con el analito de interés. Los sistemas
de transduccion agudizan las sefiales, algunos ejemplos son: eléctricos, Opticos, piezoeléctricos,
termométricos, magnéticos y nano-mecénicos. Algunos marcadores Opticos de transduccion son;
fluorescencia, luminiscencia, quimioluminiscencia, electroluminiscencia, etc.

Existen numerosas moléculas con caracteristicas luminiscentes, cada molécula tiene caracteristicas
fundamentales que permitiran su uso eficiente en sistemas analito-receptor-transductor, no todas las
moléculas son igualmente Utiles para las distintas técnicas de deteccion. Por esta razon los elementos que
conforman el biosensor deben ser acoplados y especificos para su correcto funcionamiento. Los
transductores presentan ciertas ventajas comparado con otros sistemas de reconocimiento como tiempos

de respuesta corto, elevada sensibilidad, bajos requerimientos y bajo costo [12].
2.1.3.1 Luminiscencia

La palabra luminiscencia proviene del latin “lumen” que significa luz, y quien acufio este término fue
Eilhard Wiedemann en 1888, quien definid diversos fendmenos los cuales no estaban basados en la
transformacion de energia por incandescencia [15]. De manera general la luminiscencia se produce
mediante una transicion derelajacion de un estado excitado a un nivel electronico de menor energia. Dicha
transicion se caracteriza por la disipacion de energia en forma de fotonesen el rango del UV visible. Los
procesos luminiscentes se clasifican de acuerdo con la naturaleza de la reaccion que provee la energia
necesaria para alcanzar el estado excitado [16][17]. Diversas especies de flora y fauna generan
bioluminiscencia y existen diversos procesos que permiten la generacion de luz (Tabla 1) [18]. La
luminiscencia es una herramienta acoplada a biosensores, de manera que el sistema permite monitorear la
produccion de fotones provenientes de una reaccion quimica y es posible relacionar la intensidad de luz

con la concentracion de alguna sustancia de interés.
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Tabla 1. Tipos de luminiscenciaysu origen [18]

Tipo de luminiscencia Causada o iniciada por:

Fotoluminiscencia (fluorescencia, B
) Absorcion de fotones
fosforescencia)

Quimioluminiscencia Reaccion quimica
Bioluminiscencia Reaccion bioquimica en un organismo vivo
Electrogeneracion quimioluminiscente Reaccion electroquimica

o ] Recombinacion radiativa de electrones vy
Electroluminiscencia ) )
vacancias en la materia

Cristaloluminiscenica Reacciones de cristalizacién

Lioluminiscencia Disolucién de un s6lido en un solvente

o _ Implosion de burbujas en un liquido cuando se
Sonoluminiscencia _ )
excita con sonido

Mecano-luminiscencia Por accién mecanica sobre un sélido

2.1.3.2 Electroquimioluminiscencia (ECL)

Electroquimioluminiscencia (ECL) es la conversion de energia eléctrica en energia radiativa. Es un
proceso que genera luz in situ por especias electroquimicas sobre la superficie de un electrodo al aplicar
un potencial, existe transferencia electronica lo que resulta en la emision de luz. La ECL es una técnica
analitica que cada vez atrae mayor atencion por sus ventajas: versatilidad, alta sensibilidad, selectividad y
el bajo costo. Adicionalmente no involucra una fuente de luz externay se evitan problemas relacionados
con dispersion de luz e interferencias, también los estados de excitacion pueden ser facilmente controlados
variando los potenciales eléctricos, es una técnica no destructiva y en algunos casos los lumin6foros

pueden ser regenerados después de la emision [19].
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2.1.3.3 Principios Basicos de Electroquimica

La transferencia de electrones entre la superficie de un electrodo y las especies reductoras u oxidantes
disueltas en un electrolito es un paso critico para llevar a cabo una reaccion electroquimica. Las especies
disueltas y sus fronteras de orbitales moleculares HOMO (orbital molecular ocupado de mayor energia) y
LUMO (orbital molecular ocupado de menor energia) definen la reactividad electroquimica por procesos
de éxido-reduccion. Imponiendo progresivamente potenciales negativos, la energia del electrén aumenta
y es més fécil transferir electrones del electrodo hasta el orbital electronico vacante LUMO de las especies
quimicas involucradas, dicho proceso se conoce como reduccion. Llevar los potenciales a valores mas
positivos provoca el decaimiento de laenergia de los electrones dentro del electrodo, entonces un electrén
es removido del orbital molecular ocupado de mayor energia y se considera como una reaccion de
oxidacion. Dependiendo del potencial aplicado las especies puedenser reducidas y oxidadas, y la corriente
se vuelve una medida atil, ya que, los electrones cruzan una interfase y el flujo de electrones es
directamente proporcional a la velocidad de reaccion electroquimica que se lleva a cabo en el electrodo,
por tanto, se pueden aproximar la cantidad de especies transformadas electroquimicamente. El
rendimiento de ECL no se estima directamente, ya que, depende de las condiciones experimentales como

el solvente, la concentracion, el potencial aplicado y el material del electrodo [12].

2.1.3.4 Mecanismo para obtener Electroquimioluminiscencia

La transferencia de electrones se puede dar por diferentes vias dependiendo del luminoforo, las cuales se
pueden generar mediante: Transferencia de electrones por un luminéforo, por aniquilacién, co-reactante,
por laruptura deun enlace del lumin6foro y una ruta especial de induccién por calentamiento de electrones
[15] [16] [17] [20].

2.1.3.4. 1. Transferencia de electrones por luminoforo

En esta via, el estado de emision del luminéforo se produce por la transferencia de electrones que ocurre
en solucion y el lumindforo esta directamente involucrado. Dos especies, 0 dos estados redox de la misma
molécula generan una transferencia de electrones para producir el estado excitado, del proceso de

transferencia se puede distinguir dos vias: Aniquilacion y co-reactante. reversible siempre y cuando no
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esté asociado a un paso quimico, después de generar ECL al final de la transferencia es posible la

regeneracion del luminéforo [17].

2.1.3.4. 2. Aniquilacion

En esta via, la especie reducida A~ y la especie oxidada B* se producen electroquimicamente por pulsos
alternos de potencial sobre la superficie del electrodo, cabe sefialar que dichas especies pueden ser de
inicio la misma molécula solamente con estados de dxido-reduccion diferentes. Dichas especies se

recombinan para formar el estado excitado 14 [17].

A+e = A7 (Reduccionen el electrodo)
B— e~ = BY (Oxidaciénen el electrodo)
A™+ BT =1A"* + B (Transferencia electrénica para generar estado excitado)

1A* = A+ hv (Emision de luz ECL)

La formacion de una especie en su estado excitado va a depender de la energia libre de reaccion entre A~
y B*. Si la reaccion exergonica es suficiente, se rellena directamente el estado excitado del luminéforo,
es decir, el singlete. En este caso la energia de reaccion es mayor o igual a la energia del estado emisor del
singlete y laemisién de ECL sigue una ruta-S. Por el contrario, si la energia de aniquilacion no es suficiente
para rellenar el estado del singlete, se seguird otra ruta mas simple para producir un estado de triplete.
Dicha ruta-T resulta accesible y eventualmente se alcanza un estadosinglete en un segundo paso. Esta ruta
es simple porque solamente se requiere de un luminoéforo, solvente y al electrolito soporte. Sin embargo,
para que se logre llegar al estado excitado las especies reducidas y oxidadas se deben formar cerca del
electrodo, esto limita a la técnica al uso de solventes como acetonitrilo y (N,N-Dimetilformamida) DMF.
La ventana de potencial del agua no es suficiente para formar especies lo suficientemente estables. La

desventaja de esta via es el quenching por dioxigeno [15].

2.1.3.4. 3. Co-reactante

Es una via alternativa cuando las especies oxidadas o reducidas del luminéforo en un proceso de
aniquilacion no son lo suficientemente estables. Un co-reactante es una especie quimica que luego de

oxidarse o reducirse en la superficie del electrodo, produce intermediarios altamente reactivos capaces de
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reaccionar con el lumindforo para llegar a un estado excitado. Esta via es muy simple experimentalmente,
ya que, solamente requiere imponer un potencial o barrer el potencial en una sola direccién [22]. Algunos
tipos de co-reactantes son: oxalato, tripropilamina (TPrA), Nicotinamida adenina diucle6tido (NADH), 2-
(dibutylamino) etanol (DBAE), peroxidisulfato, peréxido de benzoilo (BPO), entre otros [17].

El mecanismo de “reduccion-oxidacion” se genera de la siguiente manera [16]:

1) Se lleva a cabo la oxidacion electroquimica sobre la superficie del electrodo.

2) Se rompe un enlace (o transferencia de &tomo) la reaccion del co-reactante genera un radical fuerte.

3) La transferencia de electrones entre la especie altamente reducida del co-reactante y el lumindforo
oxidado son lo suficientemente exergonicas para producir ECL.

El co-reactante serd una molécula que va a ser consumida irreversiblemente en una reaccion de ruptura de
enlaces, la cual es necesaria para alcanzar el estado excitado para que el luminéforo pueda ser regenerado
y sea capaz de empezar un nuevo ciclo de ECL. Para seleccionar un sistema co-reactante / luminéforo
eficiente para generar un alto ECL, se deben cumplir con ciertos requerimientos: la solubilidad en el
medio, estabilidad, potenciales adecuados redox y una vida media de radicales suficiente para lograr la

emision de luz [16].

2.1.3.4. 4. Ruptura de enlace del lumin6foro

La ruptura de enlaces permite generar fotones, sin embargo, la ruptura debe ser lo suficientemente fuerte
para alcanzar la energia suficiente para rellenar el estado emisor. La ruptura de enlace significa que el
luminoforo solamente podra emitir un foton a la vez, ya que, es una reaccion irreversible, totalmente
opuesto a las reacciones de transferencia de electrones. Los luminéforos mas comunes son; Lucigenina
(bis-N-metil actridiniumnitraro), éster de acridinio, el luminol y sus derivados. En una solucion basica y
en presencia de peroxido de hidrégeno el Luminol es capaz de llegar a un estado excitado (3-aminoftalato)
[21]. La desventaja de este método es que solamente emite luz una sola vez, es una técnica destructiva que
puede dafiar muestras sensibles. Sin embargo, bajo condiciones especificas se puede reproducir la sefial

inicial, pero esta limitada a las condiciones y concentraciones del sistema [16] [20].

2.1.4 Elementos clave para llevar a cabo ECL
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a.- Voltametria ciclica

La voltametria ciclica sirve para examinar las propiedades electroquimicas de una especie quimica, la
energia del electron dentrodel electrodo se sincroniza continuamente por medio de un barrido en un rango
de potencial lineal. Los experimentos comienzan donde no ocurre ningun tipo de reaccién electroquimica
y se van moviendo en un periodo de tiempo hasta alcanzar procesos de oxidacion y reduccion. La manera
mas comun de presentar los datos electroquimicos es mediante una grafica de la corriente en funcion del
potencial (i vs. E). Dicha grafica se considera equivalente a un espectro obtenido en espectroscopia.
También es comun encontrar gréficas de la intensidad de la luz ECL en funcion del potencial (ECL vs. E)
[20].

b.- Luminoforo
El lumin6foro es la molécula que alcanza el estado excitado y emite luz, se distinguen tres clases de
luminoforos: Organicos, inorganicos y nanoparticulas. La mayoria de los lumin6foros organicos contienen
anillos aromaticos de 5 0 6 carbonos o varios heterodtomos como N, O, S, como el perileno, rubreno y sus
derivados. Los complejos inorganicos contienen (Cr, Cu, Mo, Ru, Rh, Re, Os, Ir, Pt) el luminéforo
inorganico mas utilizado es el [Ru(bpy);]** tris(bipiridina)cloruro de rutenio (I1). Es una sal
comercialmente disponible en forma de hexahidrato, es un sélido cristalino rojo, soluble en agua y en
solventes polares. La razon de que sea el lumin6foro mas popular radica en su estabilidad quimica,
propiedades luminiscentes y su alta reactividad en el estado excitado. Las nanoparticulas y los puntos
cuanticos (quantum dots) tienen la caracteristica de que sus propiedades electronicas son controladas por
su tamafo y por la morfologia de su superficie, el seleniuro de zinc (ZnSe) o sulfato de cadmio (CdS) son
los més utilizados. La cantidad tan diversa de lumindforos que existen actualmente permite seleccionar

longitudes de onda emitidas en el rango visible, lo que facilita la deteccion [17].

c.- Co-reactante
El co-reactante permite la presencia de especies oxidantes fuertes y la generacion de especies reducidas
simultaneamente. Un co-reactante eficiente debe producir un radical fuerte después de iniciar con una
oxidacion. Los dos co-reactantes méas utilizados para la generacion de ECL son aminas y perdxidos. Para
el caso del perdxido, se reduce a un radical anidnico, entonces el enlace O-O sufre homdlisis, es decir, la

molécula se divide equitativamente y cada atomo retiene un electron. Lo que genera un anién carboxilato,



CENTRO DE INVESTIGACION EN QUIMICA APLICADA === =

Maestria en tecnologia de polimeros

dando lugar a un radical oxidante bastante fuerte. Es importante notar que durante la ECL la formacion de
especies disociadas no siempre es facil de determinar, ya que, depende de la naturaleza del co-reactante.

Por tanto, habra veces que existira una discrepancia en los potenciales redox reportados en la literatura
[16].

d.- Material del electrodo
La emision de luz se genera por la transferencia de electrones, la transferencia es influenciada por la
naturaleza quimica del electrodo. Actualmente existe una variedad comercial amplia de electrodos,
electrodos a base de metales (Au, Pt, Ag) y abase de carbén (carbon vitreo, dopados con boro o diamante,
etc.) Se debe buscar un electrodo que permita el proceso electroquimico y que pueda ser acoplado a los
elementos del sistema [21].

2.1.5  Luminol

El'luminol es un compuesto organico de bajo costo, baja toxicidad, soluble en solventes organicos y exhibe
un alto rendimiento de quimioluminiscencia, tiene un brillo caracteristico color azul cuando se mezcla con
un agente oxidante apropiado. El luminol no puede ser regenerado estrictamente como otros luminéforos,
sin embargo, el luminol es de gran interés porque podria sustituir complejos inorganicos y se ha visto que
es util en biosensores [22]. El luminol se sintetiza en un proceso de dos pasos (Figura 4): 1) La hidrazina
se calienta junto con &cido nitroftalico en presencia de trietilenglicol con glicerol. Ocurre una reaccion de
condensacion por sustitucion nucledfila sobre la porcion de un grupo carbonilo, por medio de un nucleéfilo
que cede electrones, el resultado de este proceso es la pérdida de agua y la formacion de 3 nitroftalato
hidrazina. 2) Se genera una reaccion de reduccion del grupo nitro a un grupo amino con ditionito de sodio,

a través de un intermediario transitorio de hidroxilamina y se produce luminol [20].

NO; O NO; O NOz O NH; O
OH HzNNH; OE} m-|3@ -2H30,4 NH MNaz$204 NH
—_— | - | — |
OH 0@ HHﬁ) HO(CH,CH,0)4H NH "OH, H;0 NH
0 o 0 0
Acido 3-nitroftalico 5al de hidrazina 3-Nitroftalatohidracina Luminol

Figura 4 Sintesis de luminol [30].
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2.1.6 Mecanismo ECL del luminol

Existen dos mecanismos por los cuales se puede llevar a cabo la ECL del luminol [21] (Figura 5).

El mecanismo 1, ocurre cuando se desprotona el luminol en un medio basico, la base permite atrapar los
hidrégenos unidos a los atomos de nitrogeno. Se forma una especie intermedia la cual reacciona con
oxigeno molecular que permite el intercambio de amidas por ésteres por adicion ciclica, la reaccion se
favorece si se toma en cuenta que el nitrégeno molecular es un grupo saliente. Se forma un peréxido de
hidrogeno altamente inestable y al romperse da lugar a 3-aminoftalato, dejando a la molécula en estado
excitado. Cuando la molécula pasa de un estado excitado a un estado basal se libera energia en forma de
luz de color azul a una longitud de onda de 425 nm. Este tipo de reacciones tienen un bajo rendimiento
cuantico, suelen ser catalizadas en presencia de hierro (Fe), haciendo el fendmeno de produccion de la luz
un proceso casi inmediato al contacto [22].

Mecanismo 2 ocurre bajo condiciones alcalinas el luminol se desprotona (pk=6.2) y el anion es
electroquimicamente oxidado sobre la superficie del electrodo, dando como resultado un compuesto diazo
quinona. En la presencia de perdxido de hidrdgeno se genera un estado excitado (3-aminoftalato) dicho

compuesto emite luz a 420 nm al regresar a su estado basal [22].

NH, O @) Q
lrn? i
N -OH N . TN O
o lm = b o
[H_?‘Hh__,f J
Q O a”
Luminol l
o i o |* o)
'3'_+mf+r\|2-— 3 o
O 0 S
- 0 ©

Figura 5 Mecanismo electroquimioluminiscente del luminol [23].
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2.1.7  Aplicaciones analiticas del luminol acoplado a ECL

Hong Dai y colaboradores en 2008 desarrollaron un sensor ECL basado en la inhibicién de luz con
vitamina C (vitC). En afios recientes la industria de los alimentos ha decidido fortificar una variedad de
alimentos con vitaminas, sin embargo, la concentracion de vitamina puede afectar la calidad de los bienes
alimenticios. Existen diversos métodos colorimétricos, quimicos, fluoro métricos y cromatograficos para
la deteccion de vitC. Sin embargo, la ECL ha demostrado ser una técnica eficiente y de bajo costo para la
deteccion de analitos. La investigacion consistio en estudiar el efecto de la concentracion de la vitC sobre
un electrodo funcionalizado con PMMA y luminol, dicho ensamble ofrecié reproducibilidad del sistema
y unaemision deluz intensa. La manera en que se detectala vitC es porque sobre la superficie del electrodo
sufre una deshidrogenacién para formar acido dehidroascérbico, este acido es un agente reductor e
interacciona con el oxigeno disuelto para formar un &cido dicetoguconico. La formacién del acido junto
con el agotamiento del oxigeno en el medio, generan que la emisién ECL se vea disminuida conforme

aumenta la adicion de vitC (Figura 6) [26].
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Figura 6 Sensor basado en la inhibicion ECL del luminol para la deteccion de vitamina C [123].

Carolina V. Uliana y colaboradores en 2020 desarrollaron un sensor basado en la inhibicion del luminol
por ECL para la deteccion del tinte rojo en textiles. Los tintes en textiles estdn ampliamente distribuidos
y suelen encontrarse en aguas residuales, sin embargo, la preocupacién comienza al detectar cantidades

cada vez mayores de este tinte, ya que, es un contaminante ambiental con efectos negativos en la salud
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humana como desordenes reproductivos, carcinogenicidad y es un disruptor endocrino. Para la generacién
del biosensor se funcionalizan particulas magnéticas con luminol en un sistema ECL, demostrando que la
tinta roja es capaz de inhibir la ECL del luminol. En dicho estudio la inhibicién de la luz se utiliz6 como
una medida de la sefial para la determinacion del tinte rojo en un medio acuoso. Se hizo una curva de
calibracion de la ECL con un porcentaje de tinte rojo que demuestra la inhibicion de la luz con un
coeficiente de 0.9997 para los limites de deteccién para concentracion de 0.5, 2.0, 4.0, 8.0, 12.0y 17.0

pgmL~* denotando una clara disminucién de la luz conforme aumenta la concentracién de tinte rojo

(Figura 7) [25].
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Figura 7 . Deteccidn de tinte rojo de textiles basado en la inhibicion de ECL de un sistemade luminol [122].

Eldesarrollo de biosensores bajo la técnica de ECL se ha convertido en una poderosa herramienta analitica
para la deteccion especifica de farmacos, pesticidas, bisfenol-A y iones metalicos [24]. A dicha técnica se
le ha acoplado luminol por sus caracteristicas electroquimicas, sensibilidad y por generar sefiales visibles.
La reaccion electroquimica con luminol presenta un pico caracteristico de oxidacion, dicho pico se ha
reportado entre 0.45 V hasta 2.8 V, el valor obtenido es dependiente de las condiciones del sistema y la

capacidad del potenciostato para generar corriente [25].
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2. 1.8 Uso potencial de los biosensores

Existe unainfinidad de aplicaciones en las cuales se pueden utilizar los biosensores: monitoreo de glucosa
para pacientes diabéticos, analisis de alimentos, monitoreo ambiental, deteccion de medicamentos y
tratamiento de aguas, por mencionar algunos ejemplos. Estatecnologia ha demostrado ser una herramienta
dealta especificidad; con tiempos de respuesta cortos, en pocos minutos; se necesitan pequefias cantidades
de muestra y tienen alta sensibilidad a bajas concentraciones. En este proyecto se pretende desarrollar la
tecnologia de un biosensor como una alternativa para la deteccion de grupos fosfato provenientes de
fertilizantes microencapsulados.

2.1.8.1 Meétodos para la determinacion del fosfato

Existen diversos métodos reportados para la deteccién de fosfato: colorimétricos y potenciométricos. Los
cuales se basan en una determinacién indirecta, es decir, se basan en aproximaciones. Cabe sefialar que
las desventajas mas comunes de estos métodos son: la necesidad de un nimero considerable de pasos para
obtener la respuesta esperada, alto costo de reactivos, baja sensibilidad de método e interferencia con
moléculas no involucradas en la deteccion.

La potenciometria es un método que involucra todas las propiedades electroquimicas con las que cuenta
una solucion, por tanto, la concentracion de un analito es proporcional a la concentracion, recordemos que
los fertilizantes generalmente se encuentran conjugados con otros macronutrientes, los cuales se veran
involucrados en la medicion y no solo la sustancia de interés.

Knowles y plaxton fueron los primeros en desarrollar un método colorimétrico basado en la absorcion del
complejo de azul de molibdeno, el cual se forma tras reducir un complejo de un amonio con molibdeno-
fosfato inorganico (P0O;~) en un medio &cido. Se hace un andlisis por medio de un espectrofotémetro a
diferentes diluciones [62]. EI método parece sencillo, sin embargo, presenta una alta interferencia, ya que,
el molibdeno reacciona féacilmente con diversas moléculas pudiendo dar resultados falsos positivos a la
determinacion de Pi.

Martinez y col. (Martinez Lara, C. 2018) utiliz6 un método modificado de Knowles y plaxton, para
determinar el perfil de liberacion del Pi liberado a partir de sistemas de microcapsulas de almidén-MAP.
Se obtiene un complejo de amonio molibdato-Pi de color, el cual es posible analizar por medio de un

espectrofotometro UV-Vis midiendo la absorbancia a 213 nm (Figura 8) [27].
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Figura 8 Curva estandar para calcular la concentracion de fosfato inorganico mediante método modificado de Knowles
y Plaxton (pendiente=4.8795,r=0.989) [63].

2. 2. Problematica global en relacion con el fésforo

2.2.1 Aumento de la poblacion y la seguridad alimentaria

Existe una enorme preocupacion para garantizar la seguridad alimentaria de la creciente poblacién
mundial, se proyecta un aumento poblacional de 7.6 billones de habitantes actuales a 8.6 billones para
2030 y 9.8 billones para 2050 (Figura 9) [28]. El aumento poblacional implica la urgente necesidad de
producir una mayor cantidad de alimentos, aunado a una demanda por distintos tipos de cultivos. Para
satisfacer los requerimientos existen dos factores importantes: aumentar las superficies de cultivo y
proporcionar nutrientes en formas asimilables. Las superficies de cultivo se ven diaa dia disminuidas por
el aumento de la industrializacion, la urbanizacién, desertificacion, sequia o inundaciones. Estos factores
atentan contra la seguridad alimentaria global [29]. Los fertilizantes son una manera de afiadir nutrientes
asimilables al suelo, ya que, contienen elementos quimicos que son esenciales para el crecimiento y
desarrollo de las plantas [30]. Sin embargo, el uso excesivo o inadecuado conduce a dafios ambientales
severos como la eutrofizacion. Actualmente se busca tomar acciones multidisciplinarias para mejorar los
sistemas de agricultura junto con soluciones tecnoldgicas para administrar y dosificar los nutrientes

necesarios de manera adecuada, para obtener un mayor rendimiento.
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Figura 9 Proyecciones globalesde crecimiento poblacional (UN Dept. of International Economic and Social Affairs,
1992) [31].

2. 2.2 Elementos esenciales para las plantas
De manera general, se consideran dieciséis nutrientes esenciales para cumplir con las funciones
metabolicas normales de una planta (Tabla 2). Los nutrientes esenciales provienen del aire, agua y suelo
que circunda la planta; el suelo alberga la microbiota y minerales que proveen la mayor cantidad de
nutrientes como: Nitrogeno (N), fosforo (P), potasio (K), calcio (Ca), magnesio (Mg), azufre (S), hierro
(Fe), manganeso (Mn), Zinc (Zn), Cobre (Cu), boro (B), molibdeno (Mo) y cloro (CI) [4] [32]. Dichos
nutrientes se dividen en dos categorias basicas; micronutrientes, que son requeridos en cantidades muy
pequefias y los macronutrientes que son necesarios en grandes cantidades, los tres nutrientes primarios
son; nitrogeno, fosforo y potasio.
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Tabla 2. Elementos esenciales para plantas, origen, funcion y porcentaje.

Elemento Simbolo Origen Concentracion

] Constituye carbohidratos necesarios para la
Carbon C o 45%
fotosintesis.

Oxigeno @) Constituye carbohidratos para la respiracion. 45%

o Mantiene el balance osmotico, permite reacciones
Hidrogeno H o 6%
quimicas.

Nitrégeno N Constituye aminoéacidos, proteinas, acidos nucleicos. 1-5%

. Involucrado en fotosintesis, sintesis de proteinas y
Potasio K . ) 0.5-1%
traslocacion de carbohidratos.

Constituye proteinas, coenzimas, &cidos nucleicos y

Fosforo P sustratos metabdlicos. Participa en transferencia de 0.1-5%
energia.

Magnesio Mg Activador de enzimas, componente de clorofila. 0.1-0.4%

Azufre S Componente de ciertos aminoacidos y proteinas. 0.1-0.4%

Involucrado en la produccion de oxigeno y
Cloro Cl o 0.01-1%
fotosintesis.

) Involucrado en la sintesis de clorofila y en la
Hierro Fe ) ] 50-250 ppm
transferencia de electrones entre enzimas.
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Controla diferentes procesos de oxidorreduccion y
Manganeso Mn . o 20-200 ppm
esta involucrado en la fotosintesis.

Translocacion de azucares y metabolismo de hidratos
Boro B 6-60 ppm
de carbono.

Zinc Zn Involucrado con enzimas que regulan otras enzimas 25-150 ppm

Cataliza procesos de respiracion celular y es
Cobre Cu _ ) 5-20 ppm
componente de varias enzimas.

2. 2. 3 Fertilizantes base fosforo

El fosforo se presenta en la naturaleza en forma mineral: como roca fosférica cuya composicion varia
entre un 4% hasta un 20% de pentoxido de fdésforo y otros minerales [33][34]. El proceso para la
fabricacion de fertilizantes a base de fosfato consta de dos pasos: La preparacion de la materia prima y la
produccion de acido fosférico. En primera instancia la roca se tritura al tamafio de grava gruesa, el material
se limpia deimpurezas y se enriquece para elevar su contenido de fosfato. Una vez enriquecido, el material
se muele, se seca simultdneamente y se procede a la fabricacion del &cido en un reactor. Azufre elemental
se funde a altas temperaturas para producir diéxido de azufre, el cual se convierte mediante catalizadores
a un trioxido de azufre, dicho compuesto es altamente inestable y absorbe facilmente agua para formar
acido sulfurico. Laroca de fosfato se introduce en el reactor y reacciona de manera inmediata con el &cido
sulfurico formando acido fosférico y sulfato de calcio di hidratado. El acido fosfoérico se filtra para
separarlo del calcio di hidratado [34]. El &cido fosforico es un precursor para la fabricacion de una gran
variedad de fertilizantes a base de fosforo (Figura 10). El fosfato de di amonio (DAP) y el fosfato
monoamonico (MAP) se encuentran entre los fertilizantes mas utilizados a nivel agricola. EI DAP se
fabrica afiadiendo dos porciones molares de amoniaco y una porcién molar de acido fosférico, mientras

que el MAP se produce afiadiendo 1:1 porciones molares de amoniaco Yy acido fosférico [35].
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Proceso de fabricacion de fertilizantes fosfatados
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Figura 10 Produccién de fertilizantes fosfatados (Imagen modificada de Cadmium in phosphate fertilizers, AEEP).

2. 2.4 Caracteristicas del Fosfato monoaménico (MAP)

El fertilizante conocido como fosfato monoamonico (MAP) con formula quimica [(NH,)H,PO,] ha sido
durante muchos afios un fertilizante en uso agricola, ya que, contiene dos de los macronutrientes mas
importantes, aproximadamente 48 a 68 % de pentdxido de fosforoy de 10 a 12 % de nitrogeno. Tiene la
ventaja deser una sal granular soluble en agua, por tanto, se disuelve facilmente en el suelo si el contenido
de humedad es el adecuado. Al disolver los granulos en agua el pH de la solucion suele bajar hasta 4.0 a
4.5y en el suelo la solucion que rodea a los granulos es moderadamente &cido, lo que ha hecho que este
fertilizante se vuelva deseable para los suelos con condiciones neutras o con un pH alto. Adicionalmente

es estable a altas temperaturas lo que permite su transporte y funcionamiento en climas extremos, ya que,
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se descompone hasta los 200°C en amoniaco gaseoso Yy acido fosférico fundido [35]. Este fertilizante es
altamente versatil, ya que, se puede aplicar de forma granular directamente en el suelo o el polvo se prepara
en suspension para su aplicacion foliar o en el agua para riego [36]. Los medios &cidos generados por
MAP favorecen notablemente la absorcidn de ciertos nutrientes en las plantas como son Fey Zn. Se debe
tener en cuenta que los fertilizantes fosfatados se vuelven insolubles al ser mezclados con fertilizantes

conteniendo calcio (ej. Nitrato de calcio) [36].

2. 2.5 Limitaciones en el uso de fertilizantes convencionales.

Para lograr establecer un uso mas eficiente de los fertilizantes es necesario alcanzar un equilibrio entre la
absorcién de nutrientes y los requerimientos nutritivos de las plantas durante su ciclo de vida. Es
importante conocer las caracteristicas quimicas y fisicas de los suelos, ya que, de este dependera la
disponibilidad delos nutrientes [37]. De manera convencional y en la mayoria de los casos los fertilizantes
son aplicados al suelo de manera directa [38]. Se ha observado que la aplicacién directa del fertilizante no
coincide con los requerimientos puntuales en el crecimiento de las plantas, por tanto, el fertilizante no
aprovechado tiene mas posibilidad de provocar dafios al medio ambiente [39]. Por esta razén se ha optado
por el uso desistemas de liberacion controlada: los cuales optimizan la dosificacion delfertilizante (Figura
11).

Concentracion de fertilizantes durante el desarrollo de las plantas

= = = ==  ——————

Fertilizante encapsulado Fertilizante sin encapsular

Figura 11 Uso eficiente de fertilizantes (Imagen modificada de Haifa Negec Technologies LTD 2021).
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2. 2.6 Caracteristicas de sistemas de liberacion controlada

Los sistemas de liberacion controlada se refieren a la encapsulacion o recubrimiento de una sustancia de
interés para ser liberada escalonadamente en el tiempo, la velocidad de liberacion es limitada para
prolongar los efectos de la sustancia en el sitio de uso [40]. Este tipo de sistemas son comercialmente
disponibles principalmente en la industria farmacéutica [42]. Actualmente se ha dirigido el mismo enfoque
a la industria agricola para alcanzar las concentraciones suficientes de nutrientes durante el ciclo de vida
de las plantas (Figura 12) [41].

La encapsulacion de fertilizantes presenta ventajas para la correcta nutricion de los cultivos [41][38]:

- Los sistemas proveen a las plantas con la concentracion necesaria de nutrientes requeridos para el
optimo crecimiento de las plantas, permitiendo aumentar la cantidad de productos cosechados y su
calidad.

- Este tipo de sistemas permite la correcta difusion de nutrientes en el medio donde se encuentran las
raices, asegurando disponibilidad suficiente de nutrientes y reduciendo la cantidad de fertilizante a
utilizar.

- Los sistemas de liberacion controlada se aplican una sola vez durante la temporada y se permite
cubrir las necesidades nutricionales del cultivo, ahorrando costos de aplicacién y los costes
asociados a los fertilizantes convencionales.

- Los sistemas se aplican por Unica ocasion directamente al suelo, sin precisar de complejos sistemas
de riego o equipos especiales de inyeccién hidraulica.

- Al utilizar cantidades de fertilizante menores se minimiza la pérdida por lixiviacién, volatilizacion
o fijacion previniendo dafios al medio ambiente.

- Los fertilizantes encapsulados tienen baja probabilidad de causar dafio a semillas o generar

problemas de fertilidad.
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Figura 12 Liberacion de fertilizante convencional vs liberacion controlada (Imagen modificada de Chalk et al.

2015)[43].

2. 2.7 Lamicroencapsulacién como tecnologia

La microencapsulacion consiste en la generacion de particulas pequefias, con un ndcleo que contenga el

material de interés en una matriz homogénea o heterogénea, uniforme o no uniforme en espesor. Provee

una barrera fisica para optimizar las propiedades del material y la retencion estd gobernada por: la

funcionalidad quimica, solubilidad, volatilidad y polaridad de la matriz. Estas técnicas tienen ventajas

inminentes comparado con el uso de fertilizantes sin recubrir [44]. Lograr el disefio de emulsiones es

fundamental para formulado con éxito una variedad de microcapsulas a partir de materiales de distinta

naturaleza (Figura 13). Comercialmente existen sustancias de diversa naturaleza como vitaminas,

minerales, colorantes, probidticos, saborizantes, nutracéuticos, antioxidantes, aromas, aceites, enzimas,

bacterias, drogas y fertilizantes como sistemas microencapsulados [45] [46] [47].
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Figura 13 Emulsionesen el proceso de microencapsulacion (imagen modificada de Chopde etal 2013) [48].
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2. 2.8 Técnicas para la formacion de microcdpsulas

En las ultimas dos décadas se han generado diversos métodos para llevar a cabo el proceso para la
generacion de microcapsulas, el método debe presentar alta interdependencia con los materiales a utilizar
para obtener propiedades funcionales en conjunto, las técnicas por spray presentan diversas ventajas [47]:
Las técnicas de spray-chilling y spray drying son similares, ya que, forman particulas solidas por medio
de la atomizacion. La principal diferencia radica en la temperatura de la zona donde se forman las
particulas, en la técnica de enfriamiento las particulas sélidas se forman a bajas temperaturas, mientras
que en la técnica de secado las particulas se forman durante la evaporacion de un solvente. A continuacion,

se presentan las caracteristicas de dichas técnicas (Tabla 3).
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Tabla 3. Principalesdiferencias entre las técnicas de Spray Chilling y Spray drying [49]

Caracteristica

Spray drying

Spray Chilling

Flujo de energia

Se induce la evaporacion el
medio

Se induce la solidificacion del
medio

Equipo Alimentacion sin calor Alimentacion caliente
Flujo de la camara Aire caliente Aire frio
Tamario de particula 5-150 um 20-200 pum

Morfologia de particula

Particulas geométricas con
superficie irregular y porosa

Densas, esféricas y de superficie
lisa

Etapas principales

Dispersion de agente activo,

atomizacién y deshidratacion

Dispersion de agente activo,
mezcla fundida, atomizacion y

enfriamiento

Contenido de solidos

5-50 %

2. 2.9 Estructura de las microcapsulas

10-20 %

Las microcdpsulas se encuentran en un intervalo de tamano de entre 1 a 1000 um Yy constan de dos partes

el nucleo y la matriz [47]. El ndcleo contiene la sustancia activa de interés, mientras que la matriz se

protege de manera permanente o temporal. La morfologia que adquieren las microcapsulas es dependiente

de los materiales a utilizar y la técnica por la cual se generan las microcapsulas. Las microcapsulas pueden

tener formas regulares o irregulares y se clasifican en cuatro: Mononuclear, polinuclear, matriz y capas

(Figura 14) [50].

a) Mononuclear: contiene la matriz alrededor de un nucleo.

b) Polinuclear: contienen multiples nicleos o incluso contenido incrustado a la matriz por la parte externa



CENTRO DE INVESTIGACION EN QUIMICA APLICADA F— — ——
Maestria en tecnologia de polimeros e
de la microcépsula.
c) Matriz: permiten una distribucion homogénea de la matriz junto con la sustancia activa.
d) Capas: permiten multiples capas externas, por tanto, pueden ser mononucleares y polinucleares con

varias capas o incluso forman cllsteres de microcapsulas.

Figura 14 llustracion esquematicade las microcapsulas: (A) nucleo-coraza matriz monocapa, (B) polinuclear o

maultiples ndcleos, (C) dispersion en matriz, (D) matriz insoluble, (E) matriz soluble, (F) matriz de multiples capas.

2.2.10 Estimulos para la liberacion de activos encapsulados

Para que una microcapsula pueda liberar su contenido de manera paulatina se requiere ajustar 3 factores:
el tamafio del granulo, el grosor del recubrimiento y la uniformidad. Se ha reportado que el radio y el
espesor del recubrimiento son proporcionales a la fase de retraso e inversamente proporcional a la
velocidad de liberacion [51]. Adicionalmente, existen sistemas inteligentes donde la liberacion del
material ocurre por uno o varios estimulos. Los estimulos se clasifican en fisicos, quimicos o bioldgicos.
Algunos ejemplos son sistemas microencapsulados disefiados para ser sensibles a estimulos térmicos,

eléctricos, magnéticos, mecénicos, radiacion UV, ultrasonido, interaccion con enzimas bioldgicas y
44
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cambios en pH por alcalinidad o acidificacion del medio [52].
De todos estos se destacan 2 estimulos que afectan la liberacion controladay vale la pena detallar a mayor
profundidad:
El pH del suelo es un pardmetro importante para el crecimiento de las plantas, ya que, de este depende la
disponibilidad de los nutrientes. La mayoria de los nutrientes se encuentran disponibles entre pH5.5y 7.0
[53]. Por consiguiente, la acidez o alcalinidad del medio tiene un efecto sobre las especies quimicas de la
superficie de la microcapsula, asi como un efecto en el coeficiente de difusion de iones [54]. En diversas
investigaciones se ha reportado que bajo condiciones acidas entre (pH 2-5) existe una gran concentracion
de iones H™, esta concentracién de iones de hidrégeno causa la protonacién de aniones de carboxilato
(COO-) y se previenen las interacciones electrostaticas de los aniones en la matriz de los
microencapsulados, disminuyendosu capacidad deabsorcién deagua y por tanto, se evita el hinchamiento.
De manera similar bajo condiciones alcalinas (> pH 9) la presencia de iones de Na + en una solucion
previenen las interacciones electrostaticas impidiendo de igual manera la difusion de agua y por tanto la
liberacion. Bajo condiciones mas neutrales entre pH 5-9 se espera que el hinchamiento de matrices sea
maximo, ya que, las interacciones electrostaticas no se ven restringidas [55].
La temperatura también es un estimulo importante para la liberacién, bajo condiciones reales la
temperatura del suelo varia duranteel dia, de manera general los aumentos de temperatura podrian afectan
a los microencapsulados, ya que, aumentan la solubilidad de los nutrientes dentro de una matriz
polimérica, afecta la velocidad de difusion y los aumentos de temperatura provocan un aumento en el
tamafo del poro, ya que, la particula se podra hinchar y permitird velocidades de liberacion mucho
mayores. Se ha reportado que la difusion ocurre mas rapidamente a 37°C comparado con 25°C [56].

2.2.11 Materiales para la generacion de matrices de encapsulamiento

Para la fabricacion de sistemas de liberacion controlada de fertilizantes se utilizan una variedad de
materiales; de origen organico, inorganico e incluso biomimética de materiales (Tabla 4) [41].
Actualmente los més utilizados son polimeros derivados del petroleo ej.: (Polietileno, poliestireno,
poliacrilamida, polisulfona, poli acetato, poliuretano y (poliacrilato &cido-co-acrilamida) los cuales son
eficientes para generar microcapsulas y sistemas de liberacion controlada [57]. Sin embargo, tienen la

desventaja de tener nula o baja degradacién en el suelo, lo que conlleva a otras problematicas ambientales
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por acumulacion de micro plasticos [58] [57]. Los conocimientos actuales sobre el impacto ecolégico de
los micro plasticos en los suelos y su efecto sobre la seguridad alimentaria es limitado [105]. Por tanto, se

deben buscar alternativas a la fabricacion de sistemas encapsulados con materiales de bajo costo y
amigables con el medio ambiente [40].

Tabla 4. Principalesdiferenciasentre las técnicasde Spray Chillingy Spray drying [ 49].

Nombre comercial Material de matriz Empresa / proveedor
Sulfuro+Cera+Tierra )
SCU ) o Tennessee Valley Authority
diatomea+Alquitran
Meister Poliolefina + Polvo inorganico Chisso Col. Kitakysya Japan
LP30-80, LPS40-200, o Chisso-Asahi Fertilizer
Poliolefina )
LPSS-100 Corporation
CRU Material polimeérico Agrium Inc. Calgary
CU & CUS Material polimerico Chisso-Asahi Fertilizer
PCF Tipo- Poliuretano Haifa chemicals Co. Ltd
Urea recubierta con Zn Oxido de zinc Indo-Gulf
2.2.12 Biomateriales para encapsulacion

La eleccion del material juega un papel importante en las propiedades de la microcapsula, para cumplir su
funcion y mantener estabilidad en el tiempo. Los materiales de origen natural suelen presentar fragilidad
mecanica y alta densidad que provoca defectos o fallas en su uso. En los ultimos afios se ha estudiado la
manera de encapsular fertilizantes utilizando como componente principal de la matriz: lignina,

carboximetilcelulosa, almidén modificadoy quitosano [59].

2.2.12.1 Almidon

El almid6n es un polisacarido de origen natural y es ampliamente utilizado, accesible y de bajo costo; se

obtiene de diversas fuentes naturales provenientes de cereales, granos y de tubérculos. Su estructura esta
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compuesta por polisacaridos: amilopectina en un porcentaje entre 70-80% y amilosa 20-30% (Figura 15)
[60]. Laamilosa y la amilopectina forman un sistema semi cristalino, donde se atribuye la parte cristalina
a las cadenas de amilopectina con peso molecular aproximado de 300,000 amu, sus ramificaciones le
permiten formar agrupaciones compactas, mientras que las cadenas de amilosa se encuentran libres y no
son capaces de agruparse, por tanto, forman regiones amorfas y su peso molecular oscila entre 10,000-
50,000 amu [61][62]. Las estructuras granulares semi cristalinas basicas del almidén son dependientes de
la especie vegetal de origen (Tabla 5).

La estructura fisica y las propiedades del almidén pueden ser modificadas por medio de tratamientos
quimicos, fisicos, mecanicos o enzimaticos [64]. El uso a nivel industrial esta determinado principalmente
por el grado de gelatinizacion y de retrogradacion, asi como las propiedades funcionales de solubilidad,
hinchamiento y absorcién de agua [63] [60].

La gelatinizacién, modifica el ordenamiento molecular de los granulos de manera gradual o irreversible,
las fuerzas intermoleculares se rompen en presencia de agua y temperatura. La ruptura intermolecular deja
grupos hidroxilos expuestos, lo que permite la interaccion con moléculas de agua y la absorcion de agua,
mejorando propiedades estructurales [65]. Cabe sefialar que a pesar de las mejoras funcionales y
estructurales del almidén no se puede utilizar como matriz encapsulante sin la presencia de componentes
activos de superficie, los cuales son necesarios para lograr la efectividad funcional como material de
encapsulacion.

Amilosa

-(1-4)- enlace glucostdlco

Amilopectina

a-(1-6)-glycosidic linkage
OH /
O, OH 0 o
prveiete) OH 0
OH
e 0" HO> "oHNG o> o /6%\
4 / OHo OH O

a-(1-4)-enlace glucosidico

Figura 15 Estructurade la amilosay la amilopectina (Imagen modificada [66]).
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Tabla 5. Contenido de amilosay amilopectina de almidones seglin su origen [67].

Origen del TZT;:L?Iode Amilosa Amilopectina
almidon (Micrometro) (%) (%)
Papa Oca 6-100 30 70
Yuca 18 17 83
Amaranto 3-30 31.2 68.8
Trigo 25 25 75
Arroz 7 19 81

2.2.13 Ceras naturales

Las ceras naturales se consideran materiales convenientes para la encapsulacion por su hidrofobicidad,
ductilidad, solidas a temperatura ambiente, estables, pueden contener material sélido o liquido y proveen
una retencion del material a largo plazo. Presentan propiedades reologicas y microestructurales
funcionales a nivel industrial [68]. A diferencia de los aceites y grasas las ceras presentan una
microestructura caracteristica que permite la encapsulacién y liberacion controlada de compuestos

solubles en agua (Figura 16).

2.2.13. 1 Ceradecandelilla

La cera de candelilla se extrae de la planta mexicana E. antisyphilitica Zuccarini, la cual crece en zonas
desérticas y donde el clima seco promueve la produccion de cera. La funcion de la cera en las plantas es
limitar la pérdida de agua y protegerla de factores abi6ticos como: temperaturas extremas, radiacion,
salinidad y sequia [44][69]. La composicion de la cera puede variar de acuerdo con la temporada, edad de
la planta, region y el clima. De manera general se compone por 42% hidrocarburos, 39% de resina y
fitoesterol, 6% lactonas (éster ciclico), 8% resina libre y &cidos, 5% resina libre y alcoholes [70]. Para su
extraccion los tallos alargados se hierven en una solucion al 0.2% de &cido sulfdrico durante dos ciclos y
finalmente se calienta para eliminar impurezas y exceso de humedad. Fisicamente se caracteriza por tener

color desde café claro hasta amarillo, es dura, quebradiza (f&cil de pulverizar), es insoluble en agua, pero
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altamente soluble en solventes organicos y su punto de fusion se encuentra entre los 68.5°C a 72.5°C. La
cera de candelilla esta reconocida como un producto seguro por la FDA entra en la categoria de GRAS
por sus siglas en inglés (Generally Recognized as Safe). Es usada como aditivo en industria de los
alimentos por ser comestible, ha sustituido la cera de Carnauba y cera de abeja, sirve como recubrimiento
de frutas por sus propiedades de permeabilidad a vapor de agua, se usa como un agente aglutinante en el

chicle, también se usa en industria cosmética como componente de balsamos y barras de locion [70].

Arreglo estructural de lipidos y ceras

Lipidos saturados >

Lipidos insaturados

|

NI
UMK
NS
HHHH

/
\

Ceras C { F
i

v

i

Figura 16 Diferencia estructural de aceites, grasasy ceras [68].
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2. 2.13. 2 Goma de Mezquite.

El arbol de mezquite pertenece al género (Prosopis spp.) Se conocen 44 especies, de las cuales 8 especies
se encuentran en México, la mayor densidad se concentra en la zona norte del pais [71]. El mezquite
representa una fuente importante de materia prima para consumo humano, ya que, se utiliza para hacer
muebles, lefia, carbon y produce productos de alto valor como la miel o la goma de mezquite. La miel y
la goma se obtienen directamente de la corteza del arbol. La goma no ha sido completamente estudiada,
pero se han encontrado caracteristicas estructurales por la técnica de dispersion de luz estética y dinamica
(Tabla 6) [72].

Tabla 6. Caracteristicasestructuralesde la goma de mezquite por latécnica de dispersién de luz estaticay dinamica.

Caracteristicas Valores
Peso molecular 368,000 g/mol
Radio de giro (RG) 50.47 nm
Radio hidrodinamico (RH) 9.48 nm
Relacion RG/RH 5.32

La goma de mezquite se encuentra constituida por polisacaridos del Tipo 11 los cuales se conforman por
proteoglicanos unidos covalentemente a una fraccion proteica que oscila entre 2 y 4.8%. EI polisacarido
que lo compone se ha descrito como una cadena central de unidades de D-galactosa, enlazadas por
uniones B(1-3) y P(1-6) a esta se le unen cadenas laterales de algunos residuos de D-galactosa. Esta
estructura muy ramificada genera una conformacion molecular compacta, sin embargo, la estructura
terciaria no ha sido completamente elucidada y normalmente se compara con el modelo de cuerda

enrollada filamentosa propuesto para la goma arabiga (Figura 17) [73].

La goma de mezquite tiene propiedades funcionales deseables para un sinfin de aplicaciones a nivel
industrial y comercial, ya que, comparte caracteristicas fisicoquimicas similares a la goma ardbiga y se
encuentra autorizada por la secretaria de salud para su uso en alimentos procesados. La goma se caracteriza
por tener: alta solubilidad en agua, baja viscosidad, pH entre 6 a 9, compatibilidad, no es reactiva al estar
en combinacion con diversos tipos de sustancias, capacidad emulsificante y su capacidad para encapsular

por las técnicas de secado por aspersion [71].
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Diagrama del modelo cuerda enrollada filamentosa
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Figura 17 . Macro-ovillo polidisperso de acuerdo al modelo de cuerda enrollada filamentosa [ 73].
2.2. 14 Sistemas encapsulados a base de biopolimeros

Existen registros de diversas investigaciones que generaron sistemas de liberacion controlada de
fertilizantes con resultados altamente favorables al usar materiales naturales, biopolimeros, material
biodegradable y ceras naturales como recubrimiento [63]. Qiao y colaboradores obtuvieron un sistema de
liberacion retardada de fertilizantes mediante el encapsulamiento de granulos de urea con almidén
modificado y Etilcelulosa (EC). Primeramente, para generar dicho sistema se seleccioné un tamafio de
granulo entre 2-3 mm por medio de tamizaje, una vez teniendo uniformidad en el tamafio de granulo se
prepara la matriz que cubrira dichos granulos. La matriz estd compuesta por dos capas, una a base de EC
como componente primario de recubrimiento y como capa externa almidon superabsorbente. Dicho
proceso se logrd asperjando bajo presién una mezcla de etanol, EC y acido estearico sobre los granulos de
urea, una vez obtenida la primera capa de recubrimiento de manera uniforme se procedié con el segundo
recubrimiento utilizando una mezcla del almidon hidratado, las particulas se secaron en un horno a baja

temperatura 45°C para obtener los sistemas de liberacion controlada de urea. En dicho trabajo el almidén
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utilizado se obtuvo de tres fuentes: maiz, papa y cassava. El almiddn recibi6 un tratamiento con nitrato de
amonio cérico y fue mezclado con alto esfuerzo de cizalla para obtener matrices uniformes (Figura 18).
Se analizé el comportamiento de liberacion en un ambiente controlado durante 24 h, donde la urea sin
recubrir tuvo una liberacion de 95% y de los recubrimientos con almidén el almidon de papa tuvo una
liberacion del 40% en 24h, concluyendo que la matriz a base de almidon es capaz de retener agua y liberar

de forma retardada el contenido de urea [74].

Figura 18 Imagenestomadas en SEM para almidén proveniente de A) maiz, B) papa y C) Cassava. Imagen tomada de
articulo [74].

El grupo detrabajo de CIQA utiliz6 cera decandelilla para la microencapsulacién de MAP por un proceso
de spray chilling [75]. El proceso de Spray chilling permitié obtener microcapsulas esféricas con una
superficie uniforme (Figura 19). Esta investigacion reveld que existe una buena interaccion entre los
cristales de fertilizante MAP embebidos en la matriz encapsulante de cera de candelilla, sugiriendo que la
cera es capaz de nuclear alrededor de la superficie del cristal de fertilizante, lo que hace que el sistema de

liberacion sea mas estable, también se crean regiones amorfas el sistema que crean vias polares para la
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correcta absorcion de agua y la liberacién del fertilizante [75].

100 pm
x 240

Figura 19 Encapsulacion de fertilizante MAP con cera de candelilla [75].

2.1.1Perfil de liberacion de fertilizante

El perfil de liberacion es un parametro de gran importancia al disefiar microencapsulados con cualquier
fin, ya que determina la concentracion de la sustancia de interés en un periodo de tiempo especifico. En el
caso de los fertilizantes es necesario alcanzar las concentraciones ptimas para que los nutrientes puedan
ser asimilados por las plantas y al mismo tiempo evitar fallas que llevan a la liberacion total del contenido.
Al hacer més eficiente el uso de los fertilizantes se reduce la contaminacion en el medio ambiente y la
contaminacion deaguas por procesos deeutrofizacion. En el campo hay varios factores que influyen sobre
la degradaciény la hidrolisis quimica de los encapsulados como son el tamafio de particula, la temperatura
del suelo y la actividad microbiana. Sin embargo, para evitar un sinfin de variables la liberacién controlada
in vitro ofrece una ideade la potencialidad del sistema.

Un ejemplo es el perfil de liberacion de microcapsulas a base de fosfato de potasio en una matriz de
quitosano generadas por la técnica de secado por atomizacion. El sistema para estudiar el perfil de
liberacion consistié en colocar 140 mg de los encapsulados en un tubo de didlisis con 40 mL de agua a
40°C. La concentracion de fosfato en el medio se midid mediante la técnica de conductimetria en un
periodo aproximado de 20 horas, dicho perfil permite aproximar la concentracion liberada de fosfato
(Figura 20) [76].
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Perfil de liberacion
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Figura 20 Medicidn por conductimetria paraaproximar perfil de liberacion de fosfato proveniente de microcapsulas de

quitosano [76].
2.1.2 Mecanismo de liberacion de fertilizantes encapsulados

La liberacion de las particulas microencapsuladas se refiere a la manera en la cual las moléculas se
transportan desde el interior de una microcapsula hasta el medio exterior. Los perfiles de liberacion se
ejecutan bajo condiciones controladas donde se identifican tres etapas: La primera etapa, esta determinada
por el fertilizante adherido a la superficie de la microcapsula y por los poros o canales superficiales,
durante esta etapa la liberacion es rapida. La segunda etapa, es un proceso lento que depende de latasa de
difusién entre el agua que entra a la particula y el fertilizante que se disuelve, esta etapa depende de las
propiedades fisicoquimicas de los componentes del sistema. En la tercera etapa ocurre una liberacion
rapida, ya que, existe una erosion o ruptura de la particula ocasionando la liberacion del resto del
contenido. También existe la posibilidad de liberar todo el contenido, este mecanismo de falla sucede a
causa de factores externos y méas frecuentemente en membranas no elasticas (Sulfuro o recubrimientos

inorganicos) [77].
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La complejidad de los sistemas no siempre permite saber con exactitud cuéles son las etapas del proceso,
en ocasiones no resulta obvio conocer cual es la etapa que determina la velocidad de liberacion. Por esta
razon se destacan los procesos mas comunes: A) difusion por medio de poros llenos de agua, B) difusion

a traves del polimero, C) bombeo por presion osmotica y D) erosion (Figura 21) [30].

Figura 21 Mecanismos de liberacion a) difusion por medio de poros llenos de agua, b) difusion a través del polimero,
¢) bombeo por presion osmaticay d) erosion [78].

2.1.3Cinética de liberacion y modelos matematicos

Existen diversos modelos cinéticos que describen la liberacion de una sustancia a partir de su estructura
inicial. Los cambios cualitativos y cuantitativos alteran la liberacion y el rendimiento de la sustancia de
interés en el sitio de accidn, se han buscado herramientas que faciliten el disefio y desarrollo de productos
encapsulados para predecir el comportamiento y reducir estudios. Los modelos se basan en funciones
matematicas que aproximan el comportamiento del fertilizante del interior al exterior de la matriz. Estos
modelos incluyen el modelo de Korsmeyer Peppas, el modelo de orden cero y el modelo de primer orden
[79].

- Modelo de orden cero: Es ampliamente utilizado para sistemas que no se degradan, por tanto, la
superficie de la particula se mantiene constante en el tiempo vy la cinética de liberacion suele ser
lenta. Este modelo se puede aplicar a diversos tipos de sistemas de liberacion, especialmente matrices
de baja solubilidad, encapsulados y sistemas osmoticos [80]. La siguiente ecuacion describe el

modelo:

[Q] = —kt +[Q]o Ecuacion 1
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Donde Q, es la cantidad de fertilizante disuelto en el tiempo, Q, es la cantidad inicial de fertilizante

en la solucion y k, corresponte a la constante de liberacion de orden cero [80].

- Modelo de primer orden: Es ampliamente utilizado para describir la absorcion y liberacién de
sistemas a bases de matrices porosas, a medida que el fertilizante disminuye en la matriz la
concentracion del medio aumenta, el proceso estd condicionado por la saturacion del soluto y los
elementos que siguen esta liberacion se expresan mediante la siguiente ecuacion [80].

log[Q — Q;] = kt + log|[Q] Ecuacion 2
Donde Q, es la cantidad de fertilizante remanente durante el tiempo, Q, es la cantidad inicial de

fertilizante en la solucion y k; es la constante de liberacion de primer orden.

- Modelo de Korsmeyer Peppas: permite explicar el mecanismo de liberacion donde se presenta
erosion o disolucién de la matriz, ha sido ampliamente utilizado para describir sistemas poliméricos
y la liberacién se puede expresar mediante la siguiente ecuacion.

F=(Mt/M) = K,t" Ecuacion 3
Donde Mt/M corresponde a la fraccion de fertilizante liberado en el tiempo t, kr es la constante
caracteristica de las interacciones polimero y la sustancia de interés y n corresponde al exponente de
difusion caracteristica de la liberacion. Un valor de 0<n <0.5 indica un régimen de difusion con una
liberacién obstaculizada. Un valor de n = 0.5 indica que el mecanismo de liberacion sigue la ley de
Fick, es decir, es una liberacion de primer orden, donde la difusion es el mecanismo principal.
Valores de 0.5 < n < 1.0 corresponden a una difusién anémala que no sigue la ley de Fick o
corresponde a una cinética de orden cero, entre estos se encuentra la relajacion del polimero o la
degradacion. Valores n > 1.0 corresponden a transporte por hinchamiento del polimero o severas

modificaciones que ocurren en la matriz [80].
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Capitulo3

Panorama global de la tesis

3.1 Justificacion

El encapsulamiento permite hacer mas eficiente el uso de fertilizantes, disminuye el impacto ambiental en
suelos y mantos acuiferos, ademas de contribuir con la seguridad alimentaria global. EI uso de matrices a
base de biopolimeros es relevante, ya que, se obtienen de fuentes renovables, son biodegradables y
presentan nula o0 muy baja toxicidad [1]. Las ceras naturales y las matrices de polisacaridos son de gran
interés, debido a su disponibilidad y variedad en propiedades funcionales [2]. Diversos estudios han
demostrado que la permeabilidad de las matrices ya sea por su naturaleza o por las modificaciones fisicas
0 quimicas realizadas, pueden llegar a controlar la liberacion del fertilizante [3]. El grupo de investigacion
de CIQA, hadesarrollado sistemas de fertilizantes base fosforo microencapsulados en matrices de cera de
candelilla, donde las microparticulas obtenidas presentan un estructura de poros; también
microencapsulados de matrices hibridas de almidén de maiz con nanoparticulas de cera de candelilla,
mediante procesos de secado por atomizacion y pulverizacién por enfriamiento [4] AlGn no se han
realizado estudios que permitan conocer los perfiles de liberacion de estos sistemas encapsulados en
funcion del pH. Definir los perfiles de liberacion de estos sistemas y su relacion con un modelo
matematico, es necesario para validar los sistemas en condiciones de ambiente real; bajo condiciones de
temperatura, pH y humedad de suelos. La determinacion del ion fosfato por técnicas convencionales, tales
como colorimétricas y potenciométricas, presentan una baja selectividad y requiere de pasos complejos
de pretratamiento. En este contexto, el desarrollo de un biosensor electroquimioluminiscente (ECL)
representa una alternativa viable para la deteccion del ion fosfato. De manera general los biosensores ECL

son de gran interés por su versatilidad, selectividad y sensibilidad en la deteccion de analitos especificos.

3.2 Hipdtesis

La interaccion de la enzima fosfatasa alcalina con el grupo fosfato “acoplado a una reaccion
electroquimioluminiscente de un sistema luminol” resultara viable para desarrollar un biosensor capaz de

determinar el perfil de liberacion del fertilizante fosfato monoaménico (MAP) a partir de sistemas
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microencapsulados.

3.3 Objetivo general

Desarrollar un método electroquimioluminiscente como herramienta selectiva para la determinacién y

cuantificacion del perfil de liberacion MAP proveniente de sistemas microencapsulados en una matriz de

cera de candelilla y una matriz hibrida de almidon de maiz.

3.4 Objetivos especificos

1.

Caracterizar las condiciones para llevar a cabo reacciones electroquimioluminiscente por medio
de voltamperometria ciclica.

Disefiar y desarrollar un biosensor tipo ECL para la determinacion cuantitativa de fosfato
acoplando una enzima fosfatasa alcalina.

Obtener un sistema de fertilizante base fésforo encapsulado en una matriz hibrida de cera de
candelilla y almidén de maiz por la técnica de secado por atomizacion (Spray-drying) y un sistema
encapsulado de cera de candelilla por la técnica de atomizacién por enfriamiento (Spray-chilling).
Caracterizar la morfologia y el comportamiento térmico de los sistemas microencapsulados antes
y después de llevar a cabo perfil de liberacion bajo condiciones de ahogamiento.

Determinar el efecto del pH inicial en el medio sobre el perfil de liberacion de los sistemas
microencapsulados.

Realizar analisis cinético de los perfiles de liberacion obtenidos con modelos matematicos de

Korsmeyer Peppas, orden cero y primer orden.
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Capitulo4

Parte experimental

4.1 Disefio y desarrollo de un biosensor electroquimioluminiscente

41.1. Electrodos

Se establecieron las condiciones del sistema en medio acuoso y la reaccion se lleva a cabo sobre un
electrodo serigrafiado. Para este estudio, se utilizo un electrodo de grafito Ag/AgCI (Zensor R&D) sobre
laminas de polipropileno y un electrodo de oro Zensor R&D sobre ldminas de policarbonato de 0.5 mm
de espesor. Dentro del electrodo serigrafiado se pueden diferenciar 3 tipos de electrodos (Figura 22):

electrodo de trabajo, contra electrodo y el electrodo de referencia. En el electrodo de trabajo ocurren las
reacciones electroquimicas de interés (6xido-reduccion) [1].

Electrodo auxiliar

Electrodo de trabajo

Electrodo de referencia
S50mm

Conectores electricos

12.7mm

Figura 22 Esquema de un electrodo serigrafiado de carbono [2]

4.12. Preparacionde electrodos

Los electrodos de oro se mantienen en un desecador, previo a su uso los electrodos se lavan,

sumergiéndose en 10 mL de una solucion (1:1) de agua desionizada e isopropanol. Posteriormente se
someten a un proceso de sonicacion por al menos 5 min.
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41.3. Equipo de Electroquimioluminicencia

El equipo para generar ECL consta de un porta electrodos donde se colocé la solucion acuosa, conectado

a un potenciostato (Sensit-Smart) y a su vez a un fotodiodo Thorlabs (Figura 23). Dicho sistema cuenta

con un software (Palmsens) donde se establecieron las condiciones para generar voltametria ciclica

acoplado a un fotodiodo para la deteccion de ECL. A través de este sistema se han podido obtener las
medidas electroquimicas estudiadas, registradas mediante el software (Thorlabs).

Espectrofotometro
Porta-electrodo

rs

@®ooooo

Emision ECL

L
— )] roenca
~A)

= Potenciostato ‘.f Voltagrama
Electrodo ¥ [ER ET EA | [| 8.5V \0%0 =
} D 0 00 & -

Fotc;dibdo

Alalisis de senal ECL

Figura 23 Esquema general del equipo de electroguimioluminiscencia.

4.1.4. Potenciostato y Software

Para generar una respuesta electroquimica mediante el Software (Palmsens) se realizaron estudios por la

técnica de voltametria ciclica bajo las siguientes condiciones (Tabla 7): a un rango de corriente de 100nA

hasta 100 mA.

Tabla 7. Establecimiento de condiciones para voltametriaciclica

el

Parametro

Rango Unidad

Tiempo de equilibrio (t) 60 S
Potencial de inicio (E begin) 0.0 \Y/
Potencial méaximo positivo (E vertex 1) 0.6 \/
Potencial maximo negativo (E vertex 2) -0.2 \/
Rango de potencial (E step) 0.01 \Y/
Velocidad de Scan 0.1 V/s

Numero de Scan 1 N/A
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4.2 Procedimiento para generar ECL control

Se establecen las condiciones basicas para generar emision de luz, dicho sistema funciona como control
garantizando que las condiciones establecidas son adecuadasy reproducibles. A continuacion, se hace una
descripcion de la preparacion de las disoluciones buffers utilizadas en este proyecto, el pH de las
disoluciones se cuantificé mediante un pH-metro Corning ph/lon meter modelo 450, los reactivos fueron

grado analitico y se utilizé agua ultrapura (18 MQ cm).

-Buffer PBS al 50 mM, fosfato de sodio monobasico (sigma-aldrich) 0.2 mM y Fosfato de sodio dibasico
(Sigam-aldrich) al 0.2 mM vy para ajustar el pH se utilizé una solucién 0.5 M de NaOH (Macron, Fine
chemicals 7708-10) y 5 % de HCI (J.T.Baker) hasta un pH de 9.

-Buffer BX: Se elabor6 una solucion 0.1 M de acido bérico (Sigma electrolisis reagent) y 0.1 M de
tetraborato de sodio (Analit reactivo, Quimica Dinamica) y para ajustar el pH se utilizé una solucién 0.5
M de NaOH (Macron, Fine chemicals 7708-10) y 5 % de HCI hastaun pH de 9.

-Buffer Glicina: Se elabor6 una solucion 0.05 M de Glicina (Sigma Aldrich), 0.1 M de Cloruro de potasio
KCI (Sigma Aldrich), 0.001 Cloruro de magnesio MgCl (Sigma Aldrich) y para ajustar el pH se utilizo
una solucioén 0.5 M de NaOH y 5 % de HCI hasta un pH de 10.

-El peréxido de hidrégeno funciona como un agente altamente oxidante que, en un sistema de luminol
permitira la generacion de radicales para generar la emision de luz. Para la elaboracion de soluciones de
peroxido de hidrogeno (Aldrich-7722-84-1) se usd un porcentaje de perdxido del 30, 25, 20, 15, 10 y 5%.

-Para la generacion de ECL se probaron diferentes concentraciones de luminol y se prepararon soluciones
de luminol (Luminol sodium salt, Sigma-A 4685-1G) a concentraciones de 15,10, 5, 2.5, 1.5 y 0.65
mg/mL.

El sistema control se basa en la combinacion de las soluciones previamente mencionadas, el sistema
control se establece como el buffer (PBS. BX o Glicina) 10 pL, la solucién de luminol 20 uL y la solucion
de peroxido de hidrogeno SpL. Estableciendo la maxima emision de luz para el desarrollo de un biosensor
On-Off. Para generar la reaccion electroquimica se colocé sobre el electrodo el medio acuoso compuesto

por: Buffer, solucion de luminol y peroxido de hidrogeno. Se procedié con la técnica de voltametria ciclica
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para obtener los potenciales de oxidacion y reduccién bajo las siguientes condiciones: un rango de
potenciales de E1=-0.2 V a E2=0.6 V a un pulso de 0.025 V por 0.07 s auna velocidad de barrido de 0.05

V/s en un rango de corriente promedio de 100 mA.

4.3 Estudio de la actividad enzimética por el método ECL:

La actividad enzimatica de la fosfatasa alcalina sobre un sistema de luminol. A continuacién, se hace una
descripcion de la preparacion de las disoluciones buffers utilizadas durante el desarrollo de este proyecto,
el pH de las disoluciones se cuantificd mediante un pH-metro Corning ph/I6n meter modelo 450, todos

los reactivos fueron grado analitico y se utilizo agua ultrapura (18 MQ cm).

-Fosfatasa alcalina (ALP) de intestino de bovino (MERK-Roche. REF: 11097075001). De la solucion
concentrada de fosfatasa alcalina de suero bovino intestinal previamente preparado para su uso, se agrego

5 uL 'y se mezcld con 40 pL del buffer para la enzima.

-Buffer de Tris para la enzima ALP: solucion tampon TRIS-CI a base de tris(hydroxymethyl)-
aminomethane al 1 M con 20 % de HCI. Posteriormente se ajust6 el pH a 9.5 con una solucion 0.5 M de
NaOH. Se prepar0 la solucion tampén para la ALP (Buffer fosfatasa) y se tomé 4 mL al 5 M de NaCL,
20 mL de una solucion al 1 M de TRIS-Cl aun pH de 9.5, 2 mL de solucién deal 1 M, 2 mL de Tween

60 y se aford hasta un volumen de 200 mL.

-Buffer de Glicina para la enzima ALP: para lo cual se afiadié: 50 mM de Glicina, 0.1 M KCly 1.0 mM .
La solucién resultante se le ajust6 el pH utilizando una solucion 0.5 M de NaOH y 5 % de HCI hasta un
pH de 9.5.

-Para la generacion de ECL se probaron diferentes concentraciones de Acido Fitico (Phytic acid sodium
salt hydrate, Sigma-P8810) a concentraciones de 0.3, 0.6 y 0.9 mg/mL.

Se mide la respuesta de la enzima sobre un sistema ECL mediante: Buffer TRIS-Cl y el Buffer de Glicina
se diluye en la solucién concentrada de (ALP) a diferentes concentraciones de acuerdo con (Tabla 8). De
estas mezclas de ALP y Buffer se tomaron 5 pL y se mezclaron con el buffer Glicina, para posteriormente
ser incubadas con Acido fitico a concentraciones de 0.3, 0.6 y 0.9 mg/ml durante periodos de tiempo de

3, 6, 9 y 12 minutos a 37°C. Posteriormente, se acoplé al sistema ECL de luminol con la solucion de
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peroxido de hidrogeno y se realiz6 la técnica de voltametria ciclica.

Tabla 8. Concentracionesde ALP paragenerar actividad enzimaticaacopladaa ECL.

ovine (MERK facho Buffer TRIS-CI Buffer Glicina
5uL 30 uL 30 uL
5 L 35 1L 35 1L
8 uL 42 uL 42 uL
4L 76 L 76 L

4.4 Procedimiento para estudiar la inhibicion enzimética acoplada a método ECL.:

Para llevar a cabo la evaluacion de inhibicion de la enzima ALP, a continuacion, se hace una descripcion
de la preparacién de las disoluciones buffers utilizadas durante el desarrollo de este proyecto, el pH de las
disoluciones se cuantificé mediante un pH-metro Corning ph/l6n meter modelo 450, todos los reactivos

fueron grado analitico y se utiliz6 agua ultrapura (18 MQ cm).

-De la solucién concentrada de fosfatasa alcalina de suero bovino intestinal previamente preparado para

su uso, se agregd 5 uL y se mezcld con 40 pL del buffer para la enzima.

-Buffer de Glicina para la enzima ALP: para lo cual se afiadio: 50 mM de Glicina, 0.1 M KCly 1.0 mM .
La solucién resultante se le ajust6 el pH utilizando una solucion 0.5 M de NaOH y 5 % de HCI hasta un

pH de 9.5. Como sustrato de la enzima se utilizd una concentracion de 0.3 mg/mL de Acido Fitico.

-Para estudiar el decaimiento en la emision de ECL se probaron diferentes concentraciones de fertilizante

fosfato monoamonico grado comercial (GreenHow) a concentraciones de 0.9, 0.7,0.6, 0.4 y 0.25 mg/mL.

-Para la inhibicion dela enzima se incubo el sistema 5 U/mL enzima ALP, 10 uL Buffer Glicina-luminol
junto con 5 pL de MAP a 37°C por 5 min. Seguidamente se agregaron 5 pL. de PA y se incub6 nuevamente
a 37 °C por 5 min. Se depositaron todos los componentes del sistema en medio acuoso sobre el electrodo,
y como un ultimo paso se agregd 10 pL Buffer Glicina y 5 pL de peréxido. Con cada concentracion de
MAP se realizé la técnica de voltametria ciclica, a potenciales de inicio y de término de: E1=-0.2 V a E2=

0.6V, a una velocidad de barrido de 0.05 V/s y un rango de corriente promedio de 100 mA.
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4.5 Microencapsulacion

45.1 Materiales

-La cera de candelilla consiste principalmente de hidrocarburos, ésteres acidos, acidos libres, ésteres
hidroxilados, diésteres y alcoholes de cadena larga, dependiendo el grado de refinacion [5][6]. En esta
investigacion la cera de candelilla (Multiceras S.A. de C.V) se utilizd6 como parte de la matriz de los

sistemas encapsulados y como agente emulsificante.

-El fosfato monoamonico (MAP) (GreenHow S.A. de C.V. Jalisco, México). Es un fertilizante granular
que contiene dos de los macronutrientes mas importantes: fésforo y nitrogeno [7]. MAP tienen la
caracteristica de ser altamente soluble en agua, el porcetaje de composicion se presenta en (Tabla 9) la

composicion puede ser variable dependiendo de los fabricantes [8].

Tabla 9. Caracteristicas del Fosfato monoaménico.

Férmula quimica NH4H2PO4
Porcentaje de P20s 48-61%
Porcentaje de N 10-12%
Solubilidad en agua (20°C) 370 g/l
pH de la solucion 4-4.5

-La goma de mezquite (Multiceras S.A. de C.V.) La goma consiste principalmente de polisacaridos del
tipo I1'y una fraccion proteica que oscila entre 2-4.8% [9]. Es altamente soluble en agua, tiene una baja

viscosidad, pH entre 6 y 9, compatible, no reactiva, tiene alta capacidad emulsificante y excelente
capacidad para encapsular [10].

-En esta investigacion se ha utilizado acido octenil succinico (OSA) que es un almidon modificado (Figura
24). El cual tiene la caracteristica de tener grupos hidrofébicos, tienen aplicaciones como emulsificante,
agente encapsulante, etc [11]. Esta caracteristica le permite gelatinizar a menor temperatura, tiene mayor

poder de hinchamiento y aumenta la viscosidad de las formulaciones.
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Figura 24 Estructurade OSA [11].

-El Tween 60 (Sigma Aldrich) es un surfactante no iénico, tiene un valor de balance hidréfilo-lipofilico
(HLB) de 10,5, lo que lo hace sumamente Util para la generacion de emulsiones aceite en agua [12]. Esun

surfactante de baja toxicidad, estable en &cidos y bases débiles.

4.6 Metodologia

4.6.1 Sistema encapsulado 60% MAP-40% Matriz con Goma de Mezquite

4.6.1.1 Desarrollo de una nanoemulsiéon de cera de candelilla

Dicha metodologia se baso en experimentos realizados por el grupo de investigacion en CIQA [14]. Para
la obtencion de nanoparticulas se prepard una emulsion de baja energia al 12 % en peso de cera, dicha
metodologia fue desarrollada previamente por el grupo de investigacion sonomimetikos, haciendo algunos
ajustes para el procedimiento utilizado en esta investigacion. Para formar la emulsion se mezcld cera de
candelilla y Tween 60 como agente surfactante en una proporcion 1:0.7. En un vaso enchaquetado a 93.0
+1.0 °C 27 g se mezclaron 27 g de ceray 18.9 g de Tween fundiendo hasta su completa homogeneizacion
con agitacion magnética a 350 rpm. Una vez teniendo la cera y el Tween homogeneizados, con una bomba
peristaltica se adiciona gota a gota agua desionizada previamente calentadaa 90.0 £ 1.0 °C a una velocidad
de 2 mL/min, durante la adicién del agua se mantuvo la agitacion constante para facilitar la formacion de
la emulsion. Una vez finalizada la adicion de agua, la emulsion se transfiere mediante una bomba

peristaltica a una velocidad de 10 mL/min hasta un contenedor con bafio de hielo 10°C. EIl cambio de
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temperatura en agitacién magnética constante permite conservar la morfologia micelar de la cera en un
medio acuoso.

4.6.1.2 Preparacion de una soluciéon de matriz de bipolimero con fertilizante.

Dicha metodologia se baso en experimentos modificados del grupo de investigacion en CIQA [14]. Para
la obtencidn de los sistemas microencapsulados a base de una matriz de almidén se desarroll6 el siguiente
procedimiento: Se sometid el almidén (OSA) a un proceso de gelatinizacién, para la cual se disperso el
polisacarido en agua a una concentracion de 3% en peso. La mezcla se mantuvo en un vaso enchaquetado
a una temperatura de 90.0 £ 1.0 °C durante 30 minutos, la mezcla permanecié en agitacion constante con
una propela de alto corte a 350 rpm. A continuacion, se mantuvo la mezcla en agitacién constante y se
bajé la temperatura hasta alcanzar los 70.0 £ 1.0 °C y se adiciona goma de mezquite, para formar una
mezcla en una proporcion 70% almidon y 30% goma de mezquite. Simultaneamente, se prepard una
disolucion de 40 gramos de MAP en 60 ml de agua desionizada a una temperatura de 90°C en una parrilla
de calentamiento y se agité constantemente con ayudade un agitador magnético por 10 min. La mezcla
de almiddén gelatinizado con goma de mezquite se transfirio al vaso que contiene la disolucion de
fertilizante y se mantuvo en agitacion durante 10 min a temperatura de 90.0 + 1.0 °C. La mezcla
conteniendo Almidéon, Goma de mezquite y MAP se dejo reposar hasta alcanzar una temperatura de 40°C.
Una vez a 40 °C se adiciona la emulsién de nanoparticulas de cera de candelilla del punto anterior. La
emulsion de nanoparticulas de cera de candelilla al 12 % se adicion0 a la mezcla a una temperatura de 25
°C gotaa gota mediante una bomba peristéltica a una velocidad de 10 mL/min y la mezcla se mantuvo en
agitacion mecanica constantea 450 rpm. La mezcla resultante se dejo retrogradar durante 24 horas a 25°C,

para posteriormente someterla a un proceso de secado por atomizacion.

4.6.1.3 Obtencion de microencapsulado mediante secado por atomizacién (Spray drying)

Dicha metodologia se basé en experimentos modificados del grupo de investigacion en CIQA [14]. El
proceso desecado por atomizacion se llevo a cabo empleando un equipo Spray Dryer marca Biichi modelo
B-290 (Figura 25) para la obtencién de microparticulas. La emulsién de almidon retrogradado (Almidén,
goma de mezquite, fertilizante y nanoparticulas de cera de candelilla) fue atomizada a una temperatura de

secado de 140 °C, velocidad de aspiracion de 35 /h, velocidad de alimentacion de 8 mL/min, presion del
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aire estandar y flujo del aire de calentamiento de 831 L/h. Al término de la atomizacion y secado, las

particulas obtenidas se recolectaron y se almacenaron en un desecador.

Figura 25 Equipo de secado por atomizacién, equipo Spray Dryer, Biichi, B-290, ubicado en las instalaciones del
Centro de Investigacion de Quimica Aplicada, Saltillo, Coah.

4.6.2 Obtencién de un sistema de fertilizante MAP encapsulado en una matriz de Cera de
candelilla

4.6.2.1 Desarrollo de la emulsion para generar microencapsulados de cera de candelilla
Dicha metodologia se basé en experimentos modificados del grupo de investigacion en CIQA [14]. El

sistema encapsulado consistié en una mezcla de 50 % de MAP y 50 % de matriz (cera de candelilla) en

peso. La metodologia fue desarrollada previamente por el grupo de investigacién sonomimetikos. Para
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ello, se fundid la cera de candelilla en un contenedor a 90 + 1.0 °C en una parrilla de calentamiento y se
agito constantemente con ayuda de un agitador magnético a 100 rpm durante 30 min. Simultaneamente,
en otro contenedor se calientan 160 mL de agua desionizada hasta alcanzar 90 £ 1.0 °C una vez caliente
se adicionan 100 gramos de MAP y se agita hasta su completa disolucién. Una vez estable la temperatura
de ambas soluciones se adiciona la solucion de MAP a la matriz fundida (cera de candelilla) gota a gota
utilizando una bomba peristaltica con un flujo de alimentacion de 4 ml/min. Se aumenta la una velocidad
de agitacion a 250 rpm durante la incorporacion de la solucién de MAP a la matriz fundida. Al terminar
la incorporacion de la solucion de MAP, se permitié la evaporacion del agua de la emulsion, manteniendo
el sistema a una temperatura de 90°C por un periodo de tiempo de 20 minutos y la mezcla puede ser

sometida a un proceso de atomizacion por enfriamiento.

4.6.2.2 Obtencion de microencapsulado mediante el proceso de atomizacién por enfriamiento
(Spray chilling)

Dicha metodologia se baso en experimentos modificados del grupo de investigacion en CIQA [14]. Para
el encapsulamiento de las matrices con cera de candelilla, se atomiza aire a una temperatura de 115 °C a
una presion de 5 bares, formando las gotas de cera que rodean al fertilizante, dichas gotas solidifican al
entrar en contacto con la corriente de aire frio (10-13 °C), formando asi las microparticulas de MAP. Las
condiciones de operacion del equipo para el proceso de Spray Chilling se muestran a continuacion (Tabla
10). Se obtuvieron dos fracciones de microencapsulados aquellas depositadas en la camara y en el ciclon,

posteriormente se mantuvieron en un desecador al vacio a temperatura ambiente.

Tabla 10. Variables parael proceso de Spray Chilling.

Temperatura de aire de atomizado 130°C
Temperatura de aire de enfriamiento 10-13°C
Temperatura de la alimentacion 115°C
Presion de aire de atomizado 5 bar
Volumen de aire de atomizado 473 I/h
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Metodologia para la determinacion del perfil de liberacidn de sistemas de MAP encapsulado

4.6.2.3 Preparacion de membranas para el perfil de liberacion

Dicha metodologia se baso en experimentos modificados del grupo de investigacion en CIQA [14]. Para
las pruebas del perfil de liberacion se utilizd una membrana de dialisis de celulosa (Sigma-Aldrich) de
alta retencion 99.99 %. Las membranas con un didmetro de 4.0 cmy una longitud de 15 cm, fueron tratadas
con una solucion de 74 mg de EDTA (Sigma-Aldrich) y 4g de Bicarbonato de sodio, la solucién se hirvid
a 120 °C y se sumergieron las membranas por 10 min. Seguidamente se enjuagaron con abundante agua
desionizada. Se prepar6 una segunda solucién con 74 mg de EDTA hirviendo las membranas por 10 min

y finalmente son enjuagadas con abundante agua desionizada.

4.6.2.4 Sistemas para el estudio del perfil de liberacién

Las pruebas de liberacion de sistemas microencapsulados a base de fertilizante se llevaron a cabo
introduciendo 1 g de material en las membranas de celulosa previamente tratadas. Posteriormente fueron
puestas en un sistema de ahogamiento en un volumen de 350 ml de agua desionizadaa pH 4.0, 7.0y 8.5,
en frascos de vidrio con agitacion leve durante todo el experimento y los frascos permanecieron dentro de
una campana a temperatura ambiente. La toma de muestra se realizd durante el primer dia las primeras 5
horas y posteriormente una toma de muestra cada 24 h. La toma de muestra fue de 50 mL mismos que se
repusieron al sistema con agua desionizada posterior a latoma de muestra. Todas las pruebas se realizaron
por duplicadoy el perfil de liberacion de cada uno de los encapsulados fue estimado como el porcentaje
de liberacién acumulada contra el tiempo de incubacion. La toma de muestra se realizd en intervalos
dentro del primer dia y posteriormente una vez al dia hasta concluir el experimento. Posteriormente el pH
se ajustd hasta 9.5 para poder ser incorporadas al sistema del biosensor sin afectar el rendimiento de la

enzima y se procedio con los estudios por la técnica de voltametria ciclica.

Para comparar las concentraciones de MAP en el sistema, se realizd una curva de calibracion para
determinar la ECL del sistema en funcion de la concentracion de MAP. Se realizaron 8 soluciones a
concentracién entre 0.2 y 1.5 MAP en mg/mL. Adicionalmente se hizo una curva para determinar el efecto
de quenching del acido fosforico sobre la emision de luz.
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4.7 Caracterizacion de los microencapsulados mediante DSC

Las microcapsulas se caracterizaron antes y después de la liberacion controlada mediante la técnica de
Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) en un equipo DSC DISCOVERY Series. Las condiciones se
establecieron en unintervalo de temperaturade 10 a110 °C con una rampa de calentamiento de 10°C/min
la temperatura de equilibrio se fijo a 25°C. Con el fin de observar el comportamiento térmico de los
sistemas encapsulados antes y después de la liberacién controlada, para identificar la variacion en la

entalpia.

4.8 Morfologia de los encapsulados de MAP mediante SEM

El andlisis morfoldgico de los microencapsulados fue realizado antesy después del proceso de liberacion
mediante Microscopia Electrénica de Barrido (SEM) JEOL USA JCM-6000 NeoScope Benchtope. Los
sistemas microencapsulados se colocaron sobre una cinta de cobre y se recubren con oro/platino en un
equipo Denton Vacuum DESK |1 por 80 segundos. Las muestras se analizaron bajo condiciones de vacio

a un voltaje acelerado de 15 kV a magnificaciones de x1500, x1000, x400 y x170.

4.9 Determinacion del tamafio de particula

A partir de las imagenes obtenidas mediante SEM a bajo vacio, se determin0 la distribucién de tamafio de
particula utilizando el software Image J, desarrollado por el U.S. National Institute of Health. Se

analizaron por lo menos 50 particulas por muestra.

4.10 Espectrometria de masas por plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS)

A partir de esta técnica es posible determinar de forma cuantitativa la mayoria de los elementos de la tabla
periddica a niveles de traza, partiendo de una muestra en disolucién acuosa, dicha técnica permite hacer
un analisis comparativo del fésforo obtenido de los perfiles de liberacion. Utilizando un equipo ICAP
7000 series 1CP spectrometer Thermo Scientific, modelo iCAP 7400 DUO. Se preparan disoluciones con
agua ultrapura (18 MQ cm) a partir de la muestra del perfil de liberado al 25%. Las muestras se analizaron
a una longitud de onda de 178.766 nm estandar para fosforo, mediante una medicién axial con tiempos de

lectura de 45 segundos por triplicado y un tiempo de lavado de 5 segundos.
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Capitulo5

Resultados y Discusion

5.1 Desarrollo del biosensor para la determinacion de ECL

La generacion experimental de electroquimioluminiscencia (ECL) debe comenzar con un equilibrio entre
el ambiente electroquimico y los reactivos luminiscentes, ambos elementos son necesarios para generar
las especies reactivas capaces de generar una respuesta de emision de luz. Los sistemas electroquimicos
son altamente sensibles y es comuin que sustancias ajenas al proceso (principalmente iones metalicos)
intervengan de manera negativa evitando la reaccion electroquimica. Por consiguiente, las sustancias
utilizadas, disoluciones y buffers deben ser de alta pureza [1]. En este sentido, el procedimiento
experimental debe favorecer el encuentro entre especies sobre la superficie del electrodo, con el fin de
facilitar la reaccion al aplicar un potencial eléctrico. Para un sistema de luminol, la luz emitida puede
observarse a simple vista en la oscuridad. Sin embargo, para esta investigacion se hace uso de un
dispositivo fotosensible para cuantificar la emision de luz. Por tanto, antes del desarrollo de un biosensor,
se establecieron los parametros que tienen influencia sobre la sefial analitica. La finalidad de determinar
dichos parametros fue conseguir las condiciones idoneas para generar una respuesta ECL constante y

reproducible.

5.1.1 Estudios de estabilidad del electrodo

El oro se ha convertido en un material sumamente atractivo para el andlisis electroquimico por sus
propiedades conductoras, favoreciendo la transferencia de electrones y suele ser afin al anclaje de
moléculas bioldgicas [2]. Durante el proceso experimental se debe asegurar la integridad del electrodo, es
decir, que se encuentre libre de rayones, sin cambio de coloracion y con un acabado brillante. La limpieza
de los electrodos durante la experimentacion toma mayor importancia, ya que, €s un proceso simple, pero
crucial para la obtencién de resultados confiables. La limpieza e integridad del electrodo se comprueban
mediante un voltagrama, el cual presenta los picos caracteristicos asociados a la éxido-reduccién de dicho

metal.
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Figura 26 Voltagramas ciclicos A) 7 ciclos con Buffer PBS pH 9.0. B) 7 ciclos con Bufferde borato pH 9.5, C) 6 ciclos

con Buffer de Glicina pH 10.0y D) 6 ciclos con buffer de borato sobre electrodo dafiado.

La Figura 26 muestra los voltagramas ciclicos sobre electrodos de oro previamente lavados con una
solucion 1:1 (isopropoanol/agua) en un sonicador por 5 min. El estudio de voltametria se llevo cabo en un
intervalo de potencial de -1.2 a 1.2 V con 40 pL del buffer de interés, los resultados obtenidos son
similares, teniendo en cuenta que se deben presentar los picos de 6xido reduccion caracteristicos del oro.
A) el PBS, se usé como un buffer control, ya que, es sumamente utilizado por su estabilidad. El voltagrama
obtenido muestra un comportamiento invariante de la corriente limite, manteniéndose constante durante 7
ciclos. B) Se buscd la estabilidad del buffer a base de borato, debido a que diversas investigaciones
aseguran una respuesta significativamente mejorada de ECL [3]. C) El buffer de glicina muestra alta

estabilidad y una corriente invariante dentro de los 8 ciclos de voltametria ciclica. El voltagrama D) es la
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excepcidn, puesto que presenta un desfase negativo en el patron de ciclos, por tanto, se asume que el
electrodo se encuentra dafiado y las mediciones electroquimicas estarian desplazadas y serian poco

confiables. Por tanto, se descartan de esta investigacion todos los electrodos que presentan un

comportamiento de desfase durante el proceso de estabilizacion.

Current (A)

Paotential {mV)

Figura 27 Picos caracteristicosde la oxidacion del oro a 200 mV y su reducciona 700 mV [4].

Esta evidencia soporta el comportamiento caracteristico del oro bajo la influencia de un potencial eléctrico.
Diversas investigaciones sustentan que una soluciéon tampén de PBS a pH 9.0 durante un barrido positivo
presenta un pico de oxidacion entre 0.2 y 0.26 V un pico de reduccion entre los 0.7 a 0.8 VV como se
muestra en la Figura 27. La diferencia de potencial entre dichos valores se asocia a la composicion de la
solucion tampon, temperatura y pH [4]. A continuacion, se presenta el posible mecanismo de reaccion
para explicar el comportamiento de la interfase del metal con una solucion bajo una perturbacion potencio-
dindmica. Teniendo en cuenta que la composicion de la mayoria de los buffersen solucion es agua, bajo
la influencia de un potencial en un rango variable interrelacionado directamente en la reaccion. Es

altamente probable que la reaccién anodica empiece con la participacion de moléculas de agua (Ecuacion

1).
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n [Au+ H,0 = Au (OH) ,+ H" + e7] (Ecuacion 1)

Donde “n” es el nimero de atomos que reaccionan sobre la superficie del electrodo por cm?. El valor
méaximo de "n” involucra el nimero total de &tomos disponibles sobre la superficie. La reaccion de la
Ecuacion 1 alcanza el equilibrio rapidamente, ya que, la concurrencia de moléculas (OH ™) adsorbidas
sobre los atomos de oro es dependiente del potencial y de la reaccion de desproporcién quimica donde un
elemento es al mismo tiempo oxidadoy reducido. El primer paso en la (Ecuacion 1) dalugar a la siguiente

ecuacion (Ecuacion 2).
’ ’ n -z
3 AU (OH) g = Aty Oy + 2nAu + [0+ (2)|H,0 (Ecuacion 2)

El proceso de oxidacion involucra la formacion de especies estables de 6xido de oro sobre la superficie,
la relacion estequiometrica es comparable a Au203Yy una regeneracion parcial del metal libre sobre la

superficie.

Au, 0y ) + nH,0 = AunO[m(;)] +2nH" 4+ 2ne” (Ecuacion 3)

La formacion de especies oxidadas involucra un equilibrio superficial y es probable que proceda del
mecanismo consecutivo de la transferencia de un electron (Ecuacion 3). Dicha reaccion puede ser

postulada como una serie de pasos consecutivos [5].

Existen diversas investigaciones y mecanismos postulados para la reaccion de oxidaciéon formada sobre la
superficie del electrodo, dicha capa de 6xido no es estable. Sin embargo, después de la limpieza de un
electrodo la altura del pico anddico de corriente predomina sobre el resto de los picos anddicos; la
monocapa de 6xido es poco propensa a afectar los procesos de voltametria, pero genera sefiales claramente
visibles y la posicién desus picos esta en funcion del tipo deelectrolito, el pH, la rugosidad de la superficie
y la temperatura [6]. Por el contrario, la reaccion de oxidacion de hidrégeno sobre oro, €s un proceso
irreversible capaz de alterar la cinética del electrodo, la formacién de este se da bajo condiciones acidas

fuertes y bajo potenciales arriba de 1000 mV [6].
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5.1.2 Optimizacion de condiciones experimentales para generar ECL

El desarrollo del biosensor se basa en dos partes principales: 1) el receptor o componente biolégico, en
este caso la enzima ALP, y 2) el transductor, el cual recibe la sefial bioldgica y la transforma a una sefal
Optica luminiscente. Ambas partes deben tener un balance en el sistema y se deben considerar los factores
que podrian tener mayor influencia sobre el sistema. Para obtener una emision de luz eficiente el pHy la
concentracién de cada elemento del sistema de luminol, deben ser estudiados minuciosamente para
obtener un alto rendimiento y un proceso reproducible. Por esta razon, es importante conocer el valor

Optimo de dichos parametros y su efecto sobre la emision de luz en el sistema.

5.1.2.1 Efecto del luminol sobre la emisién de luz

Para tener un mejor efecto sobre la intensidad de luz producida en un sistema ECL en un medio acuoso,
se mantuvieron todas las variables del sistema constantes y se utilizo la técnica de voltametria ciclica en
un rango de potencial de E1 -0.5 a E2 0.6 V como sistema estandar para todas las pruebas. Se decidio
probar diferentes concentraciones de luminol sobre el sistema estandar para evaluar la generacion de
luminiscencia. Se llevé a cabo la ejecucion de corridas experimentales de acuerdo con el volumen y

concentracién presentes a continuacién (Tabla 11).

Tabla 11. Relaciondevolumen experimental de solucionesparala generacién de ECL.

Buffer 0.1 M Luminol Perdxido de hidrogeno 30%
22 uL 16 pL (15 mg/mL) 16 uL
22 uL 16 pL (10 mg/mL) 16 uL
22 uL 16 pL (5 mg/mL) 16 uL
22 uL 16 puL (2.5 mg/mL) 16 uL
22 uL 16 pL (1.5 mg/mL) 16 uL
22 uL 16 pL (0.65 mg/mL) 16 pL
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La Figura 28 muestra los valores obtenidos de ECL variando las concentraciones de luminol sobre un

sistema control. En la Figura 28A se utilizd un sistema a base de PBS a pH 9.0 en un intervalo 0.65 a 15

mg/mL de luminol, se observa la mayor respuesta analitica a una concentracion de 2.5 mg/mL.
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Figura 28 Efectode las concentraciones de luminol (0.65, 1.25,2.5,5, 10y 15 mg/mL) sobre la emision de luzen A)
PBS apH 9. En B) bufferde boratoa pH 9.5. En C) Buffer de glicinaa pH 10. En D) Emisién promedio.

En la Figura 28B se estudia el comportamiento de la emision utilizando un sistema a base de borato a pH
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9.5 en un rango de concentracion 0.65 a 15 mg/mL de luminol, observando una disminucion en
luminiscencia comparado con el sistema A). Ambos sistemas coinciden en que la mayor emision se daa
una concentracién de 2.5 mg/mL de luminol. En la Figura 28C se estudia un sistema a base de Glicina a
pH 10.0 en un rango 0.65 a 15 mg/mL de luminol, observando que la mayor respuesta analitica aparecio
a concentracion de 2.5 mg/mL. En la Figura 28D se hace una comparacion de cada concentracion de
luminol sobre los tres sistemas estudiados previamente. Todos los sistemas generan luz en mayor o menor
medida. Se observa claramente, que en el caso de las concentraciones de 10 y 15 mg/mL se obtienen una
menor definicion de la ECL. Esto es atribuible a que en soluciones concentradas los fotones emitidos por
un luminéforo son absorbidos por otro, generando la superposicion de los espectros de emision y
absorcion, lo que resulta en la perdida del foton dentro del sistema observando una menor emision de luz;
a este fendmeno se le conoce como re-absorcién y reincide con altas concentraciones de luminéforos [6].
De manera contraria, a menor concentracion de luminol se observa una mayor emision de ECL. Siendo la
concentracién de 2.5 mg/ml, la que destaca en todos los sistemas como la mayor intensidad de emision,

generando una emision promedio de 38.5 nW, es decir, la mayor luminiscencia entre todos los sistemas.

5.1.2.2 Efecto del peroxido de hidrégeno sobre la emision de luz

El segundo aspecto importante para obtener un mejor efecto de la emision de luz en un sistema ECL en
un medio acuoso, es la concentracion de perdxido de hidrégeno. Para dichos experimentos se mantuvieron
todas las variables del sistema constantes por medio de la técnica de voltametria ciclica en un intervalo de
potencial de E1 -0.5 a E2 0.6 V para todas las pruebas. Se decidié probar diferentes concentraciones de
peroxido de hidrégeno para evaluar su efecto sobre la generacion de luminiscencia. Se llevd a cabo la
ejecucion decorridas experimentales deacuerdo con el volumen y concentracion presentes a continuacion
(Tabla 12).

Tabla 12. Relacién de Volumen experimental de solucionesparala generacion de ECL.

Buffer (M) Luminol 2.5 mg/mL Perdéxido de hidrogeno

22 UL 16 uL 16 uL30 %

22 uL 16 uL 16 uL25 %
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22 uL 16 pL 16 uL 20 %
22 uL 16 pL 16 uL 15 %
22 uL 16 pL 16 uL 10 %
22 uL 16 pL 16 pL 5 %

La Figura 35 muestra los valores obtenidos de intensidad de luz por ECL utilizando concentraciones
variables de peroxido de hidrogeno sobre diferentes sistemas. En la Figura 35A se utilizé un sistema a
base de PBS a pH 9.0 en un rango 5 a 30 % de perdxido de hidrdgeno, observando la mayor respuesta
analitica aparecid a una concentracion de 30 %. El sistema PBS no sera utilizado para el desarrollo del
biosensor por su contenido de especies fosfatadas, por tanto, solo se tomaron en cuenta las caracteristicas
que arrojé dicho sistema. En la Figura 29B se estudia el comportamiento de la emision utilizando un
sistema a base de borato a pH 9.5 en un rango de concentracion 5 a 30 % de perdxido de hidrogeno,
observando que la mayor respuesta de ECL se daa una concentracion del 10 % peroxido de hidrégeno.
En la Figura 29C se estudia un sistema a base de Glicina a pH 10.0 en un rango de concentracion de 5 a
30 % de perdxido de hidrogeno, observando que la mayor respuesta analitica aparece a una concentracion
al 10 %. En la Figura 29D se hace una comparacion de cada concentracion de peroxido de hidrogeno sobre
los tres sistemas estudiados previamente. Todos los sistemas generaron luz en mayor o menor medida. Se
observa claramente, que en el caso de las concentraciones de (5 %) se obtiene una menor definicion de la
ECL. También se aprecia que, para las concentraciones de 15, 20, 25 y 30 mg/mL la emision de luz es
similar. De acuerdocon el sistema utilizado en medio acuoso, la concentracion al 10 % destaca por generar

una emision de 52.5 nW en promedio, es decir, la mayor luminiscencia entre todos los sistemas.

De estos resultados, se deduce que la emision de luz es dependiente de las concentraciones de luminol y
peroxido segun el mecanismo de ECL previamente descrito (seccion 2.2.6). Dicho mecanismo estipula
que la molécula de luminol (2,3-Aminoftaloilhidracina) debe encontrarse en medio basico, para lo cual se
utilizé un pH entre 9.0 y 10.0. Dicha molécula en presencia de un potencial eléctrico se desprotona, el
potencial eléctrico actiia como un catalizador, permitiendo la formacion de un intermediario Azoquinona,
el cual debe ser oxidado para producir 3-aminoftalato; esta es una molécula clave para generar el estado

excitado. En este caso, se destaca la participacion del peroxido de hidrogeno que interacciona directamente
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sobre el intermediario Azoquinona para producir un endoperoxido, el cual decae a su estado fundamental
para emitir luz. De este ultimo paso depende la emision de luz, por esta razon, es de suma importancia
adecuar las concentraciones de luminol y perdéxido a los sistemas de estudio. El detalle del proceso de

ECL y generacion de luz se representa en la Figura 30.
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Figura 29 Efecto de las concentraciones de perdxido de hidrégeno (5, 10, 15, 20,25 y 30 %) sobre la emision de luzen
A) PBS a pH 9. En B) buffer de boratoa pH 9.5. En C) Buffer de glicinaa pH 10. En D) Emision p romedio.
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Fiaura 30 Mecanismo del luminol para la emision de luz.
5.1.3 Determinacion del area electroactiva del luminol

Através de la técnica de voltametria ciclica se determing el intervalo de potenciales negativos y positivos
del siguiente sistema: (Buffer, solucién luminol 2.5 mg/mL y solucion de perdxido al 10 %) bajo las
siguientes condiciones: En un intervalo de potenciales de E1 =0V a E2=1.2V a un pulso de 0.025 V por
0.07 s auna velocidad de barrido de 0.05 V/s en un intervalo de corriente promedio de 100 mA. Partiendo

de dichas condiciones experimentales se hizo un andlisis del sistema sobre el barrido lineal de potencial.

10000 4 Oxido de oro =—0.72V

8000 S
B000 S

Luminal
4000 4 039V

Densidad de Corriente (A/cm?)

o S
| L

T T T
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a2 a3 0.4

Figura 31 Determinacién del intervalo de potencial experimental para la emisién del luminol en un intervalo de
potencial de E=0V a E2=1.2V.

En la Figura 31 se presenta la respuesta electroquimica de un electrodo de oro en presencia de un sistema

de luminol, en el cual es posible observar la existencia de dos picos de oxidacion durante el barrido en el
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sentido de barrido anoédico marcados por flechasa 0.39y 0.72 V. El pico localizado en aproximadamente
0.4 V se atribuye a la oxidacién del luminol para formar el grupo diazoquinona como se muestra en la
Figura 32 [8]. El segundo pico presenta una mayor intensidad de corriente localizado en 0.72 V del barrido
anodico, dicho pico esté relacionado con la oxidacion de especies adsorbidasen la superficie del electrodo.
Dicho proceso concurre con la reduccion del 6xido de oro formado durante el barrido positivo. Sin

embargo, se debe mencionar que el proceso de interés en este trabajo destaca en aproximadamente 0.42

V.

5.1.4

El objetivo de este estudio es obtener un biosensor con las caracteristicas analiticas adecuadas para la

deteccion del ion fosfato. EIl desarrollo de este biosensor se basa en la emision de luz y su decaimiento,
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Figura 32 Esquema del mecanismo del luminol sobre un electrodo para producir ECL [8].

Efecto de la emisién de luz sobre electrodos
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por tanto, para tener un mejor entendimiento del efecto del sistema de luminol sobre la emision de luz, se
probaron dos tipos de electrodos serigrafiados: uno con tinta de carbdn y otro con tinta de oro. Es
importante analizar el rendimiento del sistema control en un intervalo de potencial para comparar la
capacidad de oxido-reduccion de ambos electrodos. De acuerdo con los estudios obtenidos anteriormente
el sistema control se establece como el buffer a pH basico, solucién de luminol al 2.5 mg/mL y peroxido
dehidrégeno al 10 %. El estudio se realizd por la técnica de voltametria ciclica en un intervalo de potencial
deE1-0.2aE20.6 V en un intervalo de corriente de 100 nAa 5 A.
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Figura 33 Voltagramaciclico de un sistema de luminol con electrodo de oro (curvanegra) y electrodo de carbén (curva
azul).

La Figura 33 muestra la diferencia entre la densidad de corriente de un electrodo de oro y un electrodo de
carbon. La curva color negro corresponde al electrodo de oro, es evidente que dicho electrodo presenta
una densidad de corriente alta, el pico maximo se observa aproximadamente entre 0.3y 0.5V. En cambio,
la densidad de corriente del electrodo de carbon se ve significativamente decaida en el mismo intervalo

de potencial. Es evidente que el sistema de luminol sobre un electrodo de oro es mas eficiente.

Asimismo, se evallan ambos electrodos bajo las mismas condiciones mediante la deteccion de un

fotodiodo, dicho dispositivo permite determinar la cantidad de luz emitida. La Figura 34 muestra la
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respuesta ECL para dos electrodos. En A) se presenta el comportamiento de un electrodo de oro,
observando una respuesta analitica de 88.6 nW; mientras que en B) se presenta el comportamiento de un
electrodo de carbon, el cual presenta una respuesta de 24.2 nW significativamente menor al de oro. La
diferencia entre ambos electrodos se basa en la actividad electroquimica de los materiales que los
conforman [22]. Los electrodos deben presentar las siguientes caracteristicas para ser funcionales: un
comportamiento de 6xido-reduccion favorable en presencia del analito, facilidad para llevar a cabo la

transferencia de electrones, procesos repetibles y una ventana de potencial util para el analisis [10].
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Figura 34 Respuestade la emision de luz sobre electrodo A) de oroy B) electrodo de carbon.

Los electrodos de oro presentan las caracteristicas previamente descritas, a excepciéon de un uso limitado
en el intervalo de potencial positivo por la formacion de 6xido de oro sobre la superficie. Sin embargo,
para esta investigacion la formacion de O6xido de oro no afecta el estudio, ya que, los picos
correspondientes al luminol se encuentran entre un potencial de 0.3 y 0.5 V [9]. Por otro lado, los
electrodos de carbon permiten el barrido en potenciales mas negativos comparado con los electrodos de
oro. Sin embargo, los electrodos de carbon a pesar de ser Utiles y de bajo costo tienen la desventaja de ser
menos conductores, son mas propensos a los dafios mecénicos durante su uso y existe una variabilidad de

la calidad entre electrodos idénticos [10].

Para el sistema de luminol utilizado en esta investigacion la luz emitida puede observarse en la oscuridad;

la radiacion electromagnética ha sido reportada a 425 nm del espectro visible, por tanto, es posible
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observarla a simple vista como una coloracion azul claro brillante [11]. En la Figura 35 se hace una
comparacion de la intensidad de emision de luz ECL de un sistema de luminol sobre un electrodo de oro
A)y un electrodo de carbdn B) en un ambiente oscuro, observando que la emision de la luz electrogenerada
sobre un electrodo de oro es significativamente méas intensa que la luz electrogenerada sobre un electrodo
de carbon. Cabe sefialar que para esta investigacién se hace uso de un dispositivo fotosensible para
cuantificar la emision. Si comparamos los resultados previamente obtenidos al analizar la densidad de
corriente (Figura 33) y la emisién ECL a través de fotodiodo (Figura 34) se confirma que el electrodo de

0ro presenta una respuesta electrogenerada de mayor intensidad.

A)

Apagado/Off Encendido/On

Apagado/Off Encendido/On

Figura 35 Respuestade emision de luz sobre un electrodo A) de oroy B) electrodo de carbén, en unambiente oscuro.
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5.1.5 Efecto de la concentracion de acido fosforico sobre la emision ECL

Una vez obtenida una interfase electroquimica estable de la reaccion ECL del luminol con perdxido de
hidrégeno, se procedié a identificar posibles vias y mecanismos para el funcionamiento del biosensor. En
funcion de las condiciones previamente descritas en la seccion anterior. Teniendo un mejor entendimiento
del efecto de la emision de luz en un sistema de luminol, se decidi6 hacer un estudio para probar el efecto
del acido fosférico sobre el sistema de luminol. La Figura 36 muestra el efecto de la concentracion de
acido fosfarico en funcion del pH; para lo cual se utilizaron concentraciones en un rango de 50 a 300 mM
de acido fosforico, obteniendo una respuesta en el intervalo de 2.05 y 2.6 pH. Dichos valores concuerdan

con el aumento de la concentracion de acido fosforico.
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Figura 36 Efecto de la concentracidn del &cido fosforico sobre el pH.

Bajo estas concentraciones se estudia la influencia del &cido sobre la emisién de ECL en un sistema de
luminol. El sistema base utilizado para dicha prueba fue compuesto por buffer a pH bésico, solucion de
luminol al 2.5 mg/mL y perdxido de hidrogeno al 10 %. El estudio se realizé por la técnica de voltametria
ciclica en un intervalo de potencial de E1 -0.2 a E2 0.6 V, en un intervalo de corriente de 100nAa5A
para todas las pruebas. La Figura 37A muestra las curvas de la deteccion de ECL bajo la influencia

creciente de una concentracion de acido fosforico, la curva color negro representa la curva control del
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sistema a concentracion sin acido fosférico. La respuesta electroquimica se observa entre los potenciales
0.3y 0.5V como picos definidos, los cuales son correspondientes a la emision de luminol [8]. Las curvas
del voltagrama presentan una disminucién progresiva de la emision ECL conforme aumenta la
concentracion de acido. La Figura 37B muestra la emision de luz (1) respecto a la emision de luz inicial
(10), conforme aumenta la concentracion de acido fosforico. Es claro que se ejerce un efecto que resulta
en una menor emisiéon de luz ECL. Diversas investigaciones han estudiado el efecto de quenching que
tienen diferentes sustancias y especialmente el pH acido sobre el luminol, concentraciones altas de acido
llevan a la descomposicion del intermediario 3-aminoftalato, por tanto, no se logra alcanzar el estado
excitado y no se genera el desprendimiento de un fotén [53]. Esto explica el comportamiento de

decaimiento en la Figura 37A.
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Figura 37 Efecto de la concentracion del &cido fosforico sobre la emision de luz ECL. A) Voltagrama ciclico del efecto

de la concentracidn de acido fosforico sobre el sistema luminol. B) Emisién de luz obtenida bajo la influencia de la
concentracion de acido fosforico.

Es claro que laadicién de compuestos &cidos tiene una influencia significativa sobre el sistema de luminol,
esto se explica porque en condiciones alcalinas la molécula de luminol es capaz de desprotonarse para
llevar a cabo la cascada subsecuente de pasos para generar una respuesta ECL como se explico
anteriormente en la seccién (2.2.6). Ha sido ampliamente investigado y probado que el pH juega un papel
vital en la electroquimica del luminol. A pH bajos la intensidad de emision de luz del luminol es

drésticamente reducida, mientras que a pH significativamente mayores la respuesta electroquimica del
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luminol aumenta [12].

5.2 Desarrollo de un biosensor electroquimioluminiscente

5.2.1 Componentes del sistema

Los biosensores acoplados a ECL constan de un elemento biologico, en cuyo caso para esta investigacion,
se utiliza la enzima Fosfatasa Alcalina (ALP) como catalizador de una reaccién. Dicha enzima esta
acoplada a un elemento transductor capaz de producir una respuesta oOptica, para lo cual, se utilizé un
sistema de luminol. Este tipo de biosensores combinan las ventajas de los métodos electroquimicos con la
especificidad de las enzimas para obtener una respuesta determinada. Al utilizarse como componente
bioldgico la enzima ALP, es necesario tener en cuenta que las enzimas son proteinas con una estructura
terciaria, las cuales pueden bajar su actividad enzimatica o desnaturalizarse y perder su estructura ante

diferentes condiciones quimicas y fisicas.
Se deben tener en cuenta los dos factores que influyen sobre la actividad catalitica de las enzimas:

-Temperatura: Las enzimas tienen un rango especifico de funcionamiento, si la temperatura es menor no
se presenta actividad enzimatica y si la temperatura es mayor la enzima se desnaturaliza y no regresara a

un estado funcional.

-pH: Estructuralmente las enzimas poseen cadenas de aminoacidos, las cuales pueden ser facilmente
ionizadas. Cada enzima presenta su actividad maxima a cierto pH, si este no es el adecuado la enzima

estard en estado de ionizacién y la estructura no sera funcional para catalizar una reaccion quimica.

Por esta razon, es importante determinar las condiciones a las cuales va a trabajar la enzima y determinar
el medio en el cual se va a desarrollar el biosensor, el cual debe ser adecuado para evitar disminuir la

actividad de la enzima o su inhibicién.

5.2.2 Efecto de los componentes del biosensor sobre la emision ECL

Se estudid el efectode los elementos que conforman el biosensor sobre la respuesta ECL, haciendo pruebas
del sistema con cada elemento por la técnica de voltametria ciclica y bajo las condiciones previamente

utilizadas en la seccion anterior. Para la construccién de un biosensor se utiliza una combinacion de
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sustancias a base deagua. El sistema consta de un sistema de luminol conformado por: El buffer de interés
a pH alcalino, una disolucién de luminol y una disolucion de peréxido de hidrégeno, donde dichos
componentes permiten la emisién de luz. Se realizaron una serie de pruebas para comprobar que los
elementos del sistema son compatibles y no interfieren en la emisién de luz; para lo cual se estudia la

respuesta amperométrica de los biosensores conforme a los distintos elementos que conforman el sistema.
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Figura 38 Elementos del sistema que conformaran el biosensor: columna 1 sistema control de luminol.

La Figura 38 muestra la comparacion sobre la emision de luz conforme se agregan los elementos que
conforman al biosensor. El sistema 1 se toma como una condicion estandar conformado por:
(buffer+luminol+peréxido de hidrégeno) con el cual se alcanza una emisién de 70 nW. Al sistema 2 se
agrega ademas del sistema 1, el buffer Tris de la enzima para asegurar que no existe interferencia o
inhibicion de los componentes del buffer Tris en la emision de luz. En la Figura 38 columna 2 se observa
un ligero aumento en la emision de luz, por tanto, se asume que no existe interferencia al usar este buffer.
El sistema 3 se agrega el sistema 1 junto con el buffer de glicina ALP, en la Figura 38 columna 3 se
observa un aumento significativo de la emision de luz alcanzando un valor de hasta 84 nW, lo que indica
que dicho buffer es adecuado para la emision de luz y no interfiere con la disolucién de la enzima. Una
vez comprobado que el buffer de la enzima no interfiere en la emision de luz se agrega el sistema 1 méas

la enzima, en la Figura 38 columna 4, se observa una disminucion de la emision de luz. Diversas
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investigaciones han concluido que la adicién de componentes, la viscosidad y el volumen puede resultar
en una sefial alterada en la emision de luz [49]. Finalmente, al sistema 1 se adiciona una disolucién del
fertilizante MAP, la Figura 38 columna 5 muestra una buena intensidad de emision a 82 nW, lo que indica

que el fertilizante no tiene efecto de interferencia o un efecto inhibitorio sobre la emision de la luz.

Estos resultados son satisfactorios para la generacion de luz mediante la técnica de ECL, la cual servird
de base para el desarrollo de un biosensor ECL. Es claro que ninguno de los componentes tiene un efecto
inhibitorio o una reduccion significativa en la emision de luz. Por tanto, se procedio a evaluar el volumen
de cadaelemento, ya que, los sistemas miniaturizados deben funcionar con una cantidad de muestra entre
1-5 uL, se sabe que existe influencia en la concentracion de cada elemento [49]. Para esta investigacion

se determinaron las concentraciones minimas requeridas para generar un sistema reproducible.

Tabla 13. Volumen de las concentraciones de los elementos que conforman el biosensor.

Sistema A B C D
BufferBorato BX (uL) 10 10 10 10
Luminol 2.5mg/mL (uL) 10 10 10 5
Buffer Fosfatasa + Enzima (uL) 5 5 25 25
Fertilizante MAP (uL) 5 5 25 25
Peréxido de hidrégeno 10% (uL) 10 5 5 5
Volumen totalde sistema (uL) 40 35 30 25
ECL (nW) 83 93 80 74

Un electrodo serigrafiado soporta un volumen maximo recomendable de 50 pL, el volumen es un
parametro importante para obtener una respuesta luminiscente eficiente y reproducible. En la Tabla 13 se
muestran los sistemas A, B, C 'y D donde todos los estudios exhibieron mas del 88 % de emision de luz,
lo cual se considera aceptable para esta investigacion. Sin embargo, el biosensor a disefiar se basa en un
mecanismo on/off. El sistema es dependiente de la emision de luz, por tanto, se selecciona el sistema con
mayor emision. El sistema que mostré una mayor emisioén de luz electrogenerada fue el B con 93 nW,
consecutivamente los sistemas A y C mostraron una emision en un rango aceptable de 83 y 80 nW

respectivamente y finalmente el sistema D con 74 nW. Este experimento comprueba que no existe
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interferencia en los componentes del sistema para que disminuyan la emision de luz.
5.2.3 Influencia de los componentes del biosensor sobre la actividad enzimética

Como ya se menciond anteriormente, las enzimas son proteinas complejas sensibles a diferentes
condiciones tanto fisicas como quimicas; por tanto, se desarrollaron una serie de experimentos donde se
incuba a 37 °C la enzima ALP a diversos tiempos. Posterior a la incubacion se lleva a cabo la reaccién
electroquimica para disminuir interferencias sobre la actividad enzimatica. Los sistemas estudiados
corresponden a: sistema 1, control; sistema 2, con el fertilizante; sistema 3, con el buffer y el fertilizante;
y sistema 4, fertilizante, buffer y luminol. La Figura 39 muestra los cuatro sistemas establecidos, a) el
sistema control (linea negra) se mantiene constante durante el tiempo de incubacion. El sistema b) (linea
roja) dentro de la primera media hora presenta una emision de luz mayor al sistema control y después de
la hora la emision decae ligeramente. En el sistema c) (linea azul) presenta un decaimiento inicial dentro
de la primera hora; sin embargo, posteriormente el sistema c) parece estabilizarse y presenta un

comportamiento similar al control. El sistema d) (linea rosa) presenta un comportamiento similar al control

100



CENTRO DE INVESTIGACION EN QUIMICA APLICADA

Maestria en tecnologia de polimeros

e incluso parece presentar mayor ECL.

Figura 39 Influencia de los componentes del biosensor sobre la actividad enzimética, incubando los sistemas a 37°.
a) Sistema de luminol, b) sistema 2 (ALP+MAP), c) sistema (ALP+MAP+BXx) y d) sistema (ALP+MAP+Bx+L).

En estos experimentos, no se observé una interaccion congruente entre la enzima y el fertilizante, es decir,

no se observé el comportamiento de decaimiento esperado en el tiempo. Este fendmeno se atribuyd a las
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siguientes causas: 1) El fertilizante (MAP) no interacciona con la enzima ALP, 2) El fertilizante ejerce un
efecto inhibitorio sobre la enzima ALP, 3) El medio es inadecuado para que la enzima ejerza su actividad.
La primera posible causa plantea que no existe una interaccion directa entre la enzima y el fertilizante, sin
embargo, se sabe que la enzima fosfatasa alcalina interacciona con una basta diversidad de sustratos que
contienen fosforo [20]. En relacion con la segunda causa, existen diversas investigaciones donde se estudia
el efecto inhibitorio del fosfato sobre la enzima ALP [19][21]; sin embargo, no hay una investigacion donde
se utiliza fosfato monoaménico como inhibidor especifico de la enzima. Latercera posible causa planteada,

sugiere que, en la mezcla de componentes elementales del sistema compuesto por buffer de borato, solucién
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deluminol, peréxido dehidrogeno y el medio de la enzima, podrian existir fuertes interacciones moleculares
o intermoleculares que impiden la unién del sustrato con la enzima. Tomando en cuenta las causas anteriores
se plante6 la manera de eliminar interferencias entre la enzima con el medio, y adicionalmente se buscé un

sustrato que permitiera un efecto sobre la emisién de luz.

5.2.4 Busqueda de solucion tampon para sistema enzimatico y sistema de luminol

La actividad de las enzimas depende de numerosos factores incluyendo el pH, la concentracion de la
enzima, la pureza de la enzima, el ambiente idnico, la temperatura y la solucién tampon como se mencioné
previamente en la Seccion (2.2.2.1). Durante este estudio nos enfocamos en la solucién tampén, ya que,
diversas investigaciones la sefialan como un elemento clave para el reconocimiento especifico del sustrato
[22]. El uso de un buffer capaz de tener un efecto sobre la enzima y sobre el sistema luminol para la
generacion de la emision de luz ECL, evitard el uso combinado de buffers e interferencia de sus
componentes y la reduccion de la actividad enzimatica. De acuerdo con lo estipulado anteriormente, se
realizaron pruebas con el buffer de glicina, el cual es especifico para la enzima ALP; sin embargo, se
utilizo para de igual manera medir la respuesta electroquimica en un sistema de luminol. En la Figura 40
se muestra la respuesta de la solucién tampon de glicina a una concentracion de 50 mM en un sistema
electroquimioluminiscente a base de luminol. La Figura 40A muestra la respuesta de emision de luz del
sistema durante 5 ciclos de voltametria bajo la deteccion del fotodiodo, el primer pico tiene una respuesta
considerable y conforme pasa el tiempo la intensidad de luz decae. La Figura 40B presenta los voltagramas
ciclicos del sistema en general, los cuales muestran caracteristicas atribuibles a una buena interaccion

entre el buffer de glicina y el sistema de luminol especialmente en la primera curva.
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Figura 40 Influenciade la solucién tampon de glicinaal 50mM sobre la emision de luz en un sistema de luminol. A)
deteccidn de respuesta fotosensible, B) 5 ciclos de voltametria ciclica.
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Figura 41 Analisis de la influencia de la solucién tampdn de glicinaal 50mM sobre la relacion 1/10 de emision de luz en
un sistema de luminol.

En la Figura 41 se muestra la emision de luz (1) sobre la emision de luz inicial (10) del sistema de luminol
con un buffer de glicina.En el ciclo nimero 1 se muestra una respuesta favorable, sin embargo,
consecutivamente se observa una disminucion significativa en la emisién de luz correspondiente a la

oxidacion del luminol.
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Doble capa eléctrica

Figura 42 Representacion esquematica de la doble capaeléctrica [19].

El comportamiento sucesivo de decaimiento se explica debido al arreglo de la doble capa eléctrica
caracteristica de una solucion sobre el electrodo. La solucion tampén se encarga de permitir la
transferencia de electrones en el medio, pero no es capaz de reaccionar con la molécula de interés y
tampoco neutraliza las cargas del sistema. Al aplicar un potencial positivo sobre el electrodo, la solucion
gue esta en contacto con el electrodo atrae iones negativos a la superficie del electrodo; dichos aniones se
adhieren a la superficie y forman una capa uniforme la cual se conoce como plano interno de Helmholtz
(IHP). Dicha capa IHP atrae las moléculas solvatadas de cationes, formando lo que se conoce como “capa
difusa” la cual funciona como almacenamiento de energia en un campo eléctrico interno. A pesar de la

proximidad entre moléculas en la capa difusa el sistema no puede ser neutralizado (Figura 42). Una vez
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teniendo una capa difusa estable y un potencial lo suficientemente positivo, la molécula con capacidad de
oxido reduccion (luminol) sera capaz de donar un electrdn a la superficie del electrodo, lo que provoca un
flujo decorriente en el sistema [19]. Conforme se barre el potencial se observa un aumento en la corriente,
siendo directamente asociada a la oxidacion del sistema, infiriendo que un mayor nimero de moléculas
han donado electrones. El decaimiento observado en la Figura 40 esta en funcion del tiempo, ya que la
formacion de IHP requiere el movimiento de las moléculas hasta la superficie del electrodo y el
acercamiento de las moléculas con capacidad de éxido-reduccién para llevar a cabo la transferencia de
electrones. Por tanto, la Figura 40A revela que el tiempo entre cada ciclo es demasiado corto para dar
tiempo al movimiento de moléculas en la capa difusa observando un decaimiento progresivo sobre la

emision de luz.
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Figura 43 Respuestade la emisionde luz enel tiempo con unasolucion tampon a base de glicina.

Se realizaron estudios para probar la estabilidad del sistema a base de luminol con una solucién tampén
de glicina. Como se menciond previamente el tiempo es clave para la formacion de la capa difusa, por
tanto, las pruebas se corrieron con una diferencia de tiempo de al menos 1.5 minutos entre cada ciclo. En

la Figura 43 se observan tres picos con una intensidad similar, el primer pico con una emision de 99.15

105



CENTRO DE INVESTIGACION EN QUIMICA APLICADA

Maestria en tecnologia de polimeros

nW, el segundo pico con una emision de 95.20 nW vy el tercero con una emision de 97.17 nW con un
promedio de 97.17+1.95 nW. Es claro que el sistema es capaz de restablecer la emision de luz. Con base
en los datos obtenidos es posible mantener ciclos de emision reproducibles y confiables, para los
experimentos posteriores realizados en esta investigacion se toman los primeros dos ciclos de voltametria

con una diferencia entre el barrido de potencial de al menos un tiempo de 1.5 minutos.
5.2.5 Comportamiento de la enzima con solucion tampén de glicina

De lo expuesto anteriormente, se sugiere que la solucion tampoén para la enzima ALP a base de glicina, es
la més adecuada para llevar a cabo los estudios de electroquimioluminiscencia en el sistema luminol. En
vias de descifrar cambios en la interaccién entre la enzima se prueban acido fitico y MAP bajo las mismas
condiciones experimentales: Buffer de glicina, luminol al 2.5 mg/ml, peroxido de hidrogeno al 10%, 5 pL
enzima incubados a 37°C. La Figura 44 muestra un comportamiento totalmente opuesto entre ambos
sistemas. La linea roja referente al sistema incubado con el fertilizante MAP muestra un comportamiento
lineal en el tiempo, lo que sugiere dos mecanismos: 1) El fertilizante no tiene interaccion con la enzima o
2) el fertilizante ejerce un efecto inhibitorio sobre la enzima. Por el contrario, la linea negra referente al
sistema incubado con &cido fitico presenta un decaimiento en la emision de luz, lo que indica que el
sustrato junto con la enzima genera condiciones acidas sobre el sistema permitiendo el decaimiento de la

luz.
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Figura 44 Comparacionde la emisionde luz de un sistema con fertilizante MAP (linearoja) y acido fitico (linea negra)
bajo las mismas condiciones de prueba.

5.2.6 Substrato de la enzima

De acuerdo con la prueba previamente realizada, se estudia el efecto y la concentracién del acido fitico
sobre el sistema de luminol para determinar la concentracion idonea para establecer el mecanismo base
del biosensor, a partir de 30 min la actividad de la enzima presenta un comportamiento similar, por tanto,
las pruebas se ejecutan durante los primeros 3, 6, 9 y 12 minutos. La Figura 45 muestra el efecto del &cido
fitico como sustrato de laenzima ALP a diversas concentraciones. Para el sistema a una concentracion 0.3
mg/ml (linea negra) se observa una pendiente pronunciada conforme avanza el tiempo, pues al minuto 9
se observa el decaimiento maximo y posteriormente se mantiene e incluso sube un poco la emisién al
minuto 12. El sistema a una concentracion 0.6 mg/ml (linea roja) tiene un comportamiento de decaimiento
menor y la pendiente se observa ligeramente pronunciada. En el sistema concentracion 0.9 mg/ml (linea
azul) presenta una pendiente ligeramente mas pronunciada, sin embargo, duranteel minuto 9y 12, alcanza
una emision similar a la concentracion 0.6 mg/mL. Para esta investigacion se busca un rango amplio en el
decaimiento enzimatico, ya que, este serd proporcional a la cantidad de enzima inhibida posteriormente,

por tanto, la concentracién ideal para esta investigacion es a una concentracion 0.3 mg/ml (linea negra).
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Figura 45 Actividad de la enzima bajo la influenciade acido fitico.a) 0.3 mg/mL, b) 0.6 mg/mLy c) 0.9 mg/mL.

El comportamiento entre la concentracion 0.6 y 0.9 mg/mL se puede explicar por el hecho de que diversas
investigaciones han encontrado que el producto de reaccion de la fosfatasa alcalina, asi como fosfato
inorganico (Pi) y el producto de substratos como el p-nitro fenol, son inhibidores competitivos de la
fosfatasa alcalina [36]. Igualmente, un aumento en la concentracion de substrato no aumenta la velocidad
de la actividad enzimatica, por tanto, el comportamiento esperado conforme a una mayor concentracién
de substrato, en este caso pudiera presentar una respuesta fluctuante de la enzima, al generar mayor

producto de reaccion también existe mayor posibilidad de inhibir a la enzima.
5.2.7 Mecanismo de deteccion del biosensor

Los resultados previos revelan que el acido fitico acta como sustrato de la enzima, sin embargo, el papel
del fertilizante frente a la enzima no se encuentra completamente elucidado. Por tanto, se decidié combinar
los sistemas para generar un modelo general que permita interpretar de manera mas concreta el posible
mecanismo de MAP sobre la enzima para la generacién de un biosensor. La estrategia que se siguié en
este trabajo para lograrlo se muestra en la Figura 46. Incubando 5 pL de la solucion stock de la enzima,
junto con 10 pLL deuna solucion tampon de glicina donde se disolvid 2.5 mg/mL de luminol, dicho sistema
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se incubd a 37 °C por 5 minutos. Posteriormente, se agrego SuL de una solucion conocida de acido fitico

y se incub6 a 37 °C por 5 minutos. Para realizar las pruebas por voltametria ciclica la solucion previamente

incubada se coloco sobre el electrodo junto con 5 uL de solucion tampon a base de glicina al 0.5 MM y 5

uL de peroxido de hidrégeno al 10%.
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Figura 46 Diagrama esquematico del sistemabajo la influencia del acido fitico.
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Para la deteccion de fosfato, se siguié un procedimiento similar al mostrado en la (Figura 46). Como

primer paso, se incubaron 5 pL de la solucion stock de la enzima, junto con 10 pL de una solucién tampon

de glicina donde se disolvio 2.5 mg/mL de luminol y 5 pLL de MAP a una concentracién conocida; dicho

sistema se incub6 a 37°C por 5 minutos, con la finalidad de aumentar las probabilidades de que las

moléculas del fertilizante interaccionen con la enzima Figura 47. Posteriormente, se agregd Sul de una

solucién conocida de acido fitico y se incub6 a 37°C por 5 minutos. En ultima instancia la solucion se

colocd sobre el electrodo junto con 5 pL de solucién tampdn a base de glicina al 0.5 mM y 5 pL de

perdxido de hidrogeno al 10 %.
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Figura 47 Diagrama esquematico del sistema bajo una concentracion conocida de MAP sobre el sistema de luminol.

La Figura 48 muestra el esquema general del mecanismo del biosensor, donde se teoriza que el fertilizante
a base de fosforo se une al sitio activo de la enzima ALP y ejerce un efecto inhibitorio, por tanto, el
funcionamiento en presencia de un sustrato (acido fitico) altera la generacion de especies acidas en el
medio resultando en un efecto de quenching sobre la emisién de luz del luminol. El efecto de quenching
sobre el luminol se verd disminuido conforme aumenta la concentracion de fertilizante MAP, dicha

reaccion permitira la cuantificacion de fosfato mediante la deteccion de luz por ECL.

Ying Li y colaboradores en 2020 reportaron la deteccion de fosfatasa alcalina mediante el decaimiento
de luminol. Estipulando que la enzima ALP es capaz de catalizar ascorbil fosfato de magnesio y como
producto de reaccion se genera acido ascorbico, el cual tiene un efecto de quenching sobre el luminol [37].
La hipotesis planteada con anterioridad sobre el efecto que ejercen las moléculas de fertilizante sobre la
enzima, aunado a la informacion presentada permite establecer dicha reaccion como base para desarrollar

un biosensor ON/OFF que relaciona cuantitativamente la inhibicion de la enzima con la sustancia de
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interés [24].
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Figura 48 Diagrama esquematico del funcionamiento del biosensor.
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5.2.8 Determinacién de la concentracion inhibitoria de MAP sobre la actividad enzimética

en un sistema de luminol

Con base en el modelo previamente establecido se realizaron las pruebas correspondientes para obtener

una curva de calibracion a concentraciones conocidas de MAP. De manera que cuando no existe MAP en

el sistema, la enzima interacciona con el sustrato de &cido fitico generando productos &cidos, los cuales

acidifican el medio de la reaccion electroquimioluminiscente, por tanto, la emision de luz se vera

disminuida. Cuando MAP se encuentra en el sistema, se ejerce una inhibicion competitiva sobre la enzima,

impidiendo la interaccion con el sustrato de acido fitico, por consiguiente, el medio de la reaccion

electroquimioluminiscente no se vera afectaday la emision de luz sera mayor. La Figura 49A muestra una

pendiente lineal que representa la inhibicion competitiva que ejerce el fertilizante sobre la enzima ante un
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sustrato de &cido fitico, conforme aumenta la concentracion del fertilizante en el medio. La Figura 49B
representa la concentracion de fosforo que contienen las concentraciones analizadas del fertilizante MAP

para la curva de calibracion.
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Figura 49 Curva de concentracion contra respuesta ECL, A) Curva respecto a concentracion de fertilizante MAP. B)
curva respecto a concentracion de fosforo.

5.3 Determinacion de perfil de liberacion de MAP mediante ECL.

5.3.1 Andlisis de la distribucién de tamafios de los microencapsulados obtenidos por las técnicas de spray-

dryingy spray-chilling.

Mediante micrografias tomadas por SEM de los sistemas micro-encapsulados se analiz6 la morfologia de
los sistemas encapsulados. En la Figura 50A se observan los microencapsulados obtenidos a partir de la
técnica de spray chilling a base de una matriz de cera de candelilla CeraC50/50. En la morfologia de las
particulas obtenidas predomina la forma esfeérica, las particulas presentan poros sobre la superficie, se
teoriza que en su interior se encuentran poros que mas tarde podrian actuar como canales de difusion para
acelerar la liberacion o de manera contraria, si los poros son pequefios se teoriza que podran retardar la
liberacion del fertilizante. Igualmente se estudié la distribucion del tamafio de particula mediante el
programa Image J, el analisis de la Figura 50C arroja una distribucién donde es claro que predominan los

tamarios de particula entre (10-20 um) consecutivamente el segundo tamafio que predomina es el tamafio
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de particula entre (20-30 um) y en promedio de 100 mediciones de tamafio de particula se obtiene un

tamario promedio de 30 pm.

Porcentaje de particulas (%)
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Figura 50 Micrografia SEM de A) Microcapsulas por técnica Spray Chilling CeraC50/50, B) Microcapsulas por
técnica Spray Drying GMZT40/60, C) Distribucién de tamafio de particula del sistema CeraC50/50, D)

Distribucion de tamafio de particuladel sistema GMZT40/60.

En la Figura 50B se observan los microencapsulados obtenidos a partir de la técnica de spray drying a

base de una matriz de goma de mezquite y almidén GMZT40/60. Los cuales presentan una morfologia

cuasi esférica con una superficie lisa y uniforme, de acuerdo con la morfologia obtenida se teoriza que la

liberacion del fertilizante serd por medio del hinchamiento del almidon el cual eventualmente se ira

desplazando hasta lograr un tipo de erosion de la particula o un efecto de disolucion de la matriz.

Igualmente se estudia la distribucion del tamafio de particula mediante el programa Image J. El analisis de

la Figura 50D arroja una distribucion donde predominan tamafios de particula en promedio menores al
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sistema de cera de candelilla alrededor de los (2-6 um) mediante dicho analisis, se observa que la mayoria
de las microcépsulas obtenidas por esta técnica se encuentran en un tamafio menor a las 12 yum, con un
tamafo promedio de 6 um. Con base en los resultados obtenidos se teoriza que el tamafio de particula, al
ser menor tendrd una influencia sobre el perfil de liberacion, es decir, la liberacion del fertilizante se llevara

a cabo en un menor tiempo.
5.3.2 Efecto de la liberacion del fertilizante sobre el pH del medio.

Se sabe que el fertilizante MAP es una excelente fuente de fésforo y nitrégeno, este compuesto en su
forma de sal es altamente soluble y se disuelve rapidamente en medios acuosos. Mediante las técnicas de
microencapsulacion se pretende vislumbrar el efecto que ejerce el medio, ya que, la funcién de las matrices
utilizadas es retener las moléculas de fertilizante luego de que la matriz haya sido puesta bajo condiciones
de ahogamiento, la composicion de la matriz o su hinchamiento promueven la retencion de material y por
tanto, la difusion del fertilizante al medio serd mas lenta [28]. Es interesante analizar la dependencia que
resulta de los perfiles de liberacion bajo ciertas condiciones de pH inicial, ya que, midiendo dichas
dependencias las condiciones se aproximan considerablemente a la liberacidn real. En esta investigacion
1 gramo de los sistemas microencapsulados se sometieron a condiciones de ahogamiento para determinar
el perfil de liberacion, a las muestras obtenidas del perfil se midié el pH y es importante resaltar los
hallazgos subyacentes a la liberacion. Las pruebas de ahogamiento iniciaron estudios con valores de pH
gue pueden encontrarse en los suelos mexicanos, los cuales incluyen medios neutros a pH =7.0, medios
levemente alcalinos a pH = 8.5 y levemente &cidos a pH = 4.0 [27]. Los resultados obtenidos permiten
elucidar una relacion entre los valores de pH y el tiempo transcurrido de liberacion. Los cambios en el pH
estan directamente relacionados a la liberacion del fertilizante en el medio, considerando que el fertilizante
al disolverse alcanza un pH alrededor de 4.0 dependiendo de la concentracion [54]. En la Tabla 14 se
observan los valores de pH obtenidos en cada medicion durante el perfil de liberacion de los sistemas
encapsulados de cera de candelilla y los sistemas encapsulados a base de almidén y goma de mezquite a
un pH inicial de 7.0. Conforme a las mediciones obtenidas se podria inferir que los microencapsulados a
base de cera de candelilla retienen durante mas tiempo el fertilizante comparado con los encapsulados a
base de almiddn y goma de mezquite. Cabe sefialar que para esta investigacion las mediciones de pH son

simplemente una via que indica cambios de concentracion en el medio, sin embargo, se debe de considerar
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que se encuentran involucrados todos los iones del medio, por tanto, el comportamiento presentado es util

para corroborar que los elementos Ny P en la forma de iones son liberados de la particula, sin embargo,

representan una medicion general y no especifica respecto al elemento de intereés.
Tabla 14. Valores de pH de unsistema de liberacion de fertilizante a base de CeraC50/50 y GMZT40/60en funcion del tiempo.

Muestra R]%Taig’ CeraC | GMZT40/6.0

(pH promedio) (pH promedio)
1.1 0.5 4.53 + 0.022 5.12 + 0.248
1.2 1 4.49 +0.011 4.46 + 0.053
13 2 4.48 £ 0.002 4.34 + 0.002
14 4 4.45 £ 0.004 4.30 + 0.002
15 6 4.40 + 0.009 4.28 + 0.002
16 24 4.32 £ 0.018 4.24 + 0.005
1.7 48 4.23 £0.019 4.11 + 0.020
18 72 412 £ 0.017 3.94 + 0.003
19 9 4.04 % 0.010 3.73 + 0.005
1.10 120 3.96 & 0.008 3.62 + 0.025

De acuerdo con los resultados previamente obtenidos, es notorio que los sistemas de almidon con goma

de mezquite presentan valores de pH ligeramente menores a los sistemas de cera de candelilla promedio,

lo que indica un mayor flujo de iones en el medio, por tanto, se toman dichos sistemas para estudiar las

diferencias en el perfil de liberacion bajo un medio de pH inicial de 4.0, 7.0 y 8.5. En la Tabla 15 se

observan los valores de pH obtenidos durante el perfil de liberacion de los sistemas encapsulados bajo
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condiciones de ahogamiento junto con el valor de la desviacion (SD). Los experimentos solamente

consideran las concentraciones hasta las 120 h, ya que, posterior a este periodo el medio presento turbidez

y se descartaron dichos resultados para evitar interferencias en los resultados.

Tabla 15. Valores de pH de unsistema de liberacion de fertilizante de GMZT40/60 en funcién del tiempo.

Muestra Tiempo pH=7.0 pH=4.0 pH=8.5 Valor SD
(horas) promedio promedio promedio
2.1 05 5.12 4.32 4.36 0.448
2.2 15 4.46 4.28 4.34 0.089
2.3 25 4.34 4.22 4.29 0.058
2.4 35 4.30 4.18 4.27 0.060
2.5 5 4.28 4.16 4.21 0.058
2.6 24 4.24 4.13 4.08 0.082
2.7 48 4.11 3.94 3.96 0.093
2.8 72 3.94 3.78 3.8 0.084
2.9 120 3.73 3.6 3.61 0.072
2.10 144 3.62 35 3.48 0.073

La Figura 51 revela que la liberacion de los sistemas microencapsulados conteniendo en su formulacion

almidon y goma de mezquite (linea azul) corresponden a valores mas bajos de pH, este método no asegura

como tal la liberacion de fertilizante, sin embargo, si existe una liberacion de iones, los cuales pueden ser

provenientes del fertilizante e incluso de la matriz. La goma de mezquite es un polisacarido que contiene
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al menos un 23.27% de &cido glucuronico responsable de la carga negativa, igualmente se sabe que el pH
tiene influencia sobre los complejos solubles de la goma de mezquite, es decir, sobre los complejos de
menores fuerzas electrostaticas que conforman el polimero [55]. Contrario a esto, en los sistemas a base
decera decandelilla (linea color negro) se observa una tendencia méas constante en el tiempo, lo que podria
indicar una mayor retencion de iones dentro de la matriz. Esto se debe a que el grado de cristalinidad del

polimero afecta la permeabilidad y la difusion de la sustancia encapsulada [56].

200 - —=— Sistema Cera
—e— Sistema MZQT

£.95

5.0

45 4

4.0 4

35

-20 0 20 40 B0 80 100 120 140
Tiempo (horas)

Figura 51 Efecto del pH sobre el perfil de liberacion de un sistema microencapsulado CeraC-40y GMZT40/60a pH
7.0.

Se estudian las tendencias en la liberacion de sistemas microencapsulados a base de almidén de maiz y
goma de mezquite bajo la influencia de condiciones iniciales neutras a pH=7.0, levemente &cidas a pH =
4.5 y levemente alcalinas a pH =8.5. El pH con el que se parte es distinto y se pretende dilucidar si un
sistema libera mas que otro o si se alcanza un equilibrio hasta llegar a valores similares de pH. Los
resultados obtenidos en la Figura 52 demuestran que dentro de la primera hora existen diferencias en la
tasa de liberacion entre las tres condiciones de pH. A pH 4 se observan medidas de pH menor, lo que

indica una mayor liberacién de iones al medio. A pH 8.5 se observa un comportamiento similar que al pH
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4.0 lo que indica que el pH podria tener un efecto sobre la matriz y sobre la taza de difusion de los iones
al medio exterior. A pH 7.0 se observan valores de pH mayores lo que indica una liberacién disminuida
de iones al medio o una mayor retencién comparado con los sistemas a pH 4.0 y 8.5. Se demuestra que el
pH tiene influencia sobre la liberacion de sistemas encapsulados. Igualmente se revela que los sistemas
son estables, ya que, la probabilidad de falla de los sistemas encapsulados no se podra dar bajo las

condiciones experimentales en medios levemente acidos y alcalinos.

8 iI —=— pH 7.0
L pH 4.0

—&— pH 8.5

4.4 4

4.2 1

pH

4.0 4

3.8 4

3.6

0 15 30 45 60 75 90 105 120
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Figura 52 Efecto del pH sobre el perfil de liberacion de un sistema microencapsulado GMZT40/60a pH 4.0, 7.0y 8.5.

5.3.3 Determinacion del perfil de liberacion del ion fosfato mediante ECL

De acuerdo con lo planteado en la Figura 48 se pone a prueba tanto el instrumento disefiado como el

entorno necesario para el correcto funcionamiento del biosensor con muestras provenientes de los perfiles
de liberacion de sistemas microencapsulados CeraC50/50 por la técnica de spray chilling y sistema
GMZT40/60 por la técnica de spray drying.
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Figura 53 Respuestaelectroquimioluminiscente del biosensor a la liberacion del MAP en funcion del tiempo de
muestreo: A) sistema microencapsulado CeraC50/50Aa pH =7.0. B) sistemamicroencapsulado GMZT40/60 a pH =
7.0. C) sistema microencapsulado GMZT40/60 a pH =8.5. D) sistema microencapsulado GMZT40/60 a pH =4.0.

De manera general todos los sistemas dan respuesta al sistema del biosensor disefiado y propuesto en esta
investigacion, la Figura 53 representa las curvas de intensidad de luz vs potencial, donde se identifican los
picos maximos y minimos de los perfiles de liberacidn, cabe mencionar que las intensidades se encuentran
alrededor de 0.3 y 0.5 V, la cual es correspondiente a la oxidacion del luminol. Igualmente se observan

ligeros corrimientos atribuidos a las condiciones experimentales durante la medicion.
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La Figura 53A muestra la respuesta ECL obtenida del perfil de liberacion del sistema CeraC50/50A. De
acuerdo con las curvas obtenidas es claro que durante las primeras 24 horas se presenté un efecto de
liberacion réafaga, este efecto rafaga puede ser atribuido al fertilizante que se encuentra sobre la superficie
de las microcéapsulas. Se puede observar que el biosensor responde conforme al modelo propuesto, ya que,
es claro que a mayor concentracién de MAP mayor sera la emisién de luz como se demuestra a partir de

las 72 horas (linea naranja) del experimento de liberacion.

La Figura 53B muestra que la respuesta del sistema GMZT 40/60 pH 7.0, donde se observa el pico maximo
de emision ECL en 77 nW a las 120 h, lo que indica que tienen una mayor capacidad de retencion del i6n
fosfato en la microcapsula por un tiempo mas prolongado. Los sistemas GMZT 40/60 pH 8.5 y 4.0
presentan un comportamiento similar en cuanto al perfil de liberacion, es decir, presentan una liberacién
mas rapida en el tiempo. De los sistemas estudiados, el sistema CeraC50/50 comparado con los sistemas
GMZT 40/60 presenta de manera global las emisiones més bajas, sin embargo, el contenido de fertilizante
en dichos encapsulados es del 50% lo que podria indicar una mayor retencion del fertilizante en la matriz

de cera comparado con las matrices a base a de almidon y goma de mezquite.

El biosensor desarrollado debe funcionar como una herramienta para aproximar la concentracion del idn
fosfato proveniente de las muestras tomadas del perfil de liberacion mediante una respuesta ECL. La
Figura 54 A, presenta el perfil de liberacion del fertilizante MAP del sistema CeraC50/50 de acuerdo con
los picos maximos de emision ECL analizados mediante la aproximacion de funciones. El perfil permite
evaluar cambios conforme aumenta la concentracion en el medio, ya que, la tendencia de los valores de
emision de luz se mantiene crecientes en el tiempo. Las propiedades morfoldgicas tienen influencia sobre
la liberacion especialmente si la particula estd compuesta por poros, ya que, dichos espacios alojan alta
concentracion de fertilizante, por tanto, la liberacion sera dependiente de la tasa de disolucién y del

movimiento de los iones al exterior de la matriz.

La Figuras 54 B, C y D presenta el perfil de liberacion del sistema encapsulado GMZT40/60 a diferente
pH. Durante las primeras 8 horas se presenta una liberacion constante de fertilizante, esto se puede explicar
debido a que sobre la superficie de las microcapsulas es posible encontrar fertilizante adherido a la
superficie, el cual se disolvera rapidamente y representa los primeros puntos en la liberacion. Para el
sistema GMZT40/60 a pH 7.0 la Figura 54B se observan valores de emision con una tendencia creciente,
120



CENTRO DE INVESTIGACION EN QUIMICA APLICADA

Maestria en tecnologia de polimeros

lo que indica que a este pH se retiene de mejor manera al fertilizante. Comparando la liberacion del sistema
CeraC50/50 y GMZT40/60 se teoriza que la liberacion de los sistemas GMZT40/60 es mucho més rapida,

ya que, se alcanzan valores por encima de 70 nW antes de las 120 h, esto podria ser atribuido a la estructura

morfoldgica que se observa en la Seccion 5.5.
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Figura 54 Tendenciade la respuesta ECL del perfil de liberacion: A) sistema CeraC50/50Aa pH =7.0, SD=1.40E ~%8,
B) sistema GMZT40/60 a pH=7.0, SD=1.68E ~8 C) sistema GMZT40/60 a pH = 8.5, SD=1.40E ~%8. D) sistema
GMZT40/60 a pH =4.0, SD=1.17E 98,
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5.3.4 Perfil de liberacion cumulativo del fertilizante MAP de sistemas encapsulados bajo una

respuesta ECL

De acuerdo con los resultados previamente obtenidos de la emision de ECL mediante el biosensor

desarrollado, se hacen los célculos para obtener el perfil acumulado para aproximar el porcentaje de fosfato
liberado al medio segun la siguiente ecuacion:(Q, = % x 100) donde Mt es la cantidad acumulada de
T

fosfato del perfil de liberacion, tes el tiempo y MT es la cantidad total liberada.
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Figura 55 Perfil acumulado de sistemas microencapsulads de GMZT40/60 a pH=8.5 (Negra, GMZT40/60apH =7.0
(Roja), GMZT40/60 a pH =4.0 (Azul) y CeraC50/50Aa pH =7.0 (Rosa).

La Figura 55 muestra el perfil cumulado de MAP de los sistemas utilizados para esta investigacion. Para
los sistemas a base de almidon de maiz y goma de mezquite antes de las primeras 20 horas, se observa que

la liberacion del contenido difunde de una manera mas rapida para los perfiles GMZT 40/60 a pH 8.5y
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4.0. Lo que indica que las condiciones levemente alcalinas y levemente acidas del medio tienen una
influencia inmediata sobre la liberacion de fertilizante. Posterior a las 50 horas el perfil acumulado del
sistema GMZT 40/60 pH 7.0 linea roja, comparado con los sistemas a pH 8.5 linea color negro y pH 4.0
linea color azul, es ligeramente mas acelerado, pero los tres sistemas alcanzan su liberacion total alrededor
de las 120 horas. EI mecanismo por el cual el almidén permite la liberacion controlada es mediante el
hinchamiento, difusion del contenido y finalmente erosion o ruptura de la particula si se excede la presion
interna [39]. Aunado a los factores intrinsecos de la matriz, el fertilizante (MAP) es altamente soluble en

agua, lo que explica el comportamiento inicial de los sistemas GMZT 40/60.

El sistema de CeraC50/50 a pH 7.0 a base de cera de candelilla comparado con los sistemas GMZT 40/60
a base dealmidon de maiz y goma de mezquite, presentan una pendiente menos pronunciada y la liberacién
parece ser mas constante en el tiempo, lo cual revela que estos sistemas podrian ser mas eficientes para la
liberacion controlada, ya que, a las 120 horas solamente se liberd el 85% del contenido. Esto se puede
explicar, ya que, las ceras son capaces de formar particulas esféricas con poros, los cuales limitan la
difusion de la sustancia de interés al medio [38]. Es interesante notar que el sistema CeraC50/50 antes de
las 4 horas presenta una liberacion de 17%, esto puede ser atribuido al fertilizante adsorbido en la

superficie del microencapsulado o el que se encuentra de manera mas superficial en los poros.

5.4 Analisis térmico de los sistemas microencapsulados previo y posterior a las pruebas de liberacion

Para este trabajo se realizaron estudios térmicos por la técnica calorimetria diferencial de barrido (DSC) a
los sistemas microencapsulados CeraC50/50 y GMZT40/60, para estudiar transiciones de fasey el proceso
de fusion de la matriz previo y posterior a la liberacion controlada. Los andlisis se realizaron con base en
la cristalinidad de una emulsion de cera de candelilla con Tween60 1:1. Se sabe que los materiales
semicristalinos presentan un grado de cristalinidad de entre 40 a 75%, sin embargo, diversas
investigaciones demuestran que el uso de surfactantes disminuye la cristalinidad [40]. La Figura 56D
corresponde a una emulsion de cera con surfactante Tween60 1:1, se observa un a endotermaa 66.33 °C
y junto a este otro pico a67.31°C. El orden molecular de la mayoria de las ceras esta empacado de manera
simétrica que resultan en una forma ortorrombica. También hay ceras que se acomodan hasta una
formacién triclinica y la formacion hexagonal ocurre a altas temperaturas antes del punto de fusion [42].

Desde 1994 se estudio la composicion de diversas ceras y se sabe que no solamente la composicién
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quimica de la cera contribuye a formar la morfologia, sino también influyen los procesos térmicos que

haya sufrido y la recristalizacion, por tanto, es claro que variando las condiciones de cristalizacion se

obtienen diferentes morfologias [41]. Esto podria explicar los picos caracteristicos de una emulsién a base

de cera de candelilla, la cual difiere en comparacion con una cera pura o sin modificaciones térmicas.
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Figura 56 Respuesta Termograma obtenido mediante DSC del sistema A) CeraC50/50 a pH 7.0. B) sistema
GMZT40/60 a pH 7.0. C) sistema GMZT40/60 post liberacion a pH 4.0y sistema GMZT40/60 post liberaciona pH 8.5

y D) Emulsion cera de candelilla tween60 1:1.
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En la Figura 56A se presentan los termogramas obtenidos de los sistemas microencapsulados CeraC50/50
control los cuales fueron analizados previo a la liberacion del fertilizante. Este sistema presenta un pico
endotérmico de fusién a 64.50 °C con una entalpia de fusion de 68.8 J/g linea color negro y un hombro a
una temperatura de 71.47°C, este Ultimo pico podria generarse debido a un reacomodo de cristales dando
como resultado una cristalizacion de mayor estabilidad [30]. Algunos compuestos de bajo peso molecular
como parafinas y ceras presentan transiciones de fase cerca de los puntos de fusion, es decir, durante
periodos de calentamiento constantes se logra un re-acomodo estructural de orden molecular en planos
simétricos Yy esto sucede antes o después el punto de fusion [32]. Los estudios de DSC posteriores a la
liberacion linea color azul y linea color verde presentan su pico maximo de fusion a 64.79 °Cy 64.85 °C
dichos picos presentan una ligera variacion respecto a los microencapsulados antes de la liberacion. El
desplazamiento en la intensidad de los picos indica regiones menos ordenadas, es decir, menor grado de
cristalinidad sin llegar al estado amorfo [43]. La cera esta compuesta principalmente por esteres de acidos
grasos saturados e insaturados de cadena larga con alcoholes grasos [44]. Los ésteres de acidos grasos en
su forma no disociada son insolubles en agua, sin embargo, la solubilidad de cadenas largas es dificil de
determinar porque esté influenciada por el pH del medio y porque las cadenas tienden a asociarse y forman
monocapa o micelas. Generalmente la extraccion de ésteres de acidos grasos se da bajo la influencia de
solventes no polares a pH bajo para formar grupos carboxilos sin carga neta. En contraste, el aumento de
pH genera la hidrolisis de éster e incluso se pueden formar sales [45][46]. Por tanto, se podria asumir que
las condiciones del medio tienen influencia en la estructura de la cera y la relacion de intensidades se ve

afectada.

En la Figura 56B se presentan los termogramas obtenidosde los sistemas microencapsulados GMZT40/60
apH 7.0. Previo a la liberacién de fertilizante se presenta un pico maximo de fusién a 66.09 °C con un a
entalpia de fusion de 16.53 J/g linea color negro. Los sistemas microencapsulados GMZT40/60 posteriores
a los perfiles de liberacion linea color azul y linea color verde presentan su pico maximo de fusion a 63.88
°C y 65.94°C. Como se explicd previamente, el medio en donde se lleva a cabo la liberacion controlada
tiene influencia sobre la estructura de la cera y la relacién de intensidades se ve afectada. Igualmente, la
formulacion contiene OSA, el almidon es insoluble en agua, sin embargo, las microcapsulas son capaces
de absorber agua y provocan el hinchamiento de la particula. La absorcién de agua por regiones amorfas

es capaz de desestabilizar las regiones cristalinas. Se ha reportado que las particulas de almidon pueden
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modificar su estructura cristalina en presencia de humedad, lo que podria derivar en una disolucion parcial

del granulo [47].

En la figura 56C se presentan los termogramas obtenidos de los sistemas microencapsulados GMZT40/60
a pH 4.0 y 8.5. Los picos maximos de fusién antes de la liberacién fueron a 66.05 °C linea color negro.
Los picos posteriores a los perfiles de liberacion linea color azul a 65.86 °C a pH 4.0 y (linea verde) a
65.83 °C pH 8.5. Aunado a que la formulacion contiene OSA, se ha reportado que existe disminucion en
el tamafio de particulas a base de OSA cuando son expuestas a condiciones de pH acidas por un tiempo
aproximado de 12 h [48]. Esta claro que las regiones amorfas estdn mas expuestas al ataque &cido.
Igualmente, en medio alcalino es posible que los grupos hidroxilo rompan los enlaces de hidrégeno del
almiddn. Por tanto, se podria asumir que el medio en donde se lleva a cabo la liberacidén bajo condiciones

levemente &cidas y alcalinas tienen influencia sobre la estructura cristalina de la cera 'y del almidon OSA.

5.5 Andlisis de la morfologia de los microencapsulados previo y posterior a las pruebas de liberacion.

La Figura 57 muestra las particulas microencapsulados antes y después de llevar a cabo el perfil de
liberacion, en general la morfologia de la mayor parte de los microencapsulados es esférica y presentan
una superficie uniforme con poros, dichos poros pueden variar de tamafio desde grandes hasta aquellos
que apenas son perceptibles a simple vista. También se puede observar algunos cristales embebidos sobre
la superficie de algunos microencapsulados atribuidos a la presencia de MAP (Figura 57A,Cy E). Enlas
Figuras 57B, Dy F se observan particulas correspondientes al estudio posterior a la liberacién, donde se
aprecia que los poros de algunas particulas son ligeramente mas grandes que los poros de las particulas
previos a la liberacién, esto se atribuye a que las particulas tenian en su interior granulos de fertilizante.
El fertilizante MAP se disuelve rapidamente en agua, por tanto, al disolver los granulos de fertilizante se
pudieron generar nuevos poros o se dejan al descubierto poros que no eran visibles inicialmente.
Adicionalmente el medio de pH por la naturaleza del fertilizante se acidifica el medio hasta un pH
promedio de 4.0, por tanto, se debe considerar que los encapsulados estuvieron sumergidos en estas

soluciones por mas de 120 horas, pudiendo generar ligeros cambios estructurales sobre las particulas.
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Figura 57 Micrografia SEM de sistema microencapsulada CeraC50/50. Fraccion correspondiente a Pre-liberacion A)
x170, C) x400, E) x1000. Fraccion correspondiente a Post-liberacién B) x170, D) x400, F) x1000.
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Figura 58 Micrografia SEM de sistema microencapsulada GMZT40/60. Fraccidn correspondiente a Pre-liberacion A)
X750, C) x1000, E) x1500. Fraccion correspondiente a Post-liberacion B) x750, D) x1000, F) x1500.

En la Figura 58 se muestra una imagen SEM de las particulas microencapsuladas del sistema GMZT40/60
y su efecto antes y después de ser sometidas a condiciones de ahogamiento por un periodo de al menos

120 horas. Las Figura 58A, C y F estudiadas previo al estudio del perfil de liberacién presentan una forma
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cuasi esférica en comparacion con las microcapsulas obtenidas por el método de spray chilling, dichas
particulas presentan una superficie lisa y sin poro en la superficie. Dichos microencapsulados tienen un
promedio de 6 um en proporcién 5 veces mas pequefias comparadas con las microparticulas de
CeraC50/50. La Figura 58B, D y E presenta a las microcapsulas posterior a ser sometidas a condiciones
de ahogamiento, es decir, estuvieron sumergidas en un medio acuoso por mas de 120h. Se observa que
dichas particulas presentan una morfologia totalmente diferente a lo previamente expuesto. Lo primero
que se puede observar es que se ha perdido la forma cuasi esférica, la estructura inicial se pierde por
completo, se observa una reduccion del tamafio de las particulas y se observa que las estructuras ahora son
amorfas. La Figura 58D llama la atencion al conservar ligeramente la morfologia de la microcapsula, sin
embargo, es claro que ha sufrido un cambio estructural y superficial drastico. Este fendmeno se puede
explicar porque el almid6n consta de dos componentes estructurales basicos: amilosa y amilopectina como
se estudio previamente (seccion 2.3.8.1). La amilopectina contribuye a la formacion de la zona cristalina,
es decir, es una zona compacta y ordenada, mientras que la amilosa forma las regiones amorfas y se
caracteriza por no tener un orden especifico [33]. A pesar de que el almidén no es soluble en agua, al
mantener la estructura del almidén bajo un medio acuoso, primero el agua es absorbida por las regiones
amorfas del almidon y se hidrata formando un gel, a dicho proceso se le conoce como gelatinizacion. La
gelatinizacion se presenta como una de las transiciones mas importantes que puede sufrir el almidén, a
partir de los 21 °C se pueden observar cambios en las propiedades y en su estructura. Durante la
gelatinizacion la estructura cristalina pierde su ordenamiento, por tanto, se vera reflejado en cambios
estructurales, orden molecular y birrefringencia [34][35]. Se ha sugerido que el grado en que ocurre el
proceso de gelatinizacion es dependiente del tipo de almidon de origen y los componentes que conforman
la formulacién [35]. Aunado al esto el fertilizante acidifica el medio hasta un pH 4.0 promedio
contribuyendo en mayor medida a los cambios estructurales. Esto puede explicar en mayor medida el
cambio morfologico que sufren los microencapsulados GMZT40/60, ya que, la formulacion de estas

microcapsulas contiene un 56% de OSA.

5.6 Cinética de la liberacion del fertilizante mediante modelado matematico

Con el objetivo deexplicar y profundizar un poco mas sobre el funcionamiento delos perfiles de liberacién

de los sistemas microencapsulados se utilizaron modelos matematicos, los cuales sirven como una
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herramienta para aproximar de manera mas concreta la cinética de liberacion. En esta investigacion se

evaluaron los modelos de: Korsmeyer Peppas (KP), orden cero y primer orden.

Tabla 16. Modelos cinéticosde liberacion.

Modelo Modelo de Korsmeyer Peppas Modelo orden cero Modelo primerorden
Ecuacion F=(Mt/M) = Kt (0] = —ke+1[Q], | '°9lQ—Q= ’f: g0l

Variable n R? ko R? ky R?
Sistema MQZT pH 8.5 0.3190 0.9163 0.1677 0.8597 0.0240 0.8455
Sistema MQZT pH 7.0 0.7689 0.8769 0.1616 0.8884 0.0182 0.7851
Sistema MQZT pH 4.0 0.3156 0.9807 0.1961 0.9033 0.0294 0.8943
Sistema CeraC 50/50 0.2684 09841 0.1468 0.8637 0.0201 0.9340
pH7.0

En la Tabla 16 se observan los valores de los principales parametros que determinan el mecanismo de
liberacion, de acuerdo con los modelos evaluados. EI modelo de KP tiene el coeficiente de correlacion
mas alto entre todos los modelos con un valor maximo de 0.9841 para el sistema de CeraC 50/50. Los
valores en este modelo presentan valores promedio mayores al modelo de orden cero y al de primero
orden. Del modelo KP se reportan 3 sistemas con un valor de n menores a 0.5; MQZT pH 8.5 con un
coeficiente n= 0.3190, MQZT pH 4.0 con un coeficiente n=0.3156 y CeraC 50/50 con un coeficiente n=
0.2684. El modelo indica que este tipo de sistemas combinan los mecanismos de difusion parcial de dos
maneras, por medio del hinchamiento de la matriz, correspondientes a los modelos a base de almidén de
maiz y goma de mezquite; esto sugiere que la liberacion es controlada por la relajacion de las cadenas
poliméricas y el medio tiene gran influencia sobre el proceso de formacion de poros y consecuentemente
se generan procesos de erosion [50]. Y el otro mecanismo por medio de difusion parcial a través de poros
llenos de agua. Adicional a la difusion se denotan procesos simultaneos para que la sustancia de interés
llegue al exterior de la particula. De los resultados obtenidos se observa que para el modelo de KP se
presenta un coeficiente de correlacion de (R?) de 0.9841 para el sistema CeraC 50/50 pH 7.0 indicando
que de los sistemas estudiados es el que se ajusta en gran medida y corresponde a un mecanismo de
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difusion parcial a través de poros llenos de agua. De acuerdo a las observaciones obtenidas por la técnica
de SEM se esperaria una liberacion de primer orden o de KP con un valor de n = 0.5; sin embargo, los
mecanismos asociados a este modelo son complicados respecto a la base tedrica, ya que, existe una
relacion multiple entre la disolucion y diferentes variables como son la temperatura, humedad, textura del
encapsulamiento, peso del recubrimiento y volumen de la disolucion [51]. Por tanto, las lineas de ajuste
presentadas en la Figura 59 no elucidan completamente la difusion del fertilizante, ya que, no se ajustan
en gran medida a ninguno de los modelos presentados; esto se puede deber a maltiples mecanismos de

liberacion ocurriendo a diferentestiempos, es decir, al inicio se podra ajustar a un modelo y posteriormente

ajustar mejor a otro modelo.
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Figura 59 Graficas de ajuste a los modelos cinéticos de liberacion: Rojo, Korsmeyer peppas; Rosa, orden cero; Azul,
modelo de primer orden.
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5.7 Comparacion del biosensor desarrollado para la deteccién de fosfato mediante (ICP-MS)

Para estudiar la eficiencia del biosensor desarrollado en esta investigacion, se compara el perfil de
liberacion de sistemas microencapsulados a base de cera de candelilla y almidén de maiz con goma de
mezquite, por medio de la técnica de espectrometria de masas por plasma deacoplamiento ind uctivo (ICP-
MS). Dicha técnica es especifica para la cuantificacién elemental, utilizando un estandar de P (fésforo).
Mediante la siguiente ecuacion se calcula el porcentaje de liberacion de iones de pentoxido de difdésforo
obtenidos del biosensor y de (ICP-MS).

100 mL Mr de P,0,

X 1076 X —— =% 100
(9/19) g dewtde P

oP,0, concn P (ug/mlL) g de fertilizante

Donde g de fertilizante es el peso total del fertilizante utilizado, Mr es el peso molecular del pentéxido de
difésforoy g de wt de P, es el peso molecular del fosforo (P). Mediante esta ecuacion se pudo calcular el
porcentaje de pentoxido de difésforo y se pudo comparar con los valores obtenidos mediante las
mediciones del biosensor desarrollado. En la Tabla 17 se observan los valores de las primeras 4
mediciones del perfil de liberacion, de acuerdo con los resultados obtenidos del biosensor y la técnica de
(ICP-MS) en ambas se observa una tendencia creciente lo cual correlaciona con una liberacion escalonada
en el tiempo; sin embargo, existe un porcentaje de error alto respecto a los valores obtenidos por (ICP-
MS). En promedio se tiene un error total de 28.81 %, de acuerdo a lo observado el error se aminora a
concentraciénes de fosfato mayores a 3 ppm, lo que indica que el biosensor desarrollado podria ser una
herramienta til para aproximar los valores de fosfato de un perfil de liberacion de MAP proveniente de

sistemas microencapsulados.9
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Tabla 17. Comparacion del biosensor desarrollado (BS) con espectrometria de masas por plasma (ICP-MS).

Muestra | PPM (1CP- | %0P205 | 96p205 | 9%P205 | %P205 | %error
MS) (ICP-MS) BSpH85 | BSpH7.0 | BSpH4.5 | promedio
q Agga 0.209 0.98 n.a n.a n.a n.a
esionizada
1@ 2.804 13.15 21.26 25.49 25.48 45.38
28 4,723 22.15 25.49 27.79 27.78 18.02
38 6.041 28.33 37.23 42.71 32.14 24.17
42 7.102 33.31 42.71 47.23 48.24 27.68
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Capitulo6

Conclusiones

De acuerdo con los resultados obtenidos en el desarrollo de esta investigacion, puede concluirse que se ha
validado la hipotesis planteada inicialmente. El trabajo realizado demuestra que el desarrollo del biosensor
para deteccion de fosfato proveniente del perfil de liberacién de sistemas microencapsulados a base de

fertilizante es funcional.
Concluyendo los siguientes puntos:

e El buffer deglicina presenta una capacidad electrolitica para llevar a cabo mediciones electroquimicas
con un sistema de luminol y fue igualmente Gtil para la incubacién de la enzima por periodos de tiempo

de 10 minutos a 37°C, siendo la base electrolitica para el desarrollo del biosensor.

e El fertilizante MAP a base de fosfato presenta un efecto inhibitorio sobre la enzima fosfatasa alcalina,

dicha interaccion resulté beneficiosa para la investigacion, ya que, basandose en esta reaccion se disefia

el modelo que permite la generacion de un biosensor On/Off para la deteccion de grupos fosfato.

e Lasmediciones de pH estudiadasdenotan cambios congruentes de la medicion en el tiempo, asumiendo

que los encapsulados presentan una liberacion lenta del fertilizante.

e EIl biosensor desarrollado responde ante la presencia de grupos fosfato provenientes de sistemas

microencapsulados de fertilizante a base de fosforo.

e Los resultados obtenidos mediante DSC exhiben un desplazamiento en la intensidad de los picos

caracteristicos antes y poster a la liberacion del fertilizante, lo que indica que no existen cambios

estructurales sobre la cristalinidad de la cera de candelilla.

e Los resultados obtenidos a través de SEM demuestran que las particulas de CeraC50/50 permanecen

estructuralmente integras posterior a la liberacion controlada.

e Las caracteristicas fisicas y cinéticas de los microencapsulados a base de almidon y goma de mezquite
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se ven influenciadas por el pH del medio y el tiempo, observando por la técnica de SEM mayores
cambios en la estructura de la microcapsula.

e En cuanto a los modelos cinéticos, los perfiles de liberacion se ajustan en mayor grado al modelo de
Korsmeyers Pepppas. El cual revela que la liberacion es controlada por la relajacion de las cadenas

poliméricas e hinchamiento para los sistemas MQZT y por medio de difusién parcial a traves de poros
llenos de agua para el sistema CeraC 50/50.

e Comparando el biosensor desarrollado con unatécnica analitica de espectrometria de masas por plasma,

se demuestra que el biosensor es util para aproximar la cantidad de grupos fosfato provenientes de un
perfil de liberacién, sin embargo, existe un error de 28%.
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Perspectivas y trabajo futuro

e Fijar la enzima al electrodo, junto con nanoparticulas metalicas o nanorods se podra aumentar la

eficiencia en la transferencia de electrones, mejorando el proceso electroquimioluminiscente.

e Realizar nuevas formulaciones de microencapsulados con cera de candelilla y evaluar el perfil de

liberacion durante periodos de tiempo prolongados.

e Hacer perfiles de liberacion bajo condiciones reales para evaluar la eficiencia del biosensor o si existe

interferencia de las reacciones electroquimicas con los componentes del suelo.

e Utilizar modelos cinéticos adicionales para la evaluacion de los mecanismos de liberacion para

determinar si existe algin otro modelo que se ajuste de mejor manera a la liberacion.
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