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Resumen

El incremento de la produccién horticola, provocado por la nueva
tendencia hacia una alimentacion mas sana, ha generado la necesidad de
crear sistemas de horticultura intensiva. Estos sistemas subsisten gracias
al uso de fertilizantes, ya que el suelo no es capaz de regenerar sus
nutrientes tan rapidamente como requiere este tipo de horticultura. Sin
embargo, el método de fertilizacion convencional es ineficaz y genera
problemas de contaminacion por exceso de nutrientes. Por este motivo,
actualmente se estan probando nuevas tecnologias, siendo los sistemas
de liberacion controlada los que generan un mayor interés. En este
sentido, el objetivo principal de la presente tesis doctoral es el desarrollo
de un sistema de liberacion controlada (matriz) biodegradable vy
sostenible para suministrar micronutrientes a cultivos horticolas. Para
ello, se revaloriz6 un subproducto de soja rico en proteinas como materia
prima para el desarrollo de la matriz. Ademés, se estudiaron las
diferentes etapas de fabricacion con la finalidad de conseguir el sistema
mas éptimo, en cuanto a sus propiedades funcionales, para suministrar
los nutrientes al cultivo. Este trabajo ha abierto una nueva posibilidad de
crear fertilizantes mas eficientes, mejorando los beneficios de la
fertilizacion convencional. Asi, se espera que estas matrices
revolucionen el mercado, haciendo que el método de fertilizar cambie en

los proximos afios hacia una fertilizacion mas sostenible.

Palabras clave: Biodegradabilidad; Fertilizantes; Horticultura;

Liberacién controlada; Matrices; Micronutrientes; Revalorizacion.



Abstract

The increase in horticultural production, caused by the new trend
towards a healthier diet, has generated the need to create intensive
horticultural systems. These systems subsist thanks to the use of
fertilizers since the soil is not capable of regenerating its nutrients as
quickly as this type of horticulture requires. However, the conventional
fertilization method is ineffective and generates contamination problems
due to excess nutrients. For this reason, new technologies are currently
being tested, with controlled release systems generating the greatest
interest. In this sense, the main objective of this Doctoral Thesis is the
development of a biodegradable and sustainable controlled release
system (matrix) to supply micronutrients to horticultural crops. To this
end, a protein-rich soy by-product was revalued as raw material for the
development of the matrix. In addition, the different processing stages
were studied in order to achieve the most optimal system, in terms of its
functional properties, to supply the nutrients to the crop. This work has
opened a new possibility of creating more efficient fertilizers, improving
the benefits of conventional fertilization. Thus, these matrices are
expected to revolutionize the market, causing the method of fertilizing

to change in the next years towards a more sustainable fertilization.

Keywords:  Biodegradability; Controlled release;  Fertilizers;

Horticulture; Matrices; Micronutrients; Revaluation.



Capitulo 1: Antecedentes




1.1 Introduccidén

La presente tesis se basa en el desarrollo y caracterizacion de matrices
bioplasticas proteicas para su uso en horticultura como materiales para
la liberacion controlada de micronutrientes y agua. Para ello, durante el
desarrollo de la misma se ha ido paso a paso resolviendo diversos
aspectos sobre su fabricacion y optimizacién hasta Ilegar a un producto
industrialmente competitivo. No obstante, la primera cuestion a resolver

es ¢serian estas matrices acogidas en el mercado horticola actual?

La agricultura es el conjunto de técnicas y actividades econémicas
relacionadas con el tratamiento del suelo y el cultivo de tierras para el
consumo humano (Keeney, 1990). Dentro de sus vertientes, la
horticultura es la encargada del cultivo de hortalizas, frutas y plantas
herbaceas (Relf, 1992). Aunque en su inicio la horticultura no se
consideraba una préactica habitual, ya que se relacionaba con un estatus
social bajo, su interés ha ido aumentando a lo largo de la historia. Asi,
sus productos son cada vez mas demandados, visualizandose como
productos imprescindibles para una dieta sana y saludable (Maroto,
2008). De esta forma, se ha convertido en la vertiente de la agricultura
mas importante en los Gltimos tiempos. Un ejemplo de este aumento se
puede observar en la produccién de patatas (Figura 1.1A), que es el
producto horticola més demandado. En este sentido, la produccion de
patatas ha aumentado un 24% en los Gltimos 20 afios. En cuanto a donde
se produce, se puede observar que Asia ocupa el primer lugar, siendo el
continente méas productor, seguido por Europa (Figura 1.1B). Esto se
debe a la mayor superficie de cultivo disponible en estos continentes, lo
que se combina con las condiciones climaticas ideales para la produccion

(Food and Agriculture Organization of the United Nations, 2021).
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Figura 1.1. Produccién global de patata y terreno de cultivo (A) y produccion por
continentes (B) desde 1998 a 2020. Datos obtenidos de la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAOSTAT, 2021).

Este incremento en la produccion, sumado a que no se destina una
mayor cantidad de terreno a cultivos, ha generado una nueva forma de
percibir la agricultura, optando por el cultivo intensivo para satisfacer la
demanda producida (Hazell y Wood, 2008). Esta agricultura intensiva,
junto con la mayor presencia de plagas y cambios en las condiciones
climéticas (debido al calentamiento global), ha provocado un aumento
en el uso de dispositivos plasticos en este sector, incluyendo dispositivos
para suministrar agua o fertilizantes y para proteger el cultivo de
interacciones con la maleza o insectos. No obstante, el uso de estos
plasticos tiene un coste extra en los productos, ya que no solo es
necesario pagar para comprarlos, sino que también necesitan ser
retirados, una vez finalizada su labor, para evitar la contaminacion del
suelo por los mismos, teniendo esta retirada también un coste asociado
(Karan et al., 2019). En este sentido, el uso de bioplasticos puede
resolver esos problemas debido a su biodegradabilidad, sin la necesidad

de retirarlos tras su uso.

La definicion de bioplasticos tiene dos connotaciones; se puede referir

a (i) plasticos generados de fuentes renovables o (ii) plasticos



biodegradables (Klein et al., 2019). De esta forma, se consideran
bioplasticos aquellos procedentes de fuentes renovables, aungque no sean
biodegradables (AndreeRen y Steinbiichel, 2019), o los derivados del
petrdleo que si lo sean (Ahmed et al., 2018). No obstante, los bioplasticos
mas interesantes son aquellos que presentan ambas connotaciones, es
decir, que procedan de fuentes naturales y renovables, no teniendo
limitada su existencia y disminuyendo la huella de carbono generada, v,
que ademas, sean biodegradables, reduciendo la contaminacion generada
por los plasticos (Dhillon et al., 2016). Asimismo, los bioplasticos
pueden tener propiedades mecanicas y funcionales similares a la de los
plasticos convencionales (plasticos no biodegradables derivados del
petrdleo), siendo potenciales candidatos para reemplazarlos en sectores
como la horticultura, estando mejor acogidos que las otras alternativas
propuestas (madera, vidrio, etc.). Ademas, sus materias primas pueden
obtenerse de fuentes mas econémicas, lo que hace que el coste de los
bioplasticos finales sea menor que el de los plasticos convencionales
(Palani y Karthikeyan, 2020). Todo esto hace que los bioplasticos se
vean como potenciales candidatos para reemplazar a los plasticos usados
en horticultura. De hecho, en el sector horticola se observa una tendencia
creciente en la investigacion sobre bioplasticos, mientras que las
investigaciones sobre plasticos estdn experimentado un claro

estancamiento (Figura 1.2).
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Figura 1.2. Evolucion del numero de publicaciones sobre plasticos y bioplasticos en
horticultura. Datos obtenidos de la Web of Science.

Asi, los bioplasticos son cada vez mas utilizados en aplicaciones
como el acolchado, para proteger los suelos de la evaporacion excesiva
y la competicion de plantas, mejorando el rendimiento de los cultivos al
generar menores pérdidas de nitratos, aumentando la eficiencia en el uso
del agua y la permeabilidad frente al vapor de agua (Elbasiouny et al.,
2020). Ademas, los bioplasticos pueden ser usados como semilleros o
guias para plantas, evitando problemas de dafios en raices y tallos durante
su retirada (Mosnackova et al., 2019). Por otro lado, se abren también
nuevas posibilidades como su uso como matrices que retienen diferentes
sustancias para su liberacion controlada en el cultivo, como agua,

fertilizantes o pesticidas.

En cuanto a su aplicacion como fuente de agua suplementaria, algunos
bioplasticos pueden ser considerados superabsorbentes, es decir, pueden
retener hasta un 1000% de su peso en agua sin desintegrarse (Cuadri et
al., 2017). De esta forma, pueden absorber grandes cantidades de agua



durante los periodos de lluvia o riego, suministrandola de forma gradual
a las plantas, segun sus necesidades, a traves de la biodegradacion de la
matriz. Asi, son maéas beneficiosos que los materiales plasticos
comercializados hasta el momento, como los productos Creasorb de
Evonic o Luguasorb de BASF, ya que no necesitan ser retirados del suelo
una vez han cumplido su funcidn, reduciendo los costes del uso de estos
dispositivos. Diferentes matrices bioplasticas estan siendo investigadas
en este sentido, con las que se pretende maximizar la capacidad
absorbente de las mismas, sin dafiar sus propiedades mecanicas o
biodegradabilidad. Su objetivo consistiria en poder suministrar agua
durante todo el periodo de crecimiento del cultivo, usando materias
primas completamente biodegradables como el gluten de trigo (Gémez-
Martinez et al., 2009), el aislado proteico de soja (Cuadri et al., 2016;
Fernandez-Espada et al., 2019), el almidon de patata (Olad et al., 2020)
y la proteina de plasma porcino (Alvarez-Castillo et al., 2020a).

Por otro lado, la liberacion controlada de fertilizantes es una
aplicacion mas novedosa de estos materiales. Su interés proviene de la
reciente concienciacion de los dafios provocados en el subsuelo y las
aguas subterraneas por el exceso de fertilizantes usados en los cultivos
(Kondraju y Rajan, 2019) debido a su baja eficiencia de asimilacion. En
este contexto, se estdn comenzando a comercializar dispositivos
plasticos para la liberacién controlada de fertilizantes (por ejemplo,
Nutricote de Projar y Multicote de Haifa), que mejoran la eficiencia de
asimilacion de los mismos. No obstante, estos dispositivos presentan
problemas derivados de la baja biodegradabilidad de los plasticos
utilizados, que permanecen en el suelo y son dificiles de eliminar. Por
este motivo, las matrices bioplasticas estan atrayendo la atencion en esta

aplicacion. Estas matrices bioplasticas pueden soportar los fertilizantes



como material de relleno. Posteriormente, los fertilizantes pueden
liberarse de forma controlada a través del agua de riego o mediante la
biodegradacién de la matriz bioplastica (Mortain et al., 2004). Asi, se
puede mejorar la eficiencia de los fertilizantes y se eliminan los
problemas derivados del uso de plasticos no biodegradables (Karan et
al., 2019). Con este propésito, diferentes estudios estan evaluando la
incorporacion de diversos nutrientes en las matrices bioplésticas, como
sodio (Souza et al., 2018; Merino et al., 2019), nitrogeno, fosforo y
potasio (Souza et al., 2018; Mesias et al., 2019; Kartini et al., 2020) o
urea (Pereira et al., 2015). Ademas, Ultimamente las investigaciones van
dirigidas a como ajustar la cinética de liberacion de nutrientes a la
necesidad de cada cultivo, con el objetivo de obtener una fertilizacién
mas especializada y “a la carta”, mejorando el rendimiento integral del

cultivo.

De este modo, los bioplasticos han abierto un nuevo campo en el
sector horticola, generando una nueva reestructuracion del sector,
aumentando la eficiencia de los cultivos y reduciendo la cantidad de
plasticos convencionales utilizados. Sin embargo, todavia se necesita
mucha investigacion antes de que realmente puedan competir con los
plasticos convencionales e incluso reemplazarlos. En este contexto, el
proceso de fabricacion debe optimizarse, ya sea para conseguir una
liberacion especifica o para intentar aunar diferentes aplicaciones en un
mismo dispositivo. Por otro lado, es importante generar un marco
normativo que regule la fabricacién de estos bioplasticos con el fin de

homogeneizar su mercado.



1.2 Hipotesis y objetivos principales

El gran interés que esta generando el uso de bioplasticos en el sector
de la horticultura ha servido como punto de partida para plantear la
hipdtesis inicial de esta tesis. Asi, la hipotesis consiste en el desarrollo
de matrices biopléasticas proteicas con las caracteristicas adecuadas para
la liberacion controlada de micronutrientes y agua en cultivos. Esta
propuesta implica contemplar diversos aspectos (Figura 1.3), como el
uso de subproductos proteicos de la industria agroalimentaria como
materias primas; y el empleo de técnicas comunmente utilizadas en la
industria del pléstico, como el procesado termomecanico (extrusion,
moldeo por compresion, por inyeccion, etc.), para crear un producto

industrialmente viable y competitivo.

« Caracterizacion
« Matrices bioplasticas

* Cinética de liberacion
* Conservacion de agua
* Biodegradabilidad

* Efecto en plantas

* Optimizacion procesado
« Incorporacion del micronutriente

o * Diferentes sales
-+ Sales convencionales vs. nanoparticulas
* e+ Diferentes micronutrientes

Figura 1.3. Esquema de los aspectos considerados en la presente tesis doctoral.

10



Teniendo en cuenta esta hipdtesis como objetivo general, se

propusieron los siguientes objetivos especificos:

- Evaluacion del subproducto de soja conseguido tras el proceso de
obtencion de aceite de soja para su uso como materia prima para
elaborar bioplasticos con propiedades adecuadas.

- Evaluacion de los bioplasticos elaborados con aislado proteico de
soja (SPI) para su uso como matriz bioplastica.

- Estudio de la incorporacién de un micronutriente (zinc) en las
matrices, usando diferentes sales (micro y nanoparticulas) y
protocolos de incorporacion.

- Caracterizacion de las propiedades mecanicas, morfoldgicas y
funcionales de las matrices con micronutriente incorporado, segun
la sal y el protocolo usado.

- Seleccién y optimizacion del protocolo de fabricacién con mayor
potencial para su aplicacion en horticultura.

- Evaluacion de la funcionalidad del protocolo de incorporacion y
fabricacion con otros micronutrientes (manganeso, hierro, cobre y
mezclas).

- Estudio de la lixiviacion al subsuelo y la incorporacién de
micronutrientes en las plantas, controlando la cinética de

liberacion y captacion de micronutrientes y agua.
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1.3 Materias primas

Generalmente, los bioplésticos de origen bioldgico estan compuestos
por un biopolimero, un plastificante y, algunas veces, por aditivos
(Saenghirunwattana et al., 2014). El biopolimero forma una matriz que
aporta el caracter plastico al material. Usualmente, se compone por
proteinas y/o polisacaridos por la semejanza de sus cadenas con las de
los plésticos convencionales (Zarate-Ramirez et al., 2014), siendo las
proteinas las mas estudiadas (Kratsch et al., 2015). En su mayoria, estas
materias primas proceden de subproductos y/o residuos de la industria
agroalimentaria (Xu y Yang, 2012). Se estima que estas industrias
generan cada afio 1,3 billones de efluentes desaprovechados
(subproductos y residuos) que son ricos en proteinas y polisacaridos
(Food and Agriculture Organization of the United Nations, 2020). Por lo
que una valorizacion de los mismos como materias primas para la
elaboracion de bioplasticos les confiere un valor afiadido, estando,
ademas, en consonancia con los conceptos de economia circular y
residuos cero (Payne et al., 2019). De esta forma, se puede conseguir una
materia prima barata y renovable para la elaboracion de los bioplésticos,
permitiendo que estos tengan un precio final competitivo con respecto a
los plasticos convencionales. Ademas, la gran presencia de nitrégeno y
carbono en estas materias primas puede llegar a considerarse una fuente

de nutrientes que beneficiaria el desarrollo del cultivo.

La eleccion del material para la matriz bioplastica dependera de su
aplicacion final. Por tanto, si la matriz bioplastica esta destinada a retener
grandes cantidades de agua, la materia prima debe tener grupos
hidrofilos que puedan interactuar con las moléculas de agua. En este

contexto, el alto contenido en &cidos glutamico y aspartico en algunas

12



proteinas, como la soja, favorece la absorcion de agua (Fernandez-
Espada et al., 2016b). Entre los polisacaridos, a menudo se eligen los
mondmeros acrilicos, siendo los poliacrilatos los méas utilizados para
desarrollar materiales superabsorbentes de alto rendimiento (Liu et al.,
2019). Por otro lado, si la matriz bioplastica esta destinada a retener
fertilizantes, la materia prima debe tener buenas interacciones entre las
cadenas biopoliméricas y los fertilizantes afiadidos, de modo que las
matrices bioplasticas tengan buenas propiedades mecanicas y liberen las
sustancias de forma adecuada y controlada, pudiendo compaginarse con
su biodegradacion (Jiménez-Rosado et al., 2020). Estas interacciones
son cruciales, ya que, si son muy fuertes, por ejemplo, con enlaces
covalentes, los fertilizantes se liberardn mas lentamente; mientras que, si
no hay interacciones, la matriz bioplastica no sera capaz de retener los
micronutrientes liberandose rapidamente. En este sentido, las
interacciones que se buscan entre la matriz y los fertilizantes son
electrostaticas, con el fin de poder controlar adecuadamente la
liberacion, las cuales se logran desplazando el pH de la matriz bioplastica
para que no esté en su punto isoeléctrico o cambiando las sales usadas

para incorporar los nutrientes para generar diferentes cargas.

Los plastificantes se requieren para mejorar la procesabilidad de las
matrices bioplasticas (ASTM D883-00, 2000). Un plastificante es una
sustancia que se incorpora a un material para aumentar su flexibilidad y
facilitar su procesado. Asi, se usa para formar mezclas con el
biopolimero (masas), reduciendo su consistencia reoldgica (viscosidad,
modulo elastico, etc.) y disminuyendo la temperatura de transicion
vitrea. Se debe considerar que para la aplicacion en horticultura los
plastificantes usados tienen que ser naturales y no nocivos para el medio

ambiente. El agua es el plastificante que mejor cumple esta condicion.
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En este sentido, tiene la capacidad de reducir la temperatura de transicion
vitrea y aumentar el volumen libre de los biopolimeros, ademas de ser
abundante y barata. Sin embargo, su uso como plastificante en
bioplasticos empeora sus propiedades mecanicas, siendo mas
conveniente el uso de otras sustancias (Matveev et al., 2000). En este
contexto, los plastificantes mas comdnmente utilizados son los polioles
y oligosacéridos, como la glicerina, el etilenglicol, el dietilenglicol y el
manitol (Aguilar et al., 2020).

Por altimo, los aditivos son incorporados cuando la matriz bioplastica
no puede conseguir por si misma las caracteristicas deseadas.
Normalmente, los aditivos se utilizan para mejorar las propiedades
mecanicas de las matrices bioplasticas (Felix et al., 2017). No obstante,
es dificil encontrar un aditivo natural y no toxico para los cultivos, que
tenga una biodegradabilidad similar a la de las matrices para no dejar
residuos que puedan acumularse en los suelos de cultivo. Por este
motivo, normalmente se opta por reforzamientos fisicos para modificar
las propiedades mecénicas de la matriz, como un tratamiento térmico
(Alvarez-Castillo et al., 2018) o ultrasonidos (Jayasooriya et al., 2004).
Sin embargo, los aditivos no solo son necesarios para mejorar las
propiedades mecanicas de las matrices bioplasticas, sino que también
son necesarios para aplicaciones como la liberacion de fertilizantes. En
este sentido, las sales usadas en la fertilizacion convencional son las mas
comdnmente usadas, ya que tienen los nutrientes necesarios para las
plantas (Mesias et al., 2019). A parte, hay que tener en cuenta que la
biodegradacion de las matrices bioplasticas también aporta nutrientes a
los cultivos, como nitrégeno y carbon, que se tienen que sumar a los ya

incorporados por las sales sin exceder los limites asimilables.
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Los fertilizantes son cualquier material organico o inorganico que se

afiaden al suelo de cultivo para suministrar los nutrientes necesarios para

el crecimiento de las plantas (Silva y Uchida, 2000). Estos se clasifican

en diferentes grupos dependiendo de la cantidad que se requiera de cada

uno de ellos. Asi podemos distinguirlos en tres grupos diferentes:

Elementos primarios: nutrientes principales que necesita una
planta para su desarrollo. Ademas, son los que necesita en
mayor cantidad. Este grupo lo componen el fosforo, potasio y
nitrégeno, afladiendo ademas al carbono e hidrdgeno del aire
y agua. Normalmente, hay fertilizantes generales conocidos
como NPK que suministran todos los nutrientes primarios en
las cantidades adecuadas (Starast et al., 2008; Siles et al.,
2020). No obstante, para que estos nutrientes sean captados
por las plantas, consiguiendo asi una alta eficiencia, es
necesario el aporte de otros nutrientes Ilamados elementos
secundarios y micronutrientes.

Elementos secundarios: no se necesitan en grandes cantidades,
pero son necesarios para captar los nutrientes primarios.
Dentro de ellos, cabe destacar el azufre, calcio y magnesio. No
suele haber problemas de carencias de estos elementos en el
suelo, pero en el caso de haberlas se suele subsanar con el
abonado, que se realiza normalmente con sulfatos o
carbonatos (Shannon et al., 1992; St. John et al., 2015). Un
exceso de estos elementos puede provocar el bloqueo de
nutrientes principales no pudiendo ser absorbidos por las
plantas, lo que supondria un gran problema. Por lo tanto, hay
que prestar gran interés en el control de las cantidades de

elementos secundarios en las plantas.
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Elementos traza o micronutrientes: estos elementos se
necesitan en muy poca cantidad en las plantas, pero son
sustancias necesarias para el desarrollo de las mismas. Hay
ocho micronutrientes esenciales en la horticultura: boro,
cobre, hierro, zinc, manganeso, molibdeno, niquel y cloro. Es
muy importante cubrir las necesidades de estos
micronutrientes en los cultivos para tener una produccién
satisfactoria y unos productos de calidad aceptable (Alloway,
2008). La deficiencia de estos micronutrientes depende de la
zona de cultivo, pero las mas frecuentes son de zinc, cobre,
hierro y manganeso. Normalmente, para cubrir estas
necesidades se incorporan los micronutrientes en los sustratos
en forma de sales de quelato o sulfato, siendo las ultimas las
mas usadas (Lopez-Rayo et al., 2016). Se pueden producir
blogqueos entre los micronutrientes si existe exceso de alguno,
por lo que es necesario, también en este caso, un control
exhaustivo de las cantidades de estos en las zonas de cultivo
para evitar problemas de déficit o exceso que pueden provocar
un bajo rendimiento del cultivo. Por otro lado, el pH del suelo,
asi como su textura y materia organica afectan a la forma en
la que la planta pueda absorber los micronutrientes siendo
necesario un estudio previo del suelo de cultivo para poder
prever los posibles problemas que puedan surgir y asi
subsanarlos (St. John et al., 2015).
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1.4 Técnicas de procesado

Uno de los puntos positivos de la elaboracion de los bioplésticos a
partir de biopolimeros es la facil adaptacion de los métodos de procesado
usados para la elaboracion de plasticos convencionales para la
produccion de bioplésticos (Czigany et al., 2007; Chantapet et al., 2013).
Esto reduce la inversion realizada para el desarrollo de estos sistemas,
provocando que muchos productores se adhieran a subsidios
gubernamentales para adecuar sus fabricas a la produccién de
bioplasticos (Pirzada et al., 2020). Los meétodos de procesado mas
utilizados son el moldeo por compresién, extrusion e inyeccion, aunque
en la mayoria de los casos, es necesario incorporar pasos adicionales para
mejorar el proceso (Pereira et al., 2015; Cuadri et al., 2016; Bourny et
al., 2017; Gamero et al.,, 2019). Todos coinciden en las etapas
fundamentales: la ruptura de enlaces intermoleculares que estabilizan los
biopolimeros para darles movilidad; reordenamiento y orientacion de las
cadenas mdviles del polimero en la forma deseada; y, finalmente, la
formacion de nuevos enlaces e interacciones intermoleculares que
permitan la estabilizacion de la matriz tridimensional originada. Aunque
existen también otros métodos de fabricacion muy estudiados como la
fermentacion, el electrohilado o el casting, su peor asimilacién a los
procesos ya utilizados industrialmente los hace econémicamente poco
rentables para aplicaciones horticolas, siendo utilizados en sectores mas
exclusivos donde el coste del producto final es menos importante, como
cosméticos o biomateriales (Guilbert y Gontard, 2005; Tsang et al.,
2019).
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1.4.1 Moldeo por compresion

El moldeo por compresion utiliza una combinacion de presion y
temperatura para procesar los sistemas. El calentamiento de los
biopolimeros por encima de la temperatura de transicion vitrea hace que
el material sea facilmente moldeable, aunque la polimerizacion también
puede ocurrir debido a la desnaturalizacion del biopolimero,
dependiendo de las condiciones de procesado y la naturaleza del
plastificante (Jerez et al., 2007).

En esta técnica el material se coloca en un molde donde se aplica calor
y presion para que se acomode en toda la superficie del molde,
adaptandose a su forma. Estas condiciones se mantienen hasta que el
material haya curado, o simplemente se mantiene la presion mientras el

material se enfria y endurece (Figura 1.4) (Engel et al., 2020).

E
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%‘/T

Figura 1.4. Esquema del método de procesado mediante moldeo por compresion.

Normalmente, es recomendable utilizar una compresion isostatica
para que las propiedades del bioplastico sean homogéneas en todo el
sistema (Greene, 2014). Sin embargo, esto aumenta el coste del método

de procesado, por lo que no es rentable en muchos casos.
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1.4.2 Moldeo por extrusién

Este método de procesado se basa en el mezclado de una matriz
bioplastica (proteina y/o polisacérido) y un plastificante para obtener una
masa homogénea. La extrusion obliga al material termopléstico, a una
temperatura adecuada, a fluir a través de una boquilla de forma méas o
menos compleja y seccién fija, mediante la aplicacion de presion
(Ebrahimi et al., 2019).

El equipo de extrusion estd compuesto principalmente por los
elementos que se muestran en la Figura 1.5. Asi, consta de una tolva a
través de la cual se introduce la materia prima, un motor que suministra
la energia mecanica necesaria para transportar el material, un tornillo sin
fin que impulsa el material a través de la boquilla y un cilindro extrusor
que aloja el tornillo sin fin y al que se fija la boquilla. El cilindro esta
provisto de diferentes elementos calefactores (resistencias eléctricas o
camisas calefactoras) que mantienen el perfil térmico adecuado para la

extrusion (Hernandez-lzquierdo y Krochta, 2008).

Tolva T

) . Boquilla
Tornillo sin fin

Figura 1.5. Esquema del equipo de moldeo por extrusion.

El incremento de la presion se consigue empleando un tornillo con
una zona central en forma troncocoénica creciente en el sentido de avance

del material (zona de compresion). La zona previa, que comienza desde
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la tolva, es la zona de alimentacion y en la ultima zona (de dosificacion)

el tornillo vuelve a tener forma cilindrica.

Entre las principales ventajas de esta técnica de procesado se
encuentran su alta productividad, ya que opera en condiciones continuas
estacionarias; su sencillez de operacidn (no necesita una etapa previa de
homogenizacién de las materias primas); y un coste moderado. Sin
embargo, el uso de esta técnica esta restringido a productos de seccion
transversal constante y, generalmente, requiere la aplicacion de procesos

de post-extrusion (Graiver et al., 2004).

Por otro lado, la extrusién de biopolimeros puede resultar mas
compleja que la de los polimeros termoplasticos, especialmente si se
usan proteinas. En la Figura 1.6 se aprecian la diferente dependencia
térmica de un polimero termoplastico y una proteina. La temperatura de
la camara debe alcanzar la temperatura de transicion vitrea de la mezcla
para que fluya correctamente. Por lo tanto, se debe definir un perfil de
temperatura adecuado en toda la cdmara. Este es un punto clave en el
proceso de extrusion, teniendo en cuenta que un cierto grado de
reticulacion entre las cadenas proteicas puede contribuir a mantener la
forma y mejorar las propiedades mecéanicas del bioplastico extruido. En
contrapartida, es fundamental evitar un entrecruzamiento excesivo de la
mezcla biopolimérica para asegurar su correcto flujo a través de la

boquilla (Emin y Schuchmann, 2017).
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Figura 1.6. Comparacion entre el efecto de la temperatura para un polimero termoplastico
como el PVC (Shi et al., 2018) o para un biopolimero como el aislado proteico de soja

plastificado con glicerina, SPI (Jiménez-Rosado et al., 2020).
1.4.3 Moldeo por inyeccién

Al igual que el moldeo por compresion, el moldeo por inyeccion se
basa en la aplicacién combinada de presion y temperatura para formar el
bioplastico. EI moldeo por inyeccion es una técnica de procesado
discontinuo que implica la aplicacion de presién para llenar un molde y
el posterior enfriamiento y desmolde de la muestra (Adamy y Verbeek,
2013). En polimeros termoplésticos, el control de la temperatura de
fusién se considera el factor mas critico en este tipo de moldeo, ya que
afecta directamente a la viscosidad del biopolimero fundido, afectando
asi a la velocidad de inyeccion, la velocidad de descenso del piston, la
velocidad de enfriamiento del molde y el perfil presion-tiempo (Zarate-
Ramirez et al., 2014).

Sin embargo, las proteinas no experimentan fusion, sino que

comienzan a reticular a temperatura elevada, como puede apreciarse en
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la Figura 1.6. Por ello, la temperatura del cilindro no debe exceder
excesivamente la temperatura de transicion vitrea para evitar la
reticulacion en el cilindro. En cambio, el molde si que se puede mantener

a una temperatura superior para favorecer la reticulacion.

El equipo mas simple utilizado para el moldeo por inyeccion (tipo
émbolo) se muestra en la Figura 1.7. Este equipo consta de varios
dispositivos: el cilindro (o camara de preinyeccién), equipada con
elementos calefactores, donde se plastifica la mezcla; el sistema inyector
(con el émbolo), que es el encargado de inyectar la mezcla; el molde con
la cavidad que le da forma a las piezas, la unidad de cierre, que contiene
el molde y el sistema de expulsion de piezas; y el sistema de control, que
controla los parametros del proceso (tiempo, temperatura, presion y
velocidad). Las operaciones industriales de moldeo por inyeccion a gran
escala se realizan generalmente utilizando méquinas de tipo tornillo
horizontal, donde el tornillo tiene una doble funcion: en primer lugar,
plastificar la mezcla dentro del cilindro, y, en segundo lugar, inyectar el

material polimérico en el molde.

i Piny
Tpre-iny
—l
Curado
Tmolde Tmolde P
( post-i.ny)

Figura 1.7. Esquema de un equipo de moldeo por inyeccion vertical tipo tapdn.
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La principal ventaja del moldeo por inyeccion es que se pueden
obtener piezas de tamafos y formas bastante diversos, incluso con
geometrias complejas, en un solo paso. Ademaés, es el método de
procesado mas comun y mas desarrollando en términos de procesado de
polimeros, ya que es la técnica mas rentable econdmicamente, siempre
que la escala de produccion sea lo suficientemente grande. No obstante,
es un proceso complejo que debe optimizarse para evitar defectos en el
producto final. En algunos casos, se requiere de un pretratamiento para

homogenizar las materias primas (Khosravani y Nasiri, 2020).

Todos los métodos de procesado mencionados son adecuados para la
fabricacion de bioplasticos, y ninguno de ellos ha demostrado ser mas
predominante que los demas en la literatura (Figura 1.8). Sin embargo,
el moldeo por inyeccidon es particularmente adecuado, ya que los
biopolimeros pueden presentar caracteristicas tanto termoplasticas como
termoendurecibles (dependiendo de las condiciones de procesado), por
lo que una seleccion adecuada de los pardmetros de procesado puede
llevar a obtener bioplasticos con las propiedades deseadas (Félix et al.,
2014; Perez-Puyana et al., 2016). Ademas, se encuentra entre las técnicas
mas utilizadas para el procesado de polimeros sintéticos, lo que abre la
disponibilidad de muchos tamafios y tipos de maquinas industriales
diferentes. Sin embargo, este proceso confiere cambios estructurales
irreversibles a los biopolimeros, no pudiendo ser reprocesados (Félix et
al., 2014).
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Figura 1.8. Evolucion del nimero de publicaciones sobre moldeo por compresion, extrusion
0 inyeccion de bioplasticos. Datos obtenidos de Scopus.

Los parametros que se pueden controlar durante el moldeo por
inyeccion son la temperatura del cilindro y del molde y los tiempos y
presiones de inyeccion y curado. Como se ha mencionado anteriormente,
los sistemas bioplasticos basados en proteinas requieren una temperatura
del cilindro ligeramente superior a la temperatura de transicion vitrea de
la mezcla. Esta temperatura se elige para que la viscosidad de la mezcla
sea minima, asegurando el llenado completo del molde (Perez-Puyana et
al., 2016). La viscosidad que se consigue con el calentamiento de la
mezcla define la presion y el tiempo de inyeccion, ya que de estos
depende la velocidad a la que pasa la mezcla desde el cilindro al molde.
En cuanto a la temperatura del molde, se puede modular (junto con el
tiempo de moldeo) para controlar la reticulacion de las cadenas
biopoliméricas generando asi el bioplastico con las caracteristicas
deseadas. De esta forma, si el objetivo es obtener una buena capacidad
de absorcion de agua, la temperatura empleada sera suficiente para que

el bioplastico tenga propiedades mecanicas que le permitan mantener su
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integridad fisica al absorber agua, pero suficientemente moderada para
mantener la estructura porosa que le permite la captacion de agua
(Fernandez-Espada et al., 2016b). Por otro lado, si se deben priorizar las
propiedades mecanicas, la temperatura del molde elegida sera la maxima
permitida antes de la descomposicion térmica de la matriz del
biopolimero. En este caso, la morfologia de la matriz biopléstica tendréa
poros mas pequefios, pero la estructuracién conseguida mejorara las
propiedades finales del sistema. Finalmente, la presion y el tiempo de
curado no suelen causar cambios significativos en los bioplasticos, pero
pueden reducir o aumentar la velocidad de reticulacion del bioplastico,
haciendo que el tiempo de procesado sea mas largo 0 mas corto.

1.4.4 Etapas de procesado adicionales

Como se menciond anteriormente, la fabricacién de bioplasticos
implica el uso de al menos dos componentes (la matriz biopolimérica y
el plastificante). Por tanto, es fundamental conseguir un buen grado de
mezcla para obtener una correcta homogenizacion de las materias primas
y, asi, conseguir un bioplastico lo mas regular posible (Fernandez-
Espada et al., 2016a; Carvajal-Pifiero et al., 2019). En el proceso de
extrusion, esta mezcla se realiza gracias a la accion del tornillo sin fin.
Sin embargo, en los otros dos métodos de procesado (moldeo por
compresion o inyeccidn) se requiere una etapa previa de mezclado para
obtener una mezcla bien homogeneizada. En esta etapa, la proporcion de
materias primas utilizadas es muy importante. En este sentido, si se usa
una proporcién de plastificante muy alta, la mezcla sera muy fluida, lo
que puede dificultar su manipulacién durante el procesado, ademas el
bioplastico exudara el exceso de plastificante. Por el contrario, si la

proporcion de plastificante es muy baja, la mezcla serd arenosa,
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presentando gran resistencia a fluir, y tendiendo a formar defectos debido
a la dificultad para rellenar las cavidades del molde (Fernandez-Espada
et al., 2016a). En el caso de que se incorporen aditivos, también se debe
controlar el porcentaje agregado de estos. Asi, se ha encontrado que al
aumentar el porcentaje de aditivos generalmente se produce una mejora
inicial de las propiedades de los bioplasticos. Sin embargo, el porcentaje
alcanza un maximo a partir del cual estas propiedades empeoran debido
a que la interaccion entre las cadenas poliméricas puede verse afectada
por el aditivo (Gamero et al., 2019). Otro factor a considerar en esta etapa
de mezclado es la temperatura de la mezcla. La mayoria de los sistemas
se pueden homogeneizar a temperatura ambiente, utilizando condiciones
adiabaticas, aunque hay algunos sistemas que necesitan aumentar su
temperatura para alcanzar un nivel éptimo de homogenizacion. En estos
casos, es necesario estudiar a fondo las transiciones térmicas de las
mezclas, ya que un calentamiento excesivo puede generar una
estructuracion prematura, lo que imposibilita su procesado, llegando

incluso a la degradacion del sistema biopolimérico (Felix et al., 2016).

También se pueden encontrar tratamientos adicionales para mejorar
las propiedades finales de los bioplasticos. En este sentido, algunos
autores han evaluado la funcionalizacion de la matriz polimérica para
mejorar la capacidad de absorcion de agua de los materiales (Cuadri et
al., 2018; Capezza et al., 2019). Esta funcionalizacién consiste en
incrementar los grupos captadores de agua presentes en los
biopolimeros. En este contexto, una de las modificaciones quimicas mas
comunes es la acilacion de los residuos aminoacidicos no terminales (ej.
de lisina) con &cidos anhidridos, aumentando el numero de aniones
carboxilatos (COQO") presentes en la matriz bioplastica. Estos grupos son

grandes recolectores de agua, lo que incrementa el caracter hidrofilico de
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las matrices bioplasticas. Otra modificacion que se puede hacer con el
mismo objetivo es aumentar el pH del biopolimero por encima de su
punto isoeléctrico. El inducir un medio basico en los biopolimeros causa
un mayor numero de cargas negativas en sus cadenas, que pueden
generar puentes de hidrégeno con las moléculas de agua (Alvarez-
Castillo et al., 2020b).

En cuanto a las propiedades mecanicas, se pueden realizar
modificaciones fisicas, enzimaticas o quimicas para mejorar la
resistencia mecéanica de las matrices bioplasticas. No obstante, los
cambios enzimaticos o quimicos se evitan normalmente en las matrices
usadas en horticultura, para evitar contaminaciones y acumulaciones en
el terreno que puedan transmitirse a la cadena alimentaria y causar
intoxicacion en el consumidor. Entre los métodos de refuerzo fisico a los
que pueden ser sometidas las matrices bioplasticas, el tratamiento
térmico a una temperatura alrededor de 50 °C (también conocido como
tratamiento dehidrotérmico, DHT) es el méas estudiado. Este tratamiento
se realiza a una temperatura moderada con el objetivo de realizar un
reforzamiento moderado de la matriz biopolimérica (Alvarez-Castillo et
al., 2018). Otras técnicas estan siendo probadas para conseguir reforzar
las matrices en un periodo de tiempo mas corto que el tratamiento
dehidrotérmico. En este sentido, se pueden encontrar grandes avances
con tratamientos con ultrasonidos o microondas (Karki, 2009; Ghasri et
al., 2019). Estas técnicas reducen el tiempo de procesado desde algunas
horas a pocos segundos. A nivel industrial, esta reduccién confiere un
incremento en la produccion de matrices al reducir el tiempo de
fabricacion. No obstante, la implementacion de estos tratamientos

requiere una mayor inversion inicial que el uso de un tratamiento
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dehidrotérmico, por lo que lo que es conveniente atenuar la relacion

tiempo/coste para optimizar el proceso.
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1.5 Marco politico-social y cientifico

El estrecho vinculo entre la poblacion y la tierra ha causado el
desarrollo de diversas normativas que regulan la produccion y otros
aspectos medioambientales. De esta forma, una parte destacable de las
medidas contra el cambio climatico es la recuperacion de la
biodiversidad de los ecosistemas, en los que el suelo juega un papel
fundamental. Por tanto, la reduccién de los impactos negativos sobre el
suelo contribuira a la transicion ecoldgica. Asi, se llega a la conclusion
de que es necesario conservar y promover la salud del suelo para lograr
la seguridad alimentaria mundial. Ademas de aumentar el rendimiento
de los cultivos y la produccion de alimentos. Aunque esto Ultimo se
consigue con la aplicacion de fertilizantes, estos perjudican la calidad del
suelo debido a su poca asimilacion, afectando a su salud. Por lo tanto,
parece evidente la necesidad de explorar y utilizar nuevos fertilizantes
mas eficientes que aporten los nutrientes necesarios al suelo y a las
plantas, sin afectar a la salud del suelo. Esto se podria conseguir con las
matrices biodegradables y de liberacion controlada que se pretenden

desarrollar en este trabajo.

Por otro lado, la escasez y encarecimiento del petroleo, junto con un
aumento de las regulaciones medioambientales, promueven el desarrollo
de nuevos materiales y productos compatibles con el medioambiente e
independientes de los combustibles fosiles. En este sentido, la biomasa
parece ser una materia prima potencial para la sustitucion de los
polimeros sintetizados a partir del petréleo en aplicaciones como los
sistemas de liberacion controlada. Hasta ahora, la extraccion y el
procesado de recursos producen la mitad de las emisiones totales de

gases de efecto invernadero y mas del 90% de la pérdida de biodiversidad
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y estrés hidrico. Ademas, el consumo mundial de biomasa, combustibles
fosiles, metales y minerales es extremadamente alto, produciendo una
gran cantidad de desechos (OECD, 2019). Todo esto es insostenible por
lo que se estan desarrollando y promocionando nuevas tecnologias y
productos limpios e innovadores. En este sentido, el nuevo Pacto Verde
de la Unidn Europea (2019-2023) enfatiza la necesidad de una accion
inmediata para hacer de Europa una region climaticamente neutra en
2050. En este sentido ha creado nuevas areas de politicas a favor del
consumo responsable como Biodiversidad, De la granja a la mesa,
Agricultura sostenible, Industria sostenible. Conjuntamente, el nuevo
Programa de Investigacion e Innovacion de la UE: Horizonte Europa
(2021-2027) aborda el cambio climatico, ayuda a alcanzar los Objetivos
de Desarrollo Sostenible de la ONU e impulsa la competitividad y el
crecimiento de la UE. El Programa Horizonte Europa también se centra
en el nexo entre la biodiversidad, el agua, los alimentos y la salud y las
interrelaciones entre los Objetivos de Desarrollo Sostenible de las
Naciones Unidas relacionados con la seguridad alimentaria y del agua,
la salud para todos, la proteccion de la biodiversidad en la tierra'y en los
océanos y la lucha contra el cambio climatico. En este contexto, la
Comision Europea adoptd el nuevo Plan de Accion de Economia
Circular (CEAP) en 2021 como uno de los principales pilares del Pacto
Verde Europeo, la nueva agenda de Europa para el crecimiento
sostenible y el empleo presentada en 2019. Una economia circular es una
condicion previa para lograr la neutralidad climatica buscada y detener
la pérdida de biodiversidad. En este sentido, la Comision Europea tiene
como objetivo la transicion del modelo clasico de economia lineal a un
modelo circular que garantice que los recursos utilizados se mantienen

en la economia de la UE (European Comission, 2019).
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En linea con el Pacto Verde Europeo y la estrategia de bioeconomia
de la UE; y para cumplir con los desafios en las agendas europeas del
Plan de Accion de Economia Circular, y ElI Plan de Accién de
Contaminacion Cero para el Aire, el Agua y el Suelo, se han creado
estrategias y tecnologias alternativas que valorizan los productos
iniciales categorizados como "residuos" o “subproductos” y vinculan la
caracterizacion de la biomasa con el desarrollo de bioproductos
sostenibles. Por ello, existe un interés creciente hacia la maxima
recuperacion y valorizacion de los recursos que ofrece la industria
alimentaria. En los procesos agroalimentarios y forestales se generan
globalmente miles de millones de toneladas de residuos a lo largo de toda
la cadena de produccion, que se espera aumenten en los proximos afios
debido a la globalizacion y las politicas de libre comercio. Sin embargo,
el valor potencial de estos residuos es alto, por lo que la utilizacién de
este material desechado en aplicaciones de base biologica podria ser
econdémicamente viable y favorable para el medio ambiente, ya que este
tipo de residuos se considera material no deseado y su eliminacion en
vertederos o incineradores resulta costosa y genera efectos negativos

sobre el medio ambiente.
1.5.1 Economia circular

En el actual modelo econémico predomina la denominada como
economia lineal. Este modelo se apoya en la produccién de bienes bajo
las pautas de comprar, consumir y desechar (Figura 1.9). Este modelo
genera una gran cantidad de residuos de diferente tipologia que dificulta
una adecuada gestion y tratamiento, contaminando y estresando la
capacidad del planeta para renovar o0 producir nuevos recursos

(Konstantinos-Georgios y Dimitrios, 2019). Esta economia lineal se basa
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en la falsa suposicion de que los recursos naturales estaran siempre
disponibles, abundantes, faciles de obtener y es barato deshacerse de
ellos, normalmente enterrandolos o quemandolos. La grave problemética
ambiental ha demostrado que este modelo es del todo insostenible,
teniendo un gran impacto sobre los recursos y ecosistemas (Magazzino
et al., 2021). Ademaés, este impacto es agravado por los hébitos de
consumo actuales, cada vez mas asociados a la “moda rapida”: renovar

los bienes antes de agotar su ciclo de vida util (Niiniméki et al., 2020).
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Figura 1.8. Ciclo seguido en la economia lineal.

En este contexto, se estima que en una ciudad europea de un millon
de habitantes se consumen, en un dia, 11,5 kt de combustible sélido, 320
kt de agua y 2 kt de alimentos. A su vez, se generan 25 kt de CO3, 1,5 kt
de residuos y 300 kt de aguas residuales. Esto equivale a un consumo
anual mundial de 1,75 veces la capacidad del planeta (WWF, 2021). En
otras palabras, La Tierra no tiene capacidad suficiente para seguir con el
ritmo de consumo habitual, agravandose el problema debido a la
contaminacion generada. Por este motivo, es necesario replantearse el

sistema de economia lineal.

Una alternativa emergente es la conocida como economia circular.
Esta estrategia, que pretende transformar la economia y productividad,
tiene como finalidad que el valor de los productos, materiales y recursos

se mantengan en la economia durante el mayor tiempo posible, mientras
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que se reduce al minimo la generacion de residuos (Camacho-Otero et
al., 2018). De esta forma, tiene tres principios claves: preservar y mejorar
el capital natural, optimizar el uso de los recursos y fomentar la eficiencia
del sistema (Michelini et al., 2017). Asi, esta basada en el principio de

cerrar el ciclo (Figura 1.10).

Reciclar,
revalorizar

L

Consumir

Figura 1.10. Ciclo seguido en la economia circular.

Esta economia circular permitira mejorar los resultados econémicos a
la vez que se reduce el uso de los recursos, identificar y crear nuevas
oportunidades de crecimiento econdémico, impulsar la innovacion y la
competitividad, garantizar la seguridad del suministro de recursos
esenciales, y luchar contra el cambio climatico, minimizando los
impactos medioambientales del uso de los recursos (Neves y Marques,
2022).

La transicién desde la actual economia lineal hacia una circular se ve
cada vez mas alentadora. Asi, diferentes administraciones y empresas
estan realizando diversas acciones para promover la economia circular,

viéndose reflejado en diferentes iniciativas y planes. Entre ellos, la
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consecucion de una economia circular esta vinculada con el Acuerdo de
Paris sobre el cambio climatico, la Agenda 2030 para el desarrollo
sostenible, la Declaracion ministerial de la Asamblea de las Naciones
Unidas sobre el medio ambiente “Hacia un planeta sin contaminacion”,
el Pacto Verde Europeo y el Plan de Accion para la Economia Circular

“Cerrar el circulo: un plan de accion de la UE para la Economia circular”.

1.5.2 Impactos econdmicos, sociales, medioambientales y

cientificos

La presente tesis se enmarca en la convergencia hacia una economia
circular en el sector horticola. Asi, se pretende revalorizar un
subproducto agroalimentario, obtenido de la produccion de aceite de
soja, para su uso como materia prima en el desarrollo de un producto
innovador, sostenible y biodegradable que mejore la eficiencia de los
fertilizantes y el ciclo del agua. En este sentido, esta acorde a algunos de
los objetivos planteados en la Estrategia Europea para la Economia

Circular:

e Reducir la generacién de residuos un 15% respecto a lo
generado en 2010. Esto se consigue al sustituir productos
plasticos por productos bioplasticos biodegradables.

e Reducir la generacion de residuos alimentarios un 20% en las
cadenas de produccion y suministro. Se busca utilizando un
subproducto alimentario como materia prima.

e Mejorar un 10% la eficiencia en el uso del agua. Se pretende
que las matrices obtenidas mejoren la eficiencia del ciclo del
agua en el riego de los cultivos.

Por otro lado, esta tesis esta claramente identificada con varios de los

Objetivos de Desarrollo Sostenible propuestos por la Agenda 2030:
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El objetivo 2 de hambre cero, asegurando la sostenibilidad de
los sistemas de produccion de alimentos y aplicando practicas
agricolas resilientes que aumentan la productividad y la
produccidn, contribuyan al mantenimiento de los ecosistemas,
fortalezcan la capacidad de adaptacion al cambio climatico,
los fendbmenos meteoroldgicos extremos, las sequias, las
inundaciones y otros desastres, y mejoren progresivamente la
calidad del suelo y la tierra.

El objetivo 8 de trabajo decente y crecimiento econémico,
generando un producto nuevo que permite el crecimiento
econdémico al revalorizar su materia prima y creando una
nueva linea de produccion.

El objetivo 12 de produccién y consumos responsables,
consiguiendo una produccion horticola mas sostenible.

El objetivo 13 de accion por el clima, al ayudar a combatir los
problemas climaticos generados en los cultivos por falta de
aguay nutrientes.

El objetivo 15 sobre vida de ecosistemas terrestres, al ser un
producto totalmente biodegradable, volviendo al ciclo
productivo sin generar sustancias toxicas ni alteraciones al

ecosistema.

Econdmicamente se revalorizara un subproducto minusvalorado,

dandole un nuevo potencial econémico que beneficiard no solo a la

industria productora de aceite de soja, la cual vendera el subproducto

como nueva materia prima, sino también a la industria del plastico que

podra utilizar su misma linea de produccidn para crear nuevos productos

mas sostenibles y especializados. Estos nuevos productos permiten la

reduccion de residuos alimentarios, ya que pueden usarse como materia
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prima para la elaboracion de la matriz. Ademas, permite el uso eficiente
de los fertilizantes, evitando la contaminacion de los suelos y aguas
subterraneas por exceso de fertilizantes, y una reduccion de la necesidad
de riego, reduciendo la cantidad de agua necesaria durante el cultivo.
Todo esto hace que el procesado de estas matrices genere un beneficio
medioambiental. Por otro lado, las matrices pueden permitir una
asimilaciéon de micronutrientes méas eficiente por parte de las plantas,
pudiendo obtenerse cultivos enriquecidos. También facilita la
dosificacion de micronutrientes en funcién de las necesidades
especificas de cada suelo horticola (dosificacién de micronutrientes a la
carta). Todo esto genera un impacto social sobre la comunidad al tener
alimentos con mas nutrientes que permiten una mejor alimentacion.
Finalmente, el desarrollo de esta tesis supondra un avance cientifico al
permitir optimizar la fabricacion de sistemas de liberaciéon controlada
biodegradables y sostenibles, suponiendo nuevos protocolos de
procesado eficientes e industrialmente escalables. Ademas, supondra un
aporte en el conocimiento sobre el uso de residuos o subproductos
proteicos como materias primas para materiales que sustituyan a los

plasticos convencionales.
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Capitulo 2: Materiales y métodos
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Este capitulo recoge una descripcion de todas las materias primas,
métodos de procesado y técnicas de caracterizacion empleadas durante
el desarrollo de la esta tesis con la finalidad de obtener una matriz para

la liberacion controlada de micronutrientes en horticultura.
2.1 Materiales utilizados

2.1.1 Subproducto proteico de soja

La soja forma parte de la familia de las leguminosas y es la proteina
vegetal mas similar a las proteinas lacteas, por lo que se suele usar como
alternativa, sobre todo en el caso de alergia a lacteos. El grano de soja se
compone de un 36,5% de proteinas, siendo una gran fuente de proteinas
de alta calidad (Ridner, 2006).

Su uso deriva de Asia, hace mas de 5000 afios, donde se usaba en la
alimentacion, por su alto nivel nutricional, y en medicina, debido a su
efecto sedante y antipirético. En Europa no aparece hasta el siglo XX de
mano de Estados Unidos al conocerse sus beneficiosos efectos
nutricionales y su potencial en aplicaciones tecnolégicas (Ridner, 2006).
Hoy en dia es muy usada en alimentacién, considerandose uno de los
cinco granos esenciales junto al arroz, trigo, cebada y maiz (Jia-Chen,
2022). Ademaés, desempefia un papel primordial en una nutricion
saludable. En los ultimos afios también esta jugando un papel importante

en otros sectores como la fertilizacion, jabones o pinturas.

La produccion mundial de soja del afio 2020 fue de 353 millones de
toneladas de las cuales mas del 60% se destiné a la elaboracion de aceite
de soja. El pais que més soja produce a nivel mundial es Estados Unidos,
seguido muy de cerca por Brasil (Organizacion de las Naciones Unidas

para la Alimentacion y la Agricultura, 2022).
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En este estudio se utilizo un subproducto de soja rico en proteinas que
deriva de la produccion industrial del aceite de soja (Figura 2.1). Este
subproducto fue suministrado por Protein Technologies International
(SUPRO 500E, Bélgica) en forma de polvo amarillento con un tamafio

de grano entre 120-240 pum.
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Figura 2.1. Subproducto de soja rico en proteinas usado en este estudio.

2.1.2 Glicerina

La glicerina (Gly) se utiliza como plastificante, permitiendo que se
alineen las cadenas de proteina, lo que favorece la movilidad de las
mismas y, por consiguiente, su entrecruzamiento, favoreciendo asi su
procesado. La glicerina es un alcohol compuesto por tres grupos
hidroxilos unidos a la cadena de carbono principal (Figura 2.2). La usada
en este estudio es suministrada por Panreac Quimica Ltd. (Espafia).

HO OH
OH

Figura 2.2. Estructura quimica de la glicerina.

2.1.3 Sales de Zinc y otros micronutrientes

Para adicionar zinc (micronutriente) se utilizaron diferentes sales

inorganicas: sulfato de zinc monohidratado (ZnSO4-H-0), carbonato de
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zinc (ZnCQO3) y perclorato de zinc (Zn(ClOa4)2) suministradas por
Panreac Quimica S.A. (Espafa); cloruro de zinc (ZnClz) suministrado
por LABKEM (Espaia); y zinc quelatado por acido 2,2°,2”°,2”°’-(eteno-
1,2-diildinitrilo)tetraacético (Zn-EDTA) suministrado por Trade

Corporation International SAU (Espafia).

Estas sales se seleccionaron por sus diferentes propiedades. De esta
forma, ZnSO4-H20 se selecciono al ser la sal mas utilizada para suplir
deficiencias de zinc en suelos (Cakmak y Kutman, 2018). El ZnCl, y
Zn(ClO4), fueron elegidos debido a la deslocalizacion de cargas que
presentan y el ZnCOs3 debido a su insolubilidad. Finalmente, el Zn-
EDTA es una sal compleja muy soluble que suele usarse en fertilizacion
foliar (Doolette et al., 2018). Cabe mencionar que todas las sales
seleccionadas pueden utilizarse como fertilizantes para remediar la
deficiencia de zinc a excepcion del ZnCO3z ya que su poca solubilidad no
permite su captacién por parte de la planta. No obstante, esta sal se utilizé
con el fin de conocer los efectos que las diferentes sales causan sobre las

matrices bioplasticas.

Por otro lado, diferentes micronutrientes fueron seleccionados para
ser incluidos en las matrices (hierro, manganeso y cobre). Todos ellos se
incorporaron en forma de sulfatos (FeSOs-7H.0, MnSO4-H20O y
CuSO04-5H20) suministrados por Panreac S.A. (Espafia). Estos fueron
escogidos por ser los méas utilizados para suplir las deficiencias de los

micronutrientes en horticultura.
2.1.4 Nanoparticulas

Oxidos de todos los micronutrientes utilizados en este estudio (zinc,

hierro, manganeso y cobre) han sido sintetizados como nanoparticulas
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en el laboratorio mediante un método de precipitacion coloidal
(explicado en la seccion 2.3). Las nanoparticulas tienen un tamarfio de 35
+ 2 nm, que es el tamafio dptimo para su incorporacion en plantas
(Eichert et al., 2008).

Para la sintesis quimica de las nanoparticulas se utilizaron cloruros de
todos los micronutrientes (ZnClz, FeCl2, MnCl> y CuClz) como
precursores. Asimismo, el hidroxido sodico (NaOH) fue utilizado como
reductor. Todos ellos fueron suministrados por Panreac Quimica S.A.

(Espaiia).

Ademas, las nanoparticulas de 6xido de zinc también se sintetizaron
de forma verde utilizando como reductor un extracto rico en polifenoles.
Este extracto fue obtenido a partir de pimientos verdes italianos
(Capsicum annuum) que fueron comprados en el mercado local (Sevilla,
Espafia). Cabe destacar que se evaluo el uso de extractos obtenidos a

partir del pimiento entero, asi como de sus desechos.

El pimiento se escogi6 porque tiene un gran contenido en polifenoles
con una alta actividad antioxidante (Marin et al., 2004; Niamke et al.,
2021). Asi, el pimiento (1,4 g/kg) presenta un mayor contenido en
polifenoles que los esparragos (1,2 g/kg) y los garbanzos (0,10 g/kg),
igualandose a la alubia negra y la berenjena (Almonacid, 2016). La
produccién mundial de pimiento fue de aproximadamente 42 millones
de toneladas en 2019 (Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura, 2022) de los cuales el 12% se
desperdician por mala calidad (deformaciones del pimiento o manchas
en los mismos, causados por las altas temperaturas, tormentas o falta de
nutrientes durante el cultivo) y parte no comestibles (semillas,
pedunculos, etc.) (INTA y Ministerio de Agricultura de Chile, 2018).

53



Estos descartes reducen el rendimiento econémico de la producciony los
costos ya que tienen que ser eliminados. Ademaés, la composicion
orgéanica del pimiento implica un impacto ambiental significativo,
teniendo una gran huella de carbono (Food and Agriculture Organization
of the United Nations, 2013). Por tanto, el uso de residuos de pimiento
como fuente de polifenoles en la sintesis de nanoparticulas podria ser una
alternativa inteligente para afadirles valor, fomentando ademas su
economia circular y reduciendo la contaminacion ambiental. Asi, la
menor huella de carbono y precio que genera la sintesis verde se justifica
cambiando el uso de reductores quimicos por reductores naturales que
son residuos, tal y como se refleja en diferentes trabajos previos
(Debnath y Gupta, 2018; Feijoo et al., 2018; Abomuti et al., 2021).
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2.2. Caracterizacion del subproducto de soja
2.2.1 Composicion quimica

El contenido proteico del subproducto de soja se determiné mediante
analisis elemental. Para ello, se utiliz6 un microanalizador CHNS-932
(Leco Corporation, EE.UU.) (Figura 2.3) que permite determinar el
contenido en nitrogeno de la muestra. Este equipo combustiona la
muestra a una temperatura de 950-1100 °C en una atmoésfera de oxigeno
puro para convertir el nitrégeno que contiene en un gas que analiza para
cuantificarlo. El contenido de nitrégeno obtenido a traves de esta técnica
se multiplica por un factor de correccion (6,25) para obtener el porcentaje

proteico de la muestra (Krul, 2019).

Figura 2.3. Microanalizador Leco CHNS 932.

El resto de la composicién quimica (lipidos, humedad y cecinas) fue
determinada siguiendo los métodos de analisis de la Asociacion Oficial
de Quimicos Analistas (AOAC, 2005). De esta forma, los lipidos se
cuantificaron a través del método Soxhlet. Este método consiste en
disolver los lipidos presentes en la muestra a través de un disolvente,

usando para ello el equipo mostrado en la Figura 2.4.
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Figura 2.4. Equipo para extraccion Soxhlet.

En este sentido, una cantidad conocida de muestra (5 ¢
aproximadamente) se introdujo en un cartucho de papel de filtro y este,
a su vez en el extractor. EI matraz redondo se rellend con hexano
(solvente) que se calentd a 80 °C para producir su evaporacion. Este
vapor pasa por la parte externa del extractor hasta el condensador donde
se condensa y precipita sobre la muestra extrayendo sus lipidos. Este
proceso se realizé durante 4 h para asegurar la disolucion de todos los
lipidos en el disolvente. El contenido de lipidos de la muestra se calcul6

a traveés de la ecuacion 1.

Peso inicial de la muestra—Peso final de la muestra seca

% Lipidos = 100 (1)

Peso inicial de la muestra

La humedad presente en la muestra se determind tratando una
cantidad conocida (3-5 g) de muestra en un horno convencional
(Memmert, Alemania) (Figura 2.5) a 105 °C durante 24 h.
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Figura 2.5. Horno convencional de la marca Memmert B216.1126.

El porcentaje de humedad de la muestra se calculé a través de la
ecuacion 2. Cabe destacar que la muestra se atemperd en un desecador
hasta que alcanzo la temperatura ambiente antes de pesarla para evitar

errores en la medida.

Peso inicial de la muestra—Peso final de la muestra

% Humedad =

100 ()

Peso inicial de la muestra

Finalmente, las cenizas contenidas en la muestra se evaluaron
calcinando 3-5 g de la muestra a 550 °C en un horno mufla (Hobersal
HS-230, Espafia) (Figura 2.6) durante 5 h.

Figura 2.6. Horno mufla Hobersal HS-230.

El contenido en cenizas de la muestra se calcul6 a través de la
ecuacién 3. Cabe destacar que la muestra se atemperd en un desecador
hasta que alcanzo la temperatura ambiente antes de pesarla para evitar
errores en la medida.
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Peso inicial de la muestra—Peso final de la muestra

% Cenizas = -100 3)

Peso inicial de la muestra

2.2.2 Composicion aminoacidica

La composicion aminoacidica de la proteina de soja se determiné a
través de un método descrito por Felix et al. (2017). Para ello, la muestra
se disolvio en &cido clorhidrico 6 M y se incub6 durante 24 h a una
temperatura de 110 °C para producir su hidrdlisis (esta etapa se realizo
en un horno convencional). Tras esto, el pH de la muestra se ajusto a un
valor de 7 usando para ello hidroxido sédico 6 M. La muestra se filtro
mediante filtros de microfibra de vidrio Whatman n°1. Finalmente, la
muestra se diluy6é con agua bidestilada en una proporcién 1:500. Esta
muestra tratada se analizd6 mediante cromatografia liquida (HPLC) de
fase inversa mediante derivatizacion de fluorescencia precolumna con o-
ftaldialdehido. Para ello, se utiliz6 un cromatografo de liquidos LC-9A
(Figura 2.7) con monitor de HPLC de fluorescencia RF-530 e inyector
automatico SIL-9A (Shimadzu Corporation, Japén), analizando la
muestra por el método descrito por Lindroth y Mopper (1979). Para
identificar los aminodcidos se utilizd un patrén estandar (Bio30Plus,
China) donde los picos de los aminoacidos determinados se presentan de

forma clara y conocida.

Figura 2.7. Cromatdgrafo de liquidos LC-9A.

58



2.2.3 Grupos sulfhidrilos

Los sulfhidrilos libres se cuantificaron a través del protocolo
desarrollado por Beveridge et al. (1974). Para ello, 100 mg del
subproducto de soja se mezclaron en 10 mL de buffer de urea (compuesto
por 86 mmol/L de Tris-HCI, 90 mmol/L de glicina, 4 mmol/L de EDTA
y 8 mol/L de urea) durante 10 min a 500 rpm. Seguidamente, a 1 mL de
muestra se le adiciona 40 pL de reactivo de Ellman para formar NTB, el
cual colorea la muestra en funcion de los grupos sulfhidrilos libres que
contenga. Este color se analiza mediante espectrofotometria usando un
espectrofotometro Genesys-20 (Thermo Scientific, EE.UU.) (Figura 2.8)

a una longitud de onda de 412 nm tras 1 h de la reaccion.

Figura 2.8. Espectrofotometro Genesys-20.

Los sulfhidrilos totales se determinaron a través del protocolo
desarrollado por Thannhauser et al. (1984). Para ello, se prepara una
muestra con 10 mg del subproducto de soja en 1 mL de buffer de
tiocianato (consistente en 0,2 mol//L de Tris base, 0,1 mol/L de Na,SOs,
10 mmol/L de EDTA y 3 mol/L de tiocianato de guanidinio a pH 9,5).
Seguidamente, 70 pL de esta disolucidén se mezclaron con 1 mL de 2-
nitro-5-tiosulfobenzoato (NTBS) recién preparado. Esta mezcla se

incuba en oscuridad durante 20 min, tras los cuales se mide su
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absorbancia a 412 nm mediante espectrofotometria (Espectrofotometro
Genesys-20, Thermo Scientific, EE.UU).

Finalmente, los enlaces disulfuro (S-S) se calcularon como la mitad

de la diferencia entre los grupos sulfhidrilos totales y libres.
2.2.4 Electroforesis

Esta técnica consiste en separar las fracciones proteicas de una
muestra en funcion de su movilidad electroforética, es decir, a partir de
la longitud de su cadena polipeptidica y masa molecular (Hames, 1998).
En este estudio, los ensayos de electroforesis se llevaron a cabo
siguiendo el método de Laemmli (1970) usando un equipo MiniProtein
IV (Bio-Rad, EE.UU.) (Figura 2.9). De esta forma, el ensayo se realizo
con la técnica de SDS-PAGE, utilizando geles de poliacrilamida (PAGE)
en presencia de un tensioactivo anionico dodecilsulfato sédico (SDS).
Un patrén analitico “Protein Plus Protein Standard” (Bio-Rad, EE.UU.)

se utiliz6 para evaluar el peso molecular de cada fraccion proteica.

Figura 2.9. Equipo MiniProtein IV utilizado durante la electroforesis.

2.2.5 Solubilidad proteica

La solubilidad de la fraccion proteica del subproducto de soja se
determino mediante el método de Markwell (1978) a diferentes valores
de pH (2-12). Para ello, 1 g de muestra se dispersé en 40 mL de buffer a
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diferentes valores de pH. Estas dispersiones se mantuvieron en agitacion
durante 30 min a 500 rpm para favorecer la solubilidad de las proteinas.
Luego, las dispersiones se centrifugaron durante 20 min a 15000 rpm y
10 °C. Los sobrenadantes se analizaron para determinar la cantidad
proteica disuelta a cada valor de pH. De esta forma, a 1 mL de muestra
se le afiadio 3 mL de reactivo C. Este reactivo se prepardé mezclando el
reactivo A (consistente en 30 g de Na.COgs, 4 g de NaOH, 1,6 g de tartrato
sodio-potasio y 10 g SDS disueltos en 1 L de agua MiliQ) y B
(consistente en 2 g de CuSO4 disueltos en 50 mL de agua destilada) en
una proporcién 100:1. Esta mezcla se dejé incubar durante 20 min a
temperatura ambiente. A continuacion, se le afiadieron 0,3 mL de
reactivo de Folin-Ciocalteau previamente diluido 1:1 con agua destilada.
La mezcla se deja incubar nuevamente durante 45 min en oscuridad,
donde se tefiira de azul debido a la formacion de un complejo entre la
proteina soluble y el reactivo de Folin-Ciocalteu. Este color azul se mide
mediante un espectrofotometro Genesys-20 (Thermo Scientific,
EE.UU.) a una longitud de onda de 660 nm. Cabe mencionar que se
realiza una curva de calibracion con seroalbimina bovina (SAB),
proteina 100% soluble, para evaluar la cantidad de proteina solubilizada

en cada caso.
2.2.6 Potencial {

El potencial { del subproducto de soja se evalué en un analizador
Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Reino Unido) (Figura 2.10)
para obtener el punto isoeléctrico de la proteina de soja. El punto
isoeléctrico se conoce como el valor de pH donde la fuerza eléctrica neta

de la muestra es cero.
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Figura 2.10. Analizador Zetasizer Nano ZS.

Para evaluar el potencial { se prepararon muestras de 1% en peso del
subproducto de soja en disoluciones amortiguadoras a diferentes valores
de pH. De esta forma, se calculé su movilidad electroforética usando la
ecuacion de Henry y la aproximacion de Smoluchowski (Tan et al.,
2008). El punto isoeléctrico corresponde con el valor nulo de potencial
C, ya que todas las cargas de las particulas son neutralizadas (Perez et al.,

2016).

2.2.7 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
(FTIR)

La estructura del subproducto de soja y sus diferentes enlaces
guimicos fue determinada mediante un espectrémetro FTIR Nicolet iS50
(ThermoFisher Scientific, EE.UU.) (Figura 2.11) con un detector de
reflectancia total atenuada (ATR). Esta técnica consiste en incidir con un
haz a diferentes longitudes de onda a una muestra para medir la absorcion
de radiacion infrarroja ocasionada por la vibracion de los diferentes
enlaces quimicos que la componen. Cada enlace produce la absorcién en
un rango de longitud de onda diferente, pudiendo identificarse los
enlaces presentes en la muestra. En este caso, el espectro infrarrojo se
obtuvo como una media de 100 escaneres a una longitud de onda entre

4000-650 cm™ con un paso de 4 cm™,
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Figura 2.11. Espectrometro FTIR Nicolet iS50.

2.2.8 Comportamiento térmico

El comportamiento térmico del subproducto de soja se evaluo a través
de dos técnicas diferentes: calorimetria diferencial de barrido y analisis

termogravimeétrico.

La calorimetria diferencial de barrido se realiz6 en un equipo Q100
(TA Instruments, EE.UU.) (Figura 2.12) usando crisoles de aluminio con
tapa hermética. Para llevar a cabo esta medida se introdujeron 7 mg de
muestra en un crisol de aluminio, sellandolo herméticamente. Este crisol
se introdujo en el equipo donde se aplic6 una rampa de temperatura entre
-20 y 150 °C a una velocidad de calentamiento de 5 °C/min. Este
calentamiento se realiz6 mediante un flujo de nitrogeno de 50 mL/min.
El equipo es capaz de evaluar las transiciones térmicas de la muestra,
mostrando el perfil de flujo de calor en la muestra durante el

calentamiento.

Figura 2.12. Calorimetro Q100.
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El analisis termogravimétrico se realizé en un equipo Q600 (TA
Instruments, EE.UU.) (Figura 2.13). Para esto, una cantidad conocida de
muestra (3-8 mg) se introdujo en el equipo donde se aplicé una rampa de
temperatura entre 25 y 600 °C en una atmdsfera de nitrégeno a una
velocidad de 10 °C/min. Este ensayo usa la variacion de peso de la
muestra con la temperatura para evaluar la estabilidad térmica de la

misma.

Figura 2.13. Analizador Q600.
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2.3 Sintesis de nanoparticulas

Las nanoparticulas se sintetizaron mediante precipitacion coloidal
(Chen et al., 2008). Este método se escogié por su facilidad de
procesado, asi como para controlar la formacion de las nanoparticulas
(Talam et al., 2012). Sus etapas se pueden esquematizar facilmente como
se observa en la Figura 2.14.

Precursor. P -
Mezclado con agitacion Filtrado y Secado Calcinacion Nanoparticulas
Reductor y temperatura lavado

Figura 2.14. Secuencia de pasos seguidos en el método coloidal para la obtencion de

nanoparticulas.

De este modo, se realizaron en primer lugar las disoluciones del
agente precursor (cloruros de los diferentes micronutrientes) a diferentes
concentraciones (0,2, 0,5y 1,0 M) y el agente reductor (NaOH: 0,1, 0,2,
0,25,0,4, 0,5, 1,0 y 2,0 M) de forma independiente. Una vez obtenidas
todas las disoluciones, se mezclaron 20 mL de disolucion de agente
precursor con 20 mL de disolucién de agente reductor, realizando las
combinaciones mostradas en la Tabla 2.1. Cabe mencionar que la
disolucion de agente precursor se debe verter lentamente y con agitacion
sobre la disolucion de agente reductor para conseguir que el producto no
se aglomere, consiguiendo tamafios de particulas menores (Talam et al.,
2012).
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Tabla 2.1. Combinaciones realizadas en la sintesis de nanoparticulas

Relacion Concentracion de Concentracion de
precursor:reductor precursor (M) reductor (M)

0,2 0,2

1:1 0,5 0,5
1,0 1,0
0,2 0,1

2:1 0,5 0,25
1,0 0,5
0,2 0,4

1:2 0,5 1,0
1,0 2,0

Una vez realizada la mezcla, esta se mantiene durante 2 h en agitacion
magnética a una temperatura de 50 °C. De esta forma, se obtuvo un
precipitado blanco que se filtr6 mediante gravedad. En este precipitado
pueden aparecer productos intermedios indeseados que no han llegado a
transformarse completamente. Estos productos no deseados son la razén por
la mezcla se debe mantener durante 2 h para alcanzar el equilibrio. Otra
forma de contrarrestarlos es utilizar disoluciones de concentraciones bajas
(Sharma et al., 2009). Estos productos hacen necesario un lavado de la
muestra tras su filtrado. Este se realiza en dos ciclos con 20 mL de agua

destilada.

Seguidamente, el precipitado una vez filtrado se sec6 a 100 °C en una
estufa (Memmert, Alemania, Figura 2.5) durante 8 h y, después, se calcind
a 500 °C durante 4 h en un horno mufla (Hobersal HS-230, Espafia, Figura

2.6). De esta forma, se obtienen las nanoparticulas.

En el caso de la sintesis verde de nanoparticulas, el protocolo seguido
fue similar al quimico con la Unica diferencia del agente reductor utilizado.
En este caso, el agente reductor fue un extracto de pimientos, ya sea
pimiento entero, pulpa o descartes, ricos en polifenoles que fue extraido

como se explica a continuacion.
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2.3.1 Extraccion de polifenoles

En primer lugar, los pimientos se molieron con un robot de cocina
Ironmix (Cecotec, Espafia). Esta molienda mejora la posterior
interaccion de los componentes del pimiento con el disolvente durante la
extraccion. La extraccion se realizé mediante agitacion magnética (1000
rpm). Asi, el pimiento molido (<1 mm) se mezcld y agitd con un
disolvente (metanol, etanol o agua destilada) por un tiempo determinado
(15, 30 o 45 min) a una temperatura seleccionada (20, 35 o 50 °C).
También se evaluaron diferentes proporciones de pimiento:disolvente
(1/1, 2/1, 1/2, 4/1, 1/4). Finalmente, el extracto crudo se centrifugd en
una centrifuga Sigma 3-18K (Alemania) a 15.000 rpm y 10 °C durante
10 min para eliminar las impurezas insolubles y obtener el extracto
refinado rico en polifenoles (sobrenadantes). Se analizaron por separado
el pimiento entero y las partes de pulpa y de desecho del pimiento. Para
el sistema entero, se utiliz6 todo el pimiento tal como se comproé. En el
caso de la pulpa se utilizo la parte carnosa del pimiento y para el desecho
se tomo el peddnculo, tallo y partes descartables por manchas marrones

(sobremaduracion).

Se utilizd un disefio Box-Behnken (BBD) para optimizar las
condiciones de extraccion. Brevemente, las variables independientes (X)
se evaluaron por pares (temperatura-tiempo y cantidad de pimiento-
volumen de disolvente), segun su afinidad, para determinar su influencia
individual y conjunta sobre las variables dependientes (). El contenido
total de polifenoles y la actividad antioxidante actlan como respuestas
en el experimento BBD. Los modelos fueron elegidos utilizando el
software Design-Expert (version 11, Science Plus, Paises Bajos). Se
realizdé un analisis de varianza (ANOVA) donde se tuvo en cuenta el
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valor F (factor que indica la precision del test) y un nivel de confianza
del 95% (valor p <0,05) para analizar los datos y los coeficientes. Asi, el
modelo se determind solo con los parametros significativos que
generaron una falta de ajuste sin significacion (p > 0,05) y un valor de F

superior a 4.
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2.4 Caracterizacion de nanoparticulas y polifenoles

2.4.1 Contenido total de polifenoles (TPC)

El contenido de polifenoles totales se determind por el método de
Folin-Ciocalteu (Noreen et al., 2017). En primer lugar, se mezclaron 50
pL de cada extracto con 2 mL de agua destilada y 250 L del reactivo de
Folin-Ciocalteu 1N durante 8 min. Posteriormente, se agregaron 750 pL
de carbonato de sodio (Na.COs) al 20% en peso y 950 pL de agua
destilada. La absorbancia de las soluciones obtenidas se midi6 a 765 nm
en un espectrofotdbmetro (Genesys-20, Thermo Scientific, EE.UU.,
Figura 2.8) después de 30 min de maduracién en oscuridad. El acido
gélico se utilizd como referencia. Los resultados se expresaron como g

equivalentes de acido galico (GAE) por mL de extracto.
2.4.2 Actividad antioxidante

La actividad antioxidante se evalu6 mediante el método de
fosfomolibdato (PPM) (Abdullah et al., 2020). En este sentido, un
volumen de 2 mL de extracto se mezcl6 con 2 mL de reactivo PPM
(Na2HPO4 28 mM, (NH4)sM07024-:4H,0 mM y H2SO4 0,6 mM) durante
90 min en un bafio de agua a 95 °C. La absorbancia de cada muestra se
midi6 en un espectrofotometro (Genesys-20, Thermo Scientific,
EE.UU., Figura 2.8) a 699 nm, usando &cido galico como referencia. Los
resultados se expresaron como g equivalentes de acido galico (GAE) por

mL de extracto.
2.4.3 Difraccion de rayos X (DRX)

La técnica de difraccion de rayos X (DRX) tiene como principio la

Ley de Bragg, que dice que la incidencia de un haz de rayos X sobre un
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cristal produce una difraccion del mismo, pudiendo predecir los angulos
a los que se difractan los haces sobre cada uno de los cristales (Warren,
1990).

De esta forma, esta técnica consiste en irradiar una muestra compuesta
por diferentes cristales con rayos X monocromaticos. La muestra difracta
los haces proyectados, desviandolos un angulo 26 (siguiendo la Ley de
Bragg). Asi, se registran cuantos haces se difractan a cada angulo,
obteniendo un diagrama de difraccion. Este diagrama da diferente
informacion acerca de las nanoparticulas. En primer lugar, la posicion de
los picos permite determinar la composicion de la muestra, gracias a la
ayuda de bases de datos. Una vez obtenida la composicion, la intensidad
de los picos permite el andlisis cuantitativo de los diferentes
componentes. Ademas, con el fondo presente en el diagrama se obtiene
una relacion entre la cantidad de material cristalino y amorfo. Por altimo,
la forma y anchura de los picos permite obtener el tamafio de las

particulas.

En este caso, los ensayos de DRX se realizaron en un difractometro
de polvo D81 90 (D8 Advance A23, Bruker, EE.UU.) como el observado
en la Figura 2.15. Para ello, parte de cada muestra de nanoparticulas
obtenidas se colocé sobre un portamuestras y se introdujo en el equipo.
El equipo irradi6 rayos X a 40 kV'y 30 mA, utilizando un paso de &ngulo
de 0,015 ° con un tiempo por paso de 0,1 s. El diagrama se obtuvo entre
un rango de angulos entre 3 y 70 °, girando la muestra a 30 rpm. Por
ultimo, los diagramas obtenidos se analizaron mediante el programa
DIFFRAC.EVA, el cual tiene una base de datos para la correcta

identificacion y evaluacién de los picos.
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Figura 2.15. Difractémetro de polvo D81 90.

2.4.4 Microscopia electronica de transmision (TEM)

La nanoestructura y la distribucion de tamafios de las nanoparticulas
obtenidas se midieron mediante TEM utilizando un microscopio Talos
S200 (FEI, EE.UU.) como el mostrado en la Figura 2.16. Para ello, las
muestras se colocaron sobre una rejilla de cobre recubierta de carbono y
se introdujeron en el microscopio. En este equipo, la muestra se irradia
con un haz de electrones con un voltaje de aceleracion de 200 kV y se
recogen los electrones secundarios desprendidos para formar una imagen
de la nanoestructura de las nanoparticulas. Se utiliz6 el programa Image-
J de andlisis de imagen para obtener el tamafio medio de particula. Para
ello, se realizaron 100 medidas de las particulas obtenidas en las

micrografias, obteniendo su valor medio.

Figura 2.16. Microscopio electrénico de transmision Talos S200.
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2.4.5 Analisis dispersivo de energia de rayos X (EDAX)

La composicion quimica de las nanoparticulas se determino
conjuntamente con las medidas de TEM. Las muestras se analizaron
usando el mismo microscopio Talos S200 (FEI, EE.UU.) (Figura 2.16)
que tiene acoplado un complemento para realizar este tipo de analisis.
Los analisis se llevaron a cabo por duplicado en diferentes

nanoparticulas.

Este ensayo consiste en irradiar la muestra objeto de estudio con rayos
X. El haz de electrones llega a la muestra teniendo que atravesarla, en
este momento, los electrones acelerados interaccionan con los atomos de
los diferentes elementos que tenga la muestra. Mientras mayor sea el
radio de estos atomos, mas energia pierde el haz de electrones. Debido a
que el radio atdbmico es caracteristico de cada elemento, se puede obtener
el porcentaje en peso que se tiene de cada elemento en la regién
estudiada, a partir del célculo de la pérdida de energia del haz de

electrones en cada punto (Warren, 1990).
2.4.6 Microscopia electronica de barrido (SEM)

La nanoestructura y distribucién de tamafio de las nanoparticulas, asi
como su aglomeracion, se evaluaron mediante microscopia electronica
de barrido. Para ello, las nanoparticulas fueron primero recubiertas con
una fina capa paladio/oro (< 2 nm) y se montaron en una pieza de bronce
para mejorar su conductividad eléctrica y, asi, mejorar la calidad de las
imagenes obtenidas. Inmediatamente después, la muestra se observo
mediante un microscopio electrénico de barrido Zeiss EVO (EE.UU.)
como el mostrado en la Figura 2.17. Este equipo incide a la muestra con

un haz de electrones con un voltaje de aceleracion de 10 kV y detecta los
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electrones secundarios que la muestra desprende para generar una
imagen de la misma. Por Gltimo, se utilizd el programa Image-J para
obtener el tamafio medio de particula. Para ello, se realizaron 100
medidas de las particulas obtenidas en las micrografias, obteniendo su

valor medio.
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Figura 2.17. Microscopio electrénico de barrido Zeiss EVO.

2.4.7 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
(FTIR)

La estructura quimica e interacciones de las nanoparticulas
sintetizadas fueron determinadas mediante un espectrometro FTIR
Nicolet iS50 (ThermoFisher Scientific, EE.UU.) (Figura 2.11) con un
detector de reflectancia total atenuada (ATR). En este caso, el espectro
infrarrojo se obtuvo como una media de 100 escaneres a una longitud de

onda entre 4000-650 cm™ con un paso de 4 cm™,
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2.5 Procesado de las matrices bioplasticas

El procesado de las matrices bioplasticas se llevo a cabo mediante dos
métodos termomecanicos diferentes: extrusion y moldeo por inyeccion
(Figura 2.18). Estas dos técnicas se seleccionaron debido a su alto uso en
la elaboracion de plasticos convencionales (Vlachopoulos y Strutt,
2003), lo que podria facilitar el escalado de estas matrices bioplasticas a
nivel industrial. En ambos casos se utilizd6 como materias primas el
subproducto de soja y la glicerina, mezclandolos en una relacién 1:1.
Esta relacion fue seleccionada como la mejor relacién para obtener una

masa facilmente moldeable (Ferndndez-Espada et al., 2016).

—— )
Matrices

Extrusion (— . ., .
bioplasticas

SPI —
Mezclado Tratamiento
Gly E—

B Matrices dehidrotérmico
Inyeccion

[ bioplasticas

Tratamiento con
ultrasonidos

Figura 2.18. Esquema seguido durante el procesado de las matrices bioplasticas

2.5.1 Extrusion

En este caso, las materias primas fueron previamente homogenizadas
en un mezclador Kenwood (Reino Unido) durante 10 min a 50 rpm en
lotes de 100 g de mezcla. Esta mezcla fue procesada posteriormente en
una extrusora de tornillos paralelos Process 11 (ThermoFisher Scientific,
EE.UU.) (Figura 2.19A) que tiene un didmetro de tornillo de 11 mmy
una matriz cilindrica (4 mm de didmetro). Para ello, la velocidad de
alimentacion se mantuvo constante en 2,8 g/min. Tanto la velocidad del
tornillo, como el perfil de temperatura fueron seleccionados como los

parametros a evaluar en los diferentes capitulos para obtener las matrices
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bioplasticas cilindricas de 4 mm de didmetro. Este equipo cuenta con 8
zonas de temperatura diferentes (Figura 2.19B), aunque en este estudio
solo se utilizaron las 5 ultimas. Asi, la mezcla se someti6 a un perfil
térmico ascendente hasta llegar a la boquilla, para formar gradualmente
las matrices bioplasticas. Las matrices bioplasticas se obtuvieron usando
diferentes temperaturas de boquilla y velocidades de tornillo que se
definiran en cada capitulo. Sin embargo, cabe mencionar que a 80 °C no
se podrian obtener bioplasticos a una velocidad de tornillo mayor a 50

rpm.

Ny

8 7 6 -~ 4
Elemento > (HCTER00000H0RR RO

Seccion
16,5 mm ) [
/ SO < ~_ N 7 Tornillo de alimentacion de hélice larga
= = (2+1)x11mm=33m
Tornillos de alimentacién
175x 11mm=1815

Tornillo invertido Elementos de mezclado
1x 11mm 90°x4-> 11mm

Figura 2.19. A: Extrusora Process 11. B: Configuracion de la extrusorad

2.5.2 Moldeo por inyeccion

En este proceso también hay que distinguir dos subetapas consistentes
en un mezclado previo de las materias primas seguido de su procesado
mediante moldeo por inyeccion. El proceso de mezclado se llevd a cabo
en un mezclador Haake Polylab QC (Thermo Scientific, Alemania) como
el que se observa en la Figura 2.20A. Este mezclador esta provisto de
dos rodillos de tipo delta (Figura 2.20B) que giran en sentido inverso

dentro de una camara doblemente cilindrica. La camara de mezclado no
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se llena mas de un 90% de su capacidad para asegurar el buen
funcionamiento del equipo, introduciendo las sustancias sélidas primero

y luego las liquidas para conseguir la homogenizacion de la mezcla.

Figura 2.20. A: Mezcladora Haake Polylab QC. B: Rodillos tipo delta.

El mezclado se realiz6 durante 10 min a una velocidad de 50 rpm en
lotes de 60 g de mezcla, siendo estas las condiciones dptimas para esta
etapa de mezclado (Fernandez-Espada et al., 2016). Se utilizaron
condiciones proximas a las adiabéticas (evitando las transferencias de
energia durante el mezclado). Durante el mezclado, se recogieron datos
tanto del par de torsion (M), que se produce debido a la resistencia que
ofrece la muestra al movimiento de mezclado; como de la temperatura
del mezclador (T), observando que en estas condiciones la temperatura
de las mezclas va subiendo moderadamente sin alcanzar los 35 °C,
mientras que el par de torsion se mantiene practicamente constante,
presentando solamente un leve aumento. Este comportamiento asegura

que la mezcla no se estructura en la mezcladora.

La inyectora es el equipo que permite la formacion de las matrices
biopléasticas a través del moldeo por inyeccion. La maquina inyectora
utilizada para este estudio es un equipo a escala de laboratorio, que
difiere en algunas partes con la maquina usada a escala industrial. Se
trata de una inyectora MiniJet Piston Molding System Il (ThermoHaake,

Alemania) como se muestra en la Figura 2.21A.
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Figura 2.21. A: Inyectora MiniJet Piston Molding System I1. B: Configuracion de la
inyectora.
En este equipo, la mezcla es introducida en un cilindro termostatico (a
Teilindro) Y empujada a presion (Pinyeccion) Por un émbolo accionado por un
piston a través de una boquilla conectada al molde previamente calentado
(Tmoide) (Figura 2.21B). La temperatura tanto del cilindro como del
molde se controlan mediante resistencias eléctricas. Se obtuvieron
matrices bioplasticas de geometria rectangular (55 x 10 x 1 mm®) y
pajarita (tipo 1) ambas definida en la norma 1SO 527-2:2012 (AENOR,
2012). Después la mezcla inyectada en el molde se somete durante un
tiempo a una presion de compactacion determinada, que suele ser
inferior a la presion de inyeccién, hasta que se produce el curado
formandose asi la matriz bioplastica. En este sentido, se tendran que
definir las temperaturas de cilindro y molde utilizadas, asi como las
presiones y tiempos de inyeccidn y post-inyeccién. Estos parametros

serén concretados en cada capitulo.
2.5.3 Reforzamiento fisico de las matrices bioplasticas

Para mejorar las propiedades mecéanicas de las matrices bioplasticas
se llevaron a cabo dos reforzamientos fisicos diferentes tras su

procesado.
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2.5.3.1 Tratamiento dehidrotérmico (DHT)

El primer reforzamiento consistio en la adicion de un tratamiento
térmico. Asi, las matrices bioplésticas fueron sometidas a un paso
térmico a 50 °C en un horno convencional (Memmert, Alemania) (Figura
2.5). Laaplicacion de este paso, denominado tratamiento dehidrotérmico
(DHT), durante un tiempo prolongado (12-14 h) puede favorecer la
formacion de interacciones en la misma (Alvarez-Castillo et al., 2018).
Para estudiar el efecto de este paso con el tiempo de tratamiento en las
propiedades de la matriz bioplastica, se evaluaron diferentes tiempos (4
y 24 h).

2.5.3.2 Tratamiento con ultrasonido (US)

El segundo reforzamiento consistié en un tratamiento con ultrasonido
(US). EI tratamiento con US produce cavitacion localizada, lo que
facilita la desintegracion de las particulas (Karki, 2009), permitiendo el
reordenamiento de la estructura y, en consecuencia, mejorando las
propiedades mecanicas de las matrices bioplasticas. Para llevar a cabo
este experimento, las matrices bioplasticas, después de la etapa de
moldeo por inyeccion, se insertaron en bolsas de vacio. Luego, estas
bolsas con las matrices bioplasticas se sumergieron en un bafio de
ultrasonidos (JP Selecta) (Figura 2.22) a 50 kHz con 100 W (potencia) y
0,4 A (intensidad), utilizando agua como medio. En este caso también se
evalué el tiempo de tratamiento a los 5 y 45 min.

Figura 2.22. Bafio de ultrasonidos JP Selecta.
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Los tiempos seleccionados en ambos tratamientos (DHT y US) se
eligieron para lograr un cambio maximo en las propiedades de la matriz
biopléstica (tiempos largos) y un cambio menos radical (tiempos cortos)
para evaluar si todas las propiedades de las matrices bioplasticas cambian

uniformemente con la aplicacion del tratamiento.
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2.6 Caracterizacion de las matrices bioplasticas

Todas las matrices bioplasticas procesadas fueron caracterizadas para
evaluar las diferencias en sus propiedades. Antes de analizarlas, todas
ellas fueron sujetas a una etapa de estabilizacion a 25 °C y 53% de
humedad relativa por al menos 24 h para alcanzar el equilibrio de los
sistemas. Cabe destacar que las matrices bioplasticas obtenidas mediante
extrusion fueron trogueladas antes de su estudio mecénico para

normalizarlas.

2.6.1 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
(FTIR)

Los espectros infrarrojos de las diferentes matrices bioplasticas se
obtuvieron con la finalidad de evaluar los diferentes enlaces quimicos
presenten en las mismas. Para ello, se utilizé un espectrometro FTIR
Nicolet iS50 (ThermoFisher Scientific, EE.UU.) con detector de ATR
(Figura 2.11). Las medidas se obtuvieron en un rango de longitud de
onda comprendido entre los 4000 y 650 cm™ con un paso de 4 cm? y
realizando 100 escéneres de cada muestra. La agregacion de los
bioplasticos se calculd a partir de la intensidad de los picos de las amidas
I'y 11 (1600 y 1500 cm™, respectivamente), utilizando como referencia
los picos del subproducto de soja usado como materia prima (al que se
le asign6 un 0% de agregacion). La agregacion se refiere al enlace entre
dos grupos tioles para formar un grupo disulfuro. De esta forma, se
estabiliza la estructura secundaria de la matriz bioplastica (Hammann y
Schmid, 2014).
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2.6.2 Grupos sulfhidrilos

Las cadenas de proteinas forman enlaces disulfuro (S-S) para formar
los bioplasticos (Hammann y Schmid, 2014). De esta manera, medir los
enlaces S-S es una forma indirecta de predecir el grado de
entrecruzamiento de las matrices bioplasticas. Para medirlas, una
porcion de cada matriz bioplastica (6-7 mg) se introdujo en una
disolucién desnaturalizante (consistente en 0,086 mol/L de Tris base,
0,045 mmol/L de glicina, 10 g/L de SDS y 10 % p/v de 2-
mercaptoetanol). Posteriormente, se determinaron los grupos sulfhidrilos
libres y totales encontrados en las disoluciones, siguiendo los protocolos
propuestos por Beveridge et al. (1974) y Thannhauser et al. (1984),
respectivamente. Los enlaces S-S se obtuvieron indirectamente como la

mitad de la diferencia entre los grupos sulfhidrilos totales y libres.
2.6.3 Grado de entrecruzamiento

También se determind el grado de entrecruzamiento de las diferentes
matrices bioplasticas para evaluar la modificacion provocada por cada
método de procesado. Para ello, se determind la extractabilidad de
proteinas de cada sistema (Zarate-Ramirez et al., 2014). La
concentracion de proteinas extraidas corresponde con aquellas no
entrecruzadas en la formacion del bioplastico o entrecruzadas
fisicamente, por lo que puede usarse para evaluar el grado de
entrecruzamiento de los sistemas. Para evaluarlo, se prepard una
disolucion desnaturalizante fresca consistente en una mezcla de 0,086
mol/L de tris base, 0,045 mmol/L de glicina, 2 mmol/L EDTA, 10 g/L
de dodecilsulfato de sodio (SDS) a pH 6. Una porcion de cada matriz
bioplastica (6-7 mg) se sumergid6 en 10 mL de esta disolucion

desnaturalizante durante 2 h en agitacion magnética a 500 rpm. Tras estas
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2 h la matriz bioplastica se retir0 y se procedio a evaluar la proteina
disuelta en la disolucion, la cual corresponde con la proteina no
entrecruzada quimicamente. Esta fraccion de proteinas se determina a

través del método de Lowry modificado (Markwell et al., 1978).

Cabe recalcar que todo este procedimiento se realiza también con el
subproducto de soja (control) y con la disolucién desnaturalizante sin
ninguna matriz bioplastica (blanco). El grado de entrecruzamiento de
cada matriz bioplastica, corresponde con el porcentaje de proteina que
no se ha extraido tras la desnaturalizaciéon en la disolucion. De esta
forma, se estima en relacion con el control (0% entrecruzado) y el blanco

(100% entrecruzado) a traves de una recta de regresion (ecuacion 4).

. 100(Absorbancia muestra—Absorbancia control
Grado de entrecruzamiento (%) = ¢ - - ) (4)
Absorbancia blanco—Absorbancia control

2.6.4 Propiedades mecanicas

Ensayos dinamicos de flexion: estos ensayos se realizaron con la

finalidad de evaluar la estabilidad de las matrices bioplasticas a lo largo
del tiempo. Para ello, se utiliz6 un analizador dindmico-mecénico RSA3
(TA Instruments, EE. UU.), como el mostrado en la Figura 2.23A, con
una geometria dual cantilever Figura 2.23B. Esta geometria permite
realizar analisis dinamo-mecéanicos a materiales que no son rigidos. De
esta forma, la matriz bioplastica es sujetada por los extremos aplicandole
esfuerzos de flexion dindmica en el centro de la misma. En primer lugar,
se realizaron barridos de deformacion entre 0,002 y 2% a una frecuencia
constante de 1 Hz y 22 °C para obtener la deformacion critica (gcrit) de
las diferentes matrices bioplasticas. La deformacion critica es la ultima
deformacion en el intervalo viscoelastico lineal. Este intervalo

corresponde a aquel rango de deformacion que, al aplicarse, no
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ocasionan cambios irreversibles en el sistema. Luego, se realizaron
barridos de frecuencia entre 0,02 y 20 Hz a una deformacion constante
de 0,01% (por debajo de la deformacion critica) y 22 °C. En estos
ensayos se evalla el tiempo de recuperacion de las matrices bioplasticas
tras aplicarle un esfuerzo (o deformacion) constante. De esta forma, se
estudiaron los moédulos elastico (E”) y viscoso (E’’) en el intervalo de
frecuencia. Ademas, se evaluaron el modulo eléstico y la tangente de
pérdidas (tan & = E”’/E’) a 1 Hz (E’1 y tan 01, respectivamente) para

facilitar la comparacidn entre los sistemas.

Figura 2.23. A: Analizador dinamico-mecanico RSA3. B: Geometria dual cantilever.

Ensayos estaticos de traccién hasta la rotura: estos ensayos se

realizaron para evaluar la resistencia a la rotura de las diferentes matrices
bioplasticas siguiendo la norma ISO 570-2:2021 (AENOR, 2012). Para
ello, se utiliz6 una maquina universal de ensayo MTS Insight 10 kN
(Eden Prairie, EE.UU.) (Figura 2.24). De esta forma, los diferentes
sistemas se sometieron a una fuerza axial creciente con una tasa de
extension de 5 mm/min. Ademas de los perfiles de deformacidn-tension,
en estas pruebas también se evaluaron la tension maxima (Omax), €l

modulo de Young (E) y la deformacion a la rotura (€max).
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Figura 2.24. Maquina universal de ensayo MTS Insight 10 kN.

2.6.5 Carga de micronutriente

La cantidad de sal que contiene el mimcronutriente retenida en la
matriz bioplastica tras someterse durante 1 h a una inmersién en 300 mL
de agua destilada se midi6 con la finalidad de evaluar la liberacion
controlada de micronutriente. Para ello, la matriz bioplastica fue
analizada mediante espectrometria de emision atémica plasmatica
acoplada inductivamente (ICP-AES). En este sentido, las matrices
fueron sometidas a un pretratamiento de digestion &cida con acido nitrico
y peréxido de hidrogeno (relacion 7:1) con la finalidad de obtener una
muestra liquida que se pueda medir mediante ICP-AES. Una vez
pretratadas, las muestras pasaron a un espectrometro éptico de emision
SpectroBlue-TI (Spectro, Alemania) como el mostrado en la Figura 2.25.
En este equipo las muestras se aspiran mediante un nebulizador donde la
disolucion se dispersa en pequefias gotas convirtiéndose en un aerosol.
Una corriente de argon transporta este aerosol hasta una antorcha de
plasma con una geometria axial-radial y una energia de 1350 W, donde
se somete a una temperatura cercana a los 6000 K, disociandose en
atomos libres e iones que emiten a diferentes longitudes de onda

(caracteristicas de cada elemento) que son medidas y registradas por el
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equipo, pudiendo asi determinar cuantitativamente los elementos que

componen la muestra.

Figura 2.25. Espectrémetro dptico de emision SpectroBlue TI.

2.6.6 Capacidad de absorcion de agua

La capacidad de absorcion de agua se estimo de acuerdo al protocolo
marcado por la norma ASTM D570 ("ASTM D570-98: Standard Test
Method for Water Absorption Of Plastics”, 2005). De esta forma, las
matrices bioplasticas se introdujeron en un recipiente cerrado con 300
mL de agua destilada durante 24 h. La matriz biopléstica no debe tocar
las paredes del recipiente durante el ensayo para evitar que capte menos
agua por la zona de contacto con la pared. La capacidad de absorcion de

agua (CAA) se calcul6 mediante la ecuacion 5.

CAA (%) = =222 100 (5)

3

Donde m, es el peso de la matriz bioplastica después de la inversién
en agua durante 24 h y m5 es el peso del sistema seco tras pasar por un

tratamiento térmico a 105 °C durante 2 h.

Analogamente, se obtuvo la pérdida de material soluble (PMS)

durante el ensayo a través de la ecuacién 6.

PMS (%) = m%lm =100 (6)
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Donde m; es el peso de la matriz bioplastica antes del ensayo.

En la Figura 2.26 se puede observar un esquema del ensayo donde se
especifican cuales son cada uno de los pesos utilizados para los calculos.

my msy ms3
— —

Figura 2.26. Esquema del ensayo de absorcion de agua.

2.6.7 Microscopia electronica de barrido (SEM)

La microestructura de las matrices bioplasticas seleccionadas se
determiné segun el método descrito por Orawan et al. (Orawan et al.,
2006). Previamente, las muestras se recubrieron con una fina capa de
paladio/oro (Pd/Au) y se montaron en una pieza de bronce para mejorar
su conductividad eléctrica y, asi, mejorar la calidad de las imégenes
obtenidas. Inmediatamente después, las muestras se observaron usando
un microscopio electronico de barrido Zeiss EVO (Alemania) como el
mostrado en la Figura 2.17. Este equipo incide a la muestra con un haz
de electrones con un voltaje de aceleracion de 10 kV y detecta los
electrones secundarios que la muestra desprende para generar una
imagen de la misma. Asi, tiene una resolucion superior a la microscopia

Optica. En este trabajo se utilizaron magnificaciones entre 50 y 200.
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2.7 Procesado de matrices

Las matrices bioplasticas tienen una baja retencidn del micronutriente
debido a que la glicerina, que se libera rapidamente, arrastra a la sal fuera
del sistema (Jiménez-Rosado et al., 2018). De esta forma, es necesario
eliminar la glicerina del sistema. Para ello, se han estudiado diferentes
métodos para la incorporacion del micronutriente y liberacion de la
glicerina que aseguren la mé&xima retencion del micronutriente en la
matriz final para su posterior dosificacion. Los métodos estudiados se

resumen en la Figura 2.27 y se explican a continuacion.
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2.7.1 Método A: Incorporacion del micronutriente en la etapa de

mezclado

En este procedimiento, es necesario obtener, en primer lugar, las
matrices bioplasticas, utilizando el mismo protocolo seleccionado
anteriormente. En este sentido, SP1y Gly (relacion 1:1) se mezclaron con
un 10% en peso de sal que contiene el micronutriente durante 10 min a
50 rpm en el mezclador rotatorio Polylab QC (ThermoHaake, Alemania)
(Figura 2.20) en condiciones adiabaticas. Después de esta etapa de
homogenizacidn, las mezclas se sometieron a un moldeo por inyeccion
en una inyectora MiniJet Piston Injection Molding System Il
(ThermoHaake, Alemania) (Figura 2.21). En esta etapa, la mezcla se
introdujo en un cilindro a 40 °C y se sometio a una presion de inyeccion
de 600 bar durante 20 s, pasando a un molde a 90 °C. Posteriormente, la
muestra permaneciéo en el molde durante 300 s a una presion de
postinyeccion de 600 bar, obteniendo, asi, matrices bioplasticas. Una

explicacion mas detallada de este proceso se explica en la seccion 2.5.2.

Estas matrices bioplasticas fueron sometidas a un proceso de
reforzamiento fisico conocido como tratamiento dehidrotérmico. De esta
forma, los sistemas se sometieron a una temperatura de 50 °C en un horno
convencional (Memmert, Alemania) (Figura 2.5) durante 24 h. Esta
etapa fortalece las redes biopoliméricas ayudando a mantener la

estructura del sistema en las siguientes etapas.

El siguiente paso consistio en la eliminacion de la glicerina. Paraello,
los sistemas se sumergieron en 300 mL de agua destilada en un recipiente
cerrado durante 24 h. De esta forma, toda la glicerina se libera en el agua
debido a su caracter hidrofilico. Finalmente, las matrices himedas tras la

inmersion se sometieron a una etapa de congelacion a baja temperatura
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(-40 °C) durante 2 h para, posteriormente, colocarlas en un equipo de
liofilizacion (LyoQuest, Testlar, Espafia) (Figura 2.28) a -80 °C y vacio
durante 24 h. Esta etapa final tiene el objetivo de eliminar toda el agua
captada durante la inmersién mediante sublimacion de la misma. De esta
forma, se obtiene la matriz sin perder su integridad fisica. Cabe
mencionar que esta Ultima etapa se desarroll6 también mediante
tratamiento térmico a 50 °C (resultados no mostrados). Sin embargo, la
no presencia de glicerina en los sistemas hizo que esta perdiera su

integridad debido a la temperatura.

Figura 2.28. Equipo de liofilizacion LyoQuest.

2.7.2 Meétodo B: Incorporacion del micronutriente por

inmersion en una disolucion salina

En este caso, solo se mezclaron SP1y Gly (relacion 1:1) para obtener
las mezclas. El procedimiento para obtener las matrices bioplasticas es
similar al utilizado en el método A hasta el tratamiento dehidrotérmico,
pero sin la adicion de la sal que contiene el micronutriente. En este caso,
la inmersidn se realiz6 en una disolucién saturada de la sal que contiene
el micronutriente durante 2 horas donde la matriz eliminé la glicerina
debido a su afinidad con el agua y capto el micronutriente a la vez. Debe

mencionarse que, en este caso, un tiempo de inmersion mas largo no
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produjo ninguna incorporacion significativa de micronutriente adicional.
Finalmente, las matrices se secaron mediante liofilizacion como en el

método anterior.

2.7.3 Método A+B: Incorporacion del micronutriente en el

mezclado y la inmersion en una disolucién salina

Este método es una combinacion del método Ay B que se ha utilizado
como estrategia para aprovechar los beneficios de ambos. En este
sentido, SPI'y Gly se mezclaron con un 10% en peso de sal que contiene
el micronutriente, siguiendo el mismo protocolo que en el método A. Sin
embargo, la etapa de inmersion se realizo en una disolucion saturada de
la sal que contiene el micronutriente como en la etapa B. Finalmente, las

matrices se secaron mediante liofilizacién como en los casos anteriores.

2.7.4 Método C: Incorporacion del micronutriente por

inmersidn en dos etapas

Este proceso supone la inmersion del sistema en dos etapas
secuenciales. Para ello, SPI y Gly (en una relacion 1:1) se mezclaron,
inyectaron y sometieron a un tratamiento dehidrotérmico para obtener
matrices bioplasticas como se explica en los métodos anteriores.
Posteriormente, los sistemas se sometieron a una primera etapa de
inmersion durante 24 h en 300 mL de agua destilada, donde toda la
glicerina se libero al agua y una gran cantidad de agua fue absorbida por
la matriz. Luego, la matriz hinchada (con agua, pero sin glicerina) fue
sometida a una segunda etapa de inmersion, pero en este caso en una
solucion saturada de la sal que contiene el micronutriente, durante 2 h.

En esta etapa el micronutriente fue absorbido por la matriz. Finalmente,
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las matrices se secaron mediante liofilizacion como en los casos

anteriores.
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2.8 Caracterizacion de matrices dosificadoras

2.8.1 Propiedades fisicoquimicas

Finalmente, todas las matrices dosificadoras procesadas mediante los
protocolos del apartado anterior fueron caracterizadas para evaluar las

diferencias en sus propiedades.

2.8.1.1 Cinética de eliminacion del plastificante

Para determinar el tiempo de inmersidn necesario para eliminar todo
el plastificante, se midié la pérdida de material soluble (ecuacion 6) de
los sistemas con el tiempo. Para ello, se sumergieron los diferentes
sistemas en el medio de eliminacion del plastificante y se pesaron a

diferentes tiempos de inmersion.

Este parametro define la cantidad de materia que pasa del sistema al
medio, que puede ser una suma entre la parte soluble de la proteina, la
glicerinay parte de la sal que contiene el micronutriente. Este pardmetro
no se puede utilizar con precision para determinar cuanto de este se ha
perdido de cada componente, aunque se puede estimar el tiempo
necesario para perder la totalidad de la cantidad soluble, que
correspondera al tiempo necesario para la estabilizacion del peso del

sistema.

Para facilitar la estimacion del tiempo de inmersidn necesario, se
realizd6 un procedimiento de ajuste de los parametros obtenidos en

funcién del tiempo, utilizando la aplicacién de Matlab.

2.8.1.2 Analisis termogravimeétrico (TGA)
El anélisis termogravimétrico se llevo a cabo colocando las muestras

en un analizador termogravimétrico Q600 (TA Instruments, EE.UU.)
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(Figura 2.13) a 25 °C. La variacion de peso se midié mientras la
temperatura subia hasta 600 °C en una atmdsfera de nitrogeno. La
velocidad de calentamiento fue de 10 °C/min. Una explicacién mas

detallada de este ensayo puede leerse en la seccion 2.2.8.
2.8.2 Propiedades mecéanicas

Casa sistema se sometié a pruebas de compresion oscilatoria. Estos
ensayos se realizaron con la finalidad de evaluar la estabilidad de las
matrices a lo largo del tiempo. Para ello, se utiliz6 un analizador
dindmico-mecanico RSA3 (TA Instruments, EE. UU.), como el
mostrado en la Figura 2.23A, con una geometria de platos paralelos
(didmetro: 8 mm) (Figura 2.29). De esta forma, la matriz es introducida
entre los platos aplicandole esfuerzos de compresion en toda su
superficie. En primer lugar, se realizaron barridos de deformacion entre
0,002 y 2% a una frecuencia constante de 1 Hz y 22 °C para obtener la
deformacion critica (ecrit) de las diferentes matrices. La deformacién
critica es la ultima deformacion en el intervalo viscoelastico lineal. Este
intervalo corresponde a aquel rango de deformacion que, al aplicarse, no
ocasionan cambios irreversibles en el sistema. Luego, se realizaron
barridos de frecuencia entre 0,02 y 20 Hz a una deformacién constante
de 0,01% (por debajo de la deformacion critica) y 22 °C. En estos
ensayos se evalla el tiempo de recuperacion de las matrices tras aplicarle
un esfuerzo (o deformacion) constante. De esta forma, se obtuvieron los
valores del mddulo elastico (E’) y viscoso (E’’) en el intervalo de
frecuencia. Para facilitar la comparacion entre los sistemas se evalu6 el
modulo elastico y la tangente de pérdidas (tan 6 = E’’/E’) a 1 Hz para

cada uno de ellos (E’1 y tan 1, respectivamente).
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Figura 2.29. Geometria de platos paralelos de 8 mm de diametro.

2.8.3 Propiedades morfoldgicas

Por otro lado, se evaludé la microestructura y distribucion del

micronutriente de las distintas matrices.

2.8.3.1 Microscopia electronica de barrido (SEM)

La microestructura de las matrices se determind segun el método
descrito en la seccion 2.6.7. Brevemente, las muestras fueron recubiertas
con una fina capa de paladio/oro y se observaron en un microscopio
electronico de barrido Zeiss EVO (Alemania) (Figura 2.17) con un
voltaje de aceleracion de 20 kV. Se tomaron imagenes tanto en la
superficie de las matrices como en el interior de las mismas (cortandolas

y observandolas de canto).

2.8.3.2 Andlisis dispersivo de energia de rayos X (EDAX)

La distribucion de la concentracion de elementos para las matrices
estudiadas se analizd junto con los andlisis de SEM. Las muestras se
analizaron usando el mismo microscopio electronico Zeiss EVO
(Alemania) (Figura 2.17) que tiene acoplado un complemento para
realizar este tipo de analisis. Estas medidas se realizan con la finalidad
de detectar la cantidad de micronutriente depositado en la superficie e

interior de las matrices. Los analisis se llevaron a cabo por duplicado en
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diferentes zonas de las matrices, tanto en el interior como en la superficie
exterior. Una explicacién més exhaustiva de este ensayo se encuentra en

la seccion 2.4.3.
2.8.4 Propiedades funcionales

2.8.4.1 Micronutriente incorporado

La cantidad de micronutriente incorporado en la matriz se midid
mediante ICP-AES, siguiendo el mismo protocolo explicado en la
seccidn 2.6.5. De esta forma, las muestras fueron digeridas con acidos y,
posteriormente, analizadas mediante un espectroscopio ICP SpectroBlue
IT (Spectro, Alemania) (Figura 2.20).

2.8.4.2 Liberacion del micronutriente

La liberacion de micronutrientes de forma controlada es el principal
objetivo de estos sistemas. Se determiné utilizando dos protocolos
diferentes. En primer lugar, se evalu6 en agua siguiendo el protocolo
propuesto por Essawy et al. (2016). Para ello, los sistemas se
sumergieron en 300 mL de agua destilada. La liberacion de
micronutrientes se determin0 a traves de la conductividad electrolitica
que provoca en el medio en diferentes momentos, utilizando un equipo

EC-Metro BASIC 30 (Crison, Espafia) (Figura 2.30).
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Figura 2.30. Equipo EC-Metro BASIC 30.
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Por otro lado, también se evaluo la liberacion en suelo siguiendo el
protocolo propuesto por Gonzélez et al. (2015). De esta forma, los
sistemas fueron enterrados en suelo en tubos de vidrio (altura: 40 cm,
diametro: 20 mm), como se muestra en la Figura 2.31, y se regaron con
20 mL de agua cada 24 h (simulando un riego horticola intensivo de 20
L agua/m? de suelo). Se evalud la conductividad de los lixiviados
recogidos en cada riego, como en el caso anterior, en diferentes

momentos.

20 mL H,0/dia

Lixiviado
Figura 2.31. Configuracién experimental utilizada para las mediciones de liberacion en
suelo.

La conductividad esta directamente relacionada con la liberacion de
sal. De esta forma, cuando se mantiene constante, es porque toda la sal
se ha liberado por completo. Cabe mencionar que también se midio una
matriz de referencia (sin sal afiadida) y se us6é como linea base en los
diferentes sistemas, restando su conductividad para evaluar Unicamente

la liberacion de la sal. De esta forma, se calculd el porcentaje de
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liberacién de sal, considerando 100% de liberacién como valor maximo

de conductividad, y se representd en el tiempo (Ecuacion 7).

conductividad tiempo x

Porcentaje de liberacion (%) = 100 (7)

conductividad maxima

2.8.4.3 Capacidad de absorcion de agua

El método empleado para evaluar la capacidad de absorcion agua de
las diferentes matrices fue el mismo utilizado para las matrices
bioplasticas (seccion 2.6.6). Brevemente, se sumergieron las matrices en
300 mL de agua destilada durante 24 h, calculando la capacidad de
absorcion de agua y pérdida de material soluble a partir de las ecuaciones
5y 6, respectivamente.

2.8.5 Biodegradabilidad

La biodegradabilidad de los sistemas se midi6 enterrando las matrices
a temperatura ambiente en un medio de compostaje con una saturacién
en agua del 80% (2:1 tierras de cultivo: compost, la misma proporcion
de materiales inertes/organicos especificada por 1SO 20200 ("ISO
20200:2004. Plastics — Determination of the degree of disintegration of
plastic materials under simulated composting conditions in a laboratory-
scale test”, 2004). De esta forma, las muestras son degradadas por los
microorganismos del suelo. Cada sistema se desenterrd para ser
visualmente evaluados en diferentes dias, tomandose fotografias de
todos los sistemas para este fin. El ensayo finaliz6 cuando ninguna
porcion mayor a 1 mm pudo ser desenterrada (tiempo total de

biodegradacidn).
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2.8.6 Evaluacion en cultivos

Finalmente, se evalu6 la capacidad de estos sistemas para incorporar
micronutrientes en los cultivos. En este sentido, se utilizaron cultivos de
lechuga (Lactuca sativa) y pimiento dulce italiano (Capsicum annum).
En primer lugar, las semillas se germinaron durante 3 semanas para
seleccionar especimenes similares para la prueba. Las plantas
germinadas se trasplantaron a macetas de 2 litros, utilizando una
proporcion 6:2:1 de tierra comercial, arena y vermiculita,
respectivamente. Cada planta se sometié a un tratamiento diferente,
teniendo 4 repeticiones de cada tratamiento. Para los tratamientos con las
diferentes matrices, una matriz fue enterrada a 2 cm a la derecha de las
raices de la planta, utilizando una sola matriz por planta. Ademas,
también se incluyeron como referencias un control positivo (con
fertilizacion convencional de cada micronutriente que consiste en verter
cada sal directamente al suelo a una concentracion de 5 g/m? cada 14
dias) y un control negativo (sin ninguna fertilizacién) con el fin de
comparar el efecto de las matrices con cultivos fertilizados
convencionalmente y sin fertilizar. Todas las plantas se regaron hasta
saturacion cada dos dias, anotando el volumen de agua necesario.
Finalmente, se evaluaron los diferentes cultivos a los 40 dias (lechuga) o
a los 70 dias (pimiento dulce italiano. En primer lugar, se tomaron
fotografias de las plantas para su comparacién visual. A continuacion,
las plantas fueron desenterradas y posteriormente analizadas para medir
su peso fresco, tamafio (alto x ancho, alto x ancho), follaje (nimero de
hojas) y color (medido con un espectrocolorimetro Konika Minolta CM-
700D, obteniendo croma, tono y claridad, Figura 2.32). Ademas, los
micronutrientes asimilados por cada planta se determinaron mediante

espectroscopia de emision atdmica de plasma acoplado inductivamente
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(ICP-AES), siguiendo el mismo protocolo que para las matrices
bioplasticas (seccion 2.6.5). Para ello, las plantas fueron primero
digeridas en medio 4&cido y, posteriormente, analizadas en un
espectrometro ICP SpectroBlue TI1 (Spectro, Alemania) (Figura 2.25).

Sl

v

—

Figura 2.32. Espectrocolorimetro Konika Minolta CM-700D.

Cabe mencionar que se realiz6 también un estudio mas intensivo y en
profundidad del uso de matrices dosificadoras en cultivos de cebada. No
obstante, debido a la particularidad de los métodos utilizados en este

estudio, estos seran detallados en el mismo capitulo (Capitulo 6).
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2.9 Analisis estadistico

Se realizaron al menos tres replicados de cada muestra. El analisis
estadistico se obtuvo mediante un test de comparacion de medias (test de
t de Student) y realizando un analisis de varianza (ANOVA) asignando
un nivel de confianza del 95% (p <0,05). Este analisis se realiz6 mediante
el paquete estadistico SPSS18 de Excel (Microsoft, EE.UU.).
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Capitulo 3: Evaluacion del potencial de la
proteina de soja como materia prima para

elaborar matrices bioplasticas

Soja Aceite de soja

Subproducto rico en proteinas Matrices bioplasticas
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3.1 Introduccion

Las matrices bioplasticas son sistemas compuestos por biopolimeros
naturales y/o biodegradables que se utilizan en horticultura para la
liberacion controlada de fertilizantes o agua. Hoy en dia la mayoria de
las matrices bioplésticas utilizadas en horticultura son de 4cido
polilactico (PLA) y bio-polietileno (Bio-PE) (Siracusa y Blanco, 2020).
No obstante, el precio de estos bioplasticos es muy elevado comparado
con el de los plasticos comerciales que se pueden encontrar en el
mercado, pasando de los 0,57-1,59 €/kg de los plasticos convencionales
a los 1,14-21,50 €/kg de los bioplasticos actuales. Estos precios hacen
que los biopléasticos no sean competitivos en el mercado actual, limitando
su uso. Una alternativa para reducir este coste es el uso de subproductos
o residuos de la industria agroalimentaria, que son infravalorados y
ocasionan un importante impacto ambiental (Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, 2022). Esos
subproductos y residuos, que son ricos en proteinas, polisacaridos o
almidones, tienen un precio bajo, siendo candidatos potenciales para

producir matrices bioplasticas competitivas (Girotto et al., 2015).

La correcta eleccion del subproducto o residuo que componga la
matriz bioplastica usada como base en los sistemas de liberacidn
controlada es un punto determinante para el procesado. De esta eleccién
dependen las caracteristicas que las matrices posean para poder albergar
los fertilizantes y suministrarlos de forma apropiada durante todo el
tiempo de crecimiento del cultivo. En primer lugar, es importante que
estos subproductos o residuos tengan un alto porcentaje de biopolimeros,
por ejemplo, proteinas o polisacaridos. Las proteinas se componen de

aminoacidos unidos mediante enlaces peptidicos. Esta estructura se
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puede asimilar a un entramado polimérico donde las unidades repetitivas
son los mismos aminoécidos (Numata, 2020). Los polisacaridos se
componen de monosacaridos unidos repetitivamente mediante enlaces
glucosidicos, asimilandose también al entramado polimérico (Crini,
2005). De esta forma, mientras mayor sea el porcentaje de biopolimero
mas se asimilard a un plastico convencional. Por este motivo, de manera
general el uso de aislados aporta mejores propiedades plasticas que los
concentrados (Felix et al., 2017). No obstante, aunque se persigue
conseguir la mayor cantidad de biopolimero posible, los concentrados y
aislados usados también contienen otros componentes en porcentajes
minoritarios, como son la materia mineral (mayoritariamente fibra), los
lipidos y la humedad. Estos componentes también tienen una funcién en
los bioplasticos. En este sentido, los minerales actian como material de
relleno; y los lipidos y la humedad presentan cierto caracter plastificante,
haciendo que las propiedades de los bioplasticos no solo dependan de la
cantidad de proteina presente, sino de la relacion entre todos estos

componentes (Felix et al., 2017).

Muchos subproductos y residuos han sido investigados para la
realizacion de bioplasticos, como el maiz, el arroz, el gluten o el guisante
(Perez et al., 2016; M. Jiménez-Rosado et al., 2019; Marichelvam et al.,
2019; Alonso-Gonzélez, Felix y Romero, 2021). Entre todos, el aislado
proteico de soja (SPI) es una materia prima alentadora para la fabricacion
de matrices para el sector horticola. En primer lugar, el SPI ha sido
enormemente investigado debido a su gran contenido en acidos aspartico
y glutamico (Fernandez-Espada et al., 2019; Yamada et al., 2020), lo que
conjuntamente con su estructura globular, compuesta principalmente de
globulinas 7Sy 11S (Schwenke, 1988), mejora la capacidad de absorcion

de agua de los bioplasticos, teniendo asi un gran potencial en
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aplicaciones horticolas para el mejor aprovechamiento del agua.
Ademas, las proteinas tienen un alto porcentaje en nitrégeno, nutriente
primario para los cultivos. Por lo que su uso como materia prima para el
desarrollo de matrices bioplasticas genera un aporte extra de nutrientes
(Abedi et al.,, 2010). Finalmente, las proteinas se consideran
bioestimulantes vegetales por su capacidad para reducir el estrés abidtico
generado por las condiciones ambientales o la deficiencia de nutrientes
en el suelo (Colla et al., 2017).

Otro factor a tener en cuenta en esta materia prima es su
comportamiento térmico. La fabricacion de bioplasticos basados en
proteina comienza con un proceso de desnaturalizacion (Verbeek y Van
Den Berg, 2010). En este sentido, es necesario alcanzar esta temperatura
para que se pueda procesar la matriz bioplastica pero no sobrepasarla en
exceso para no degradar la proteina. Ademas, es importante que su
temperatura de transicién vitrea sea moderada para poder moldearlas sin
tener que usar condiciones extremas de presion y temperatura
(Hernandez-Izquierdo y Krochta, 2008). La temperatura de transicion
vitrea (Ty) se define como la temperatura a la que el polimero (o
biopolimero) disminuye su densidad, dureza y rigidez, comportandose
como un fluido (Michels et al., 2015). De esta forma, el biopolimero es
facilmente moldeable cuando se encuentra cerca de su Tgy. Por tanto,
resulta aconsejable moldear el biopléstico a una temperatura cercana a la
transicion vitrea para luego conformarlo a la temperatura de
desnaturalizacion. En este contexto, el SPlI empieza a formar
entrecruzamientos en sus cadenas proteicas debido a enlaces covalentes
entre 60 y 110 °C cuando se mezcla en una relacion 1:1 con glicerina

(plastificante) (Fernandez-Espada et al., 2016a), por lo que su procesado
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puede llevarse a cabo a temperaturas moderadas facilitando su

escalabilidad al nivel industrial.

Por otro lado, la competitividad de las matrices bioplasticas se ve
afectada por su método de procesado. En este sentido, la tecnologia
usada para procesar plasticos convencionales es de especial interés para
elaborar bioplasticos. Entre ellos se pueden encontrar estudios sobre
extrusion (Ottenhof y Farhat, 2004; Emin y Schuchmann, 2017;
Mercedes Jiménez-Rosado et al.,, 2019) o moldeo por inyeccién
(Mohanty et al., 2005; Adamy y Verbeek, 2013; Félix et al., 2016; Felix
et al., 2017). No obstante, el uso de técnicas convencionales conlleva la
incorporacion de etapas extras al procesado. Para que una matriz
bioplastica sea procesada mediante moldeo (termomoldeo o moldeo por
compresion) es necesario conseguir una masa moldeable. Esto se
consigue a través de la adicion de un plastificante. Asi, los bioplasticos
estdn compuestos principalmente por un biopolimero y un plastificante
(Carvajal-Pifiero et al., 2019). Para conseguir la homogenizacién de
ambos componentes y conseguir la masa es necesaria una etapa de
mezclado previa. En esta etapa también se pueden incorporar aditivos
para modificar las propiedades de las matrices (hanoarcillas, fibras, etc.)
(Bourny et al., 2017; Gamero et al., 2019). Por otro lado, los bioplasticos
también tienden a necesitar etapas de reforzamiento de la estructura para
conseguir las cualidades deseadas. En este contexto, el uso de técnicas
fisicas industrialmente adaptadas, como el uso de un tratamiento térmico
o0 con ultrasonidos esta ganando especial interés en el procesado de estos

productos (Alvarez-Castillo et al., 2018).

El objetivo global de este capitulo fue evaluar el potencial de un

subproducto rico en proteinas obtenido en la elaboracion de aceite de
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soja como materia prima para la elaboracion de matrices bioplasticas.
Para ello, se caracterizé el subproducto para conocer sus propiedades
fisicoquimicas. También se estudiaron las condiciones de procesado
Optimas para su procesado mediante moldeo por inyeccion y extrusion.
Ademas, se evalud el uso del tratamiento térmico y de ultrasonidos como

posibles etapas de entrecruzamiento.
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3.2 Materiales y métodos

En este capitulo se utilizaron como materias primas el subproducto
proteico de soja y la glicerina, manteniéndolos siempre en una
proporcion 1:1. Una descripcion mas detallada de estos productos esta
incluida en la seccion 2.1.1 y 2.1.2 del Capitulo 2 (Materiales y

métodos), respectivamente.

La Tabla 3.1 presenta un resumen de los ensayos llevados a cabo.

Tabla 3.1. Estudios realizados durante el desarrollo de matrices bioplasticas (Capitulo 3).

Estudio Tecnica de Técnica de caracterizacion
(seccién) proce_sgdo (seccidn)
(seccion)
Composicion quimica (2.2.1)
Composicion aminoacidica (2.2.2)
., Grupos sulfhidrilos (2.2.3)
Evaluacion ael Electroforesis (2.2.4)
subproducto de ] Solubilidad proteica (2.2.5)
soja (3.3.1) : —
Potencial- (2.2.6)
FTIR (2.2.7)
Comportamiento térmico (2.2.8)
FTIR (2.6.1)
Procesado de Grupos sulfhidrilos (2.6.2)
matrices Extrusion Grado de entrecruzamiento (2.6.3)
bioplasticas por (2.5.1) Propiedades mecénicas (2.6.4)
extrusion (3.3.2) Capacidad de absorcién de agua
(2.6.6)
Procesado de Grado de entrecruzamiento (2.6.3)
matrices Inyeccion Propiedades mecénicas (2.6.4)
bioplasticas por (2.5.2) Capacidad de absorcién de agua
inyeccion (3.3.3) (2.6.6)
., Grado de entrecruzamiento (2.6.3)
Evaluacion del I(nzygc;:)l(ln Propiedades mecéanicas (2.6.4)
refqrzamiento DHT. ('2 5.3.1) Capacidad de absorcion de agua
fisico (3.3.5) o (2.6.6)
oUS (25.3.2)
SEM (2.6.7)
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Durante la evaluacion de los diferentes procesados para desarrollar
matrices bioplasticas se utilizaron diferentes parametros. En el caso de
la extrusion, se selecciond una velocidad de alimentacion constante de
2,8 g/min. En la Tabla 3.2 se muestran los parametros seleccionados para
evaluar el efecto de la velocidad del tornillo y la temperatura de boquilla

en el procesado de matrices bioplasticas mediante extrusion.

Tabla 3.2. Parametros de extrusion usados.

) Perfil de temperatura (°C) T Velocidad
Sistemas f :
4 5 6 7 g (°C) tornillo (rpm)

80°C 40 70 70 80 80 80 50

100 rpm 100
95°C \ 150 rpm 40 70 80 95 95 95 150

| 300 rpm 300

115°C 40 70 80 95 115 115 300

125°C 40 70 80 85 125 125 300

135°C 40 70 80 115 135 135 300

Por otro lado, en la Tabla 3.3 se muestran los parametros
seleccionados para conseguir las matrices bioplasticas mediante
inyeccion. En este caso, las matrices bioplasticas se obtuvieron usando
diferentes temperaturas en el molde (de 70 a 130 °C) y tiempos de
compactacién o post-inyeccion (de 150 a 450 s). Los demas parametros
se mantuvieron constantes: temperatura del cilindro 40 °C, presion de

inyeccion de 600 bar durante 20 s y presion de compactacion de 200 bar.
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Sistemas

Tabla 3.3. Parametros de inyeccion usados.

Temperatura del molde

Tiempo de compactacion

(°C) (s)

' 150s 150
70°C | 300s 70 300
| 450 450

90 °C 90 300
130°C 130 300

116



3.3 Resultados

3.3.1 Evaluacion del subproducto de soja

En primer lugar, se evalué si el subproducto de soja era un buen
candidato para la formacion de matrices proteicas. Para ello, se llevo a

cabo una caracterizacion fisicoquimica del mismo.

3.3.1.1 Composicion quimica

La Tabla 3.4 muestra la composicion quimica del subproducto de
soja, que contiene un 91% en peso de proteinas. Este alto porcentaje
permite clasificar al subproducto como un aislado proteico, de acuerdo a
la clasificacion de Pearson (Pearson, 1983). Este elevado porcentaje en
proteinas favorece la formacion de la matriz bioplastica y contribuye a

mejorar sus propiedades mecanicas.

Tabla 3.4. Composicion del subproducto de soja.

Proteinas (% peso) . 91,0+1,0°
Lipidos (% peso) . 1,0+05"
Humedad (% peso) | 50+1.2
Cenizas (% peso) - 21%06°
Otros (% peso) | 0,9+4,7

Asimismo, este subproducto presento otros componentes minoritarios
(lipidos, humedad, cenizas, etc.). Muchos autores afirman que estos
componentes también pueden facilitar el procesado de las matrices
bioplasticas (Felix et al., 2017). En este sentido, los lipidos y el agua
actian como plastificantes, mejorando su procesabilidad. Las sales
contenidas en las cenizas pueden generar interacciones electrostaticas
entre las cadenas biopoliméricas. Finalmente, el aislado contiene

también una pequefia fraccion sin identificar que puede corresponder a
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fibras o polisacaridos, los cuales pueden también reforzar las matrices

bioplasticas como materiales de relleno (Mariana et al., 2021).

2.3.1.2 Composicion aminoacidica

Las propiedades de las matrices bioplésticas procesadas a partir de las
proteinas dependeran, en gran medida, de la estructura primaria de la
proteina, es decir, de los aminoacidos que presentan y su orden e
interacciones. La composicion aminoacidica del aislado proteico de soja

se observa en la Tabla 3.5.

Tabla 3.5. Composicion aminoacidica del aislado proteico de soja.

S - Concentracion (umol/l)
Aminoécido (Iniciales) umol/L %
Acido aspartico (Asp) 361,4 8,2
Treonina (Thr) 109,6 2,5
Serina (Ser) 46,2 1,0
Acido glutamico (Glu) 958,8 21,7
Glicina (Gly) 326,3 7,4
Alanina (Ala) 460,5 10,4
Cisteina (Cys) 73,7 1,7
Valina (Val) 261,3 59
Metionina (Met) 38,2 0,9
Isoleucina (lle) 193,6 4.4
Leucina (Leu) 379,2 8,6
Triptéfano (Trp) 1,0 <0,1
Tirosina (Tyr) 131,3 3,0
Fenilalamina (Phe) 186,5 4,2
Histidina (His) 59,8 14
Lisina (Lys) 248,1 5,6
Prolina (Pro) 343,5 7,8
Arginina (Arg) 234,3 5,3

Es importante que las proteinas usadas para la elaboracion de matrices
bioplasticas tengan cisteina en su composicion para que puedan formar
puentes de disulfuro (S-S) que refuercen la estructura de los sistemas, ya
que asocian intermolecularmente las cadenas proteicas (Verbeek y van

den Berg, 2009). Por otro lado, la lisina es el segundo aminoacido mas
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reactivo en las proteinas. Estas forman enlaces covalentes con la
dehidroalanina que son altamente estables a altas temperaturas,
permitiendo utilizar condiciones mas severas en el procesado de las
proteinas sin desnaturalizarlas (Baslé et al., 2010). Finalmente, cabe
recalcar el alto contenido en acido aspartico y glutamico que se obtuvo
en el andlisis de esta materia prima, los cuales son grandes absorbentes
de agua y le pueden conferir un gran caracter hidrofilico a las matrices
de bioplasticos (Cuadri et al., 2017).

3.3.1.3 Grupos sulfhidrilos

Los grupos sulfhidrilos también se muestran en la Tabla 3.6. El
aislado proteico de soja (subproducto de soja) presentd un alto contenido
de grupos sulfhidrilos totales (6422 mmol/g de proteina), lo cual se debe
a la presencia de aminoacidos como la cisteina y metionina. La mayoria
de estos grupos se mostraron como enlaces disulfuro (enlaces S-S),
generando unidades de proteina largas. Sin embargo, mostré una
cantidad importante de grupos sulfhidrilos libres, que podrian formar
nuevos enlaces S-S durante la fabricacion del bioplastico, mejorando su
conformacién. Esta cantidad de grupos sulfhidrilos totales y libres es
muy superior a la que se encuentra en otros aislados proteicos como el
guisante (Perez et al., 2016) o la albumina (Félix et al., 2014), lo que
podria mejorar la resistencia mecanica de las matrices bioplasticas
debido a que pueden crear nuevos enlaces S-S que refuercen la
estructura.

Tabla 3.6. Grupos sulfhidrilos libres y totales y enlaces disulfuro (S-S) (mmol/g proteina)

presente en el aislado proteico de soja.

Libres 019 + 147~
Totales 6422 + 9428
Enlaces S-S 2751 + 562¢
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3.3.1.4 Electroforesis

La electroforesis permite determinar las cadenas proteicas de una
muestra mediante su division en funcidn de sus pesos moleculares. La
electroforesis del aislado proteico de soja (Figura 3.1) mostré 12 zonas
distintas de pesos moleculares. No obstante, todas ellas fueron debidas a
las dos glicoproteinas que conforman la proteina de soja: la globulina 7S
o B-conglicina y la globulina 11S.

SAB pH2 pHI10

Alto peso . ’v“ w

lecular ! g i
mo e‘cu ar 2 <: g’ } Globulina 7S
- i ‘ } Acida
ad : 1 & Globulina 118
7
4 5 Basica
2 [SINh S B
i i 12 )
Bajopeso | -
molecular

Figura 3.1. Electroforesis del aislado proteico de soja. El patrén analitico “Protein Plus
Protein Standards” (SAB) se utiliz6 como referencia.

La globulina 7S esta formada por tres subunidades: o (75 kDa, 1), o’
(68 kDa, 2) y B (52 kDa, 3), que se pueden combinar en 7
conformaciones diferentes (o’ B, app, aa’p, aof, aaa’, aaa y BPR). En
este caso, parece que la combinacion preferida es a3, ya que las lineas
de sus pesos moleculares no se distinguieron entre si. Segun la literatura,
estas unidades no tienen enlaces disulfuro y tienen un contenido menor
de aminoéacidos azufrados y triptdéfano que la globulina 11S (Maruyama
et al., 2001). Por otra parte, la globulina 11S se organiza en hexameros,
que se subdividen en polipéptidos acidos (30 kDa, 4-5) y bésicos (20
kDa, 6-12). Todas las subunidades se pudieron distinguir tanto a pH

acido como basico, observandose que esta conformacion es estable a los
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cambios de pH. Esta distribucién de pesos moleculares también se

obtuvo en otros estudios sobre aislados de proteina de soja (Lu et al.,
2020).

3.3.1.5 Solubilidad proteica y potencial {

Los valores solubilidad y potencial { en funcion del pH para el aislado
proteico de soja se muestran en la Figura 3.2. La solubilidad presenta un
perfil en forma de U donde la solubilidad es mayor a valores de pH
extremos. Sin embargo, los valores de pH basicos generan mayor
solubilidad que los &cidos. Asi, la mé&xima solubilidad se alcanz6 a pH
10 aproximadamente (cercana al 100% de solubilidad). Por otro lado, la
solubilidad minima se alcanzé a un pH entre 4 y 5, siendo un 10%

aproximadamente.
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Figura 3.2. Solubilidad proteica y potencial { del aislado proteico de soja a diferentes valores
de pH.

Las mediciones de potencial { para los diferentes valores de pH
proporcionan informaciéon sobre el punto isoeléctrico. De esta manera, el
potencial eléctrico paso de valores positivos a negativos con el aumento
de los valores de pH, anuldndose para un valor de 4,5 (punto

isoeléctrico), que corresponde al valor donde la solubilidad del aislado
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proteico de soja es minima. Estos valores de solubilidad y potencial {
con el pH son similares a los obtenidos por otros autores, prediciendo su
comportamiento similar (Malhotra y Coupland, 2004; Gedde y
Hedenqvist, 2019).

3.3.1.6 FTIR

La estructura secundaria del aislado proteico de soja se muestra en su
perfil de FTIR (Figura 3.3). Los grupos amida son los de mayor
intensidad en el perfil infrarrojo, ya que son los picos mas caracteristicos
en las proteinas. De esta forma, se observa una banda a 3500-3000 cm™
correspondiente a las amidas Ay B y amida Il y dos picos a 1600 y 1500

cm correspondientes a las amidas 1y 1, respectivamente.

Aislado proteico de soja

041 A
Amidal  Amida II

O-H
AmidaAyB
Amida Il

Absorbancia (-)
o
N

0'0 1 1 1
4000 3000 2000 1000

Longitud de onda (cm™)

Figura 3.3. Perfil de FTIR del aislado proteico de soja.

Por otro lado, también se pueden observar picos caracteristicos de los
enlaces C-Hx (3000-2800 cmt), C-O-C (1100-990 cm™) y O-H (3500-
3000 cm™), los cuales estan presentes en las ramas de la cadena principal
(Tlrker-Kaya y Huck, 2017). Este perfil es similar al obtenido en
estudios previos, no mostrando picos atipicos, lo que significa que este
subproducto tiene las mismas caracteristicas que otros aislados de

proteina de soja utilizados hasta el momento (Wang et al., 2011).
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3.3.1.7 Comportamiento térmico

La Figura 3.4 muestra el comportamiento térmico del aislado proteico
de soja. La calorimetria diferencial de barrido (Figura 3.22A) muestra
una Unica transicion térmica, correspondiente a la temperatura de
transicion vitrea (Tg) del aislado, que se encuentra alrededor de 97 °C
(6Cp= 0,12 J/(g-°C)). Con respecto al analisis termogravimétrico (Figura
3.22B), se observaron dos pérdidas de peso caracteristicas: una a 25-120
°C correspondiente a la pérdida de humedad (5% en peso), y otra mayor

a 200-600 °C, correspondiente a la maxima tasa de degradacion de la

proteina.
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Figura 3.4. Calorimetria diferencial de barrido (A) y analisis termogravimétrico (B) del

aislado proteico de soja desarrollados de menor a mayor temperatura.

3.3.2 Procesado de matrices bioplasticas por extrusion

3.3.21FTIR

La Figura 3.5 muestra los perfiles de FTIR de cada matriz bioplastica
procesada. En todos los casos, el procesado de la matriz bioplastica
genera una disminucion de la intensidad de los picos de amida I y 11,
(1600 y 1500 cm?, respectivamente), lo que corresponde a un aumento

de la agregacion entre las cadenas proteicas.
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Figura 3.5. Perfiles de FTIR de las matrices bioplasticas procesadas a diferentes velocidades
de tornillo (A) y temperatura (B).

Estas diferencias en el grado de agregacion se pueden evaluar mejor
en la Tabla 3.7. Asi, el cambio en la velocidad del tornillo (Figura 3.5A)
y la temperatura de la boquilla (Figura 3.5B) genera diferentes grados de
agregacion. Respecto a la velocidad del tornillo, 150 rpm (95 °C) genera
un aumento moderado de la agregacion sin diferencias significativas, por
lo que parece que esta velocidad mejora la procesabilidad de la mezcla
para obtener la matriz bioplastica. Sin embargo, la matriz bioplastica
procesada a 80 °C y 50 rpm presenta el menor porcentaje de agregacion.
Esto podria deberse a que la matriz bioplastica se conformd solo
parcialmente. Ademas, cuanto mayor es la temperatura, mayor es la
agregacion de la matriz bioplastica. Sin embargo, a 125 °C parece
alcanzarse una maxima agregacion, que no puede mejorarse a 135 °C,
probablemente como consecuencia de que a esta temperatura se alcanza
la maxima estructuracion, por lo que un aumento de temperatura no

genera mas cambios estructurales en la matriz bioplastica.
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Tabla 3.7. Agregacion provocada en las diferentes matrices bioplasticas con los diferentes

parametros usados en extrusion. Las diferentes letras usadas como superindice evidencian

Temperatura (°C)

diferencias significativas (p <0,05).

Velocidad del
tornillo (rpm)

Agregacion (%)

80
95
115

125
135

3.3.2.2 Enlaces disulfuro

50
100
150
300
300
300
300

228
25bc
26°
24°
25bc
29¢
29¢

Los enlaces disulfuro de las diferentes matrices bioplasticas

procesadas se presentan en la Tabla 3.8. Estos enlaces presentan un

compartimiento similar a la agregacion de FTIR. En otras palabras, una

mayor agregacion significa que hay més enlaces disulfuro en el sistema.

Por tanto, la velocidad del tornillo no genera diferencias significativas,

mientras que un aumento de la temperatura favorece la formacion de

enlaces S-S. No obstante, cabe recalcar que todos los parametros

estudiados consiguieron aumentar la cantidad de enlaces disulfuro

encontrados en la materia prima.
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Tabla 3.8. Enlaces disulfuro (S-S) provocada en las diferentes matrices bioplasticas con los
diferentes parametros usados en extrusion. Los valores obtenidos para la materia prima
(SPI) han sido incluidos a efectos comparativos. Las diferentes letras usadas como
superindice evidencian diferencias significativas (p <0,05).

Sistemas
Velocidad del Enlaces S-S
Temperatura (°C) tornillo (rpm) (mmol/g proteina)

80 50 38057
100 3808?

95 150 3848°
300 3841°

115 300 3878°
125 300 3908¢
135 300 3972¢
SPI 2751

3.3.2.3 Grado de entrecruzamiento

El grado de entrecruzamiento de las diferentes matrices bioplasticas
se puede observar en la Tabla 3.9. Nuevamente se observa un
comportamiento similar al de la agregacion observada por FTIR y la
formacion de enlaces S-S. De esta forma, la velocidad del tornillo no
presenta diferencias significativas entre los sistemas. Por otro lado, un
aumento de la temperatura conlleva un aumento del grado de
entrecruzamiento generado, aunque se mantiene a partir de 115 °C,
posiblemente debido a la estructuracién de todos los grupos solubles de
la proteina. Sin embargo, existe una excepcion para el sistema procesado
a 80 °C y 50 rpm, que mostro la menor agregacion, pero un alto grado de
entrecruzamiento. Este comportamiento podria deberse a la temperatura
utilizada (80 °C) en el procesado de este sistema. En este caso, la
temperatura no permite una alta agregacion fisica, teniendo baja
intensidad en los grupos amida de FTIR, pero el mayor tiempo de

residencia de la masa en la extrusora (debido a la menor velocidad del
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tornillo, 50 rpm) genera una alta estructuracion quimica de los enlaces
formados.
Tabla 3.9. Grado de entrecruzamiento de las diferentes matrices bioplasticas con los

diferentes parametros usados en extrusion. Las diferentes letras usadas como superindice
evidencian diferencias significativas (p <0,05).

Sistemas
Temperatura Velocidad del Grado de entrecruzamiento (%)
(°C) tornillo (rpm)
80 50 77
100 72°
95 150 73°
300 72°
115 300 782
125 300 78°
135 300 78°

3.3.2.4 Propiedades mecanicas

Ensayos dindmicos de flexion

La Figura 3.24 muestra los modulos eléstico (E’) y viscoso (E’’)
frente a la frecuencia aplicada para las matrices bioplasticas procesadas
mediante extrusion con diferentes velocidades de tornillo (Figura 3.6A)
y temperaturas (Figura 3.6B). Cabe recordar que la matriz bioplastica
procesada a 80 °C se procesé con una velocidad de tornillo inferior (50
rpm). Todos los sistemas presentan una marcada dependencia con la
frecuencia. Este comportamiento, ya observado en trabajos anteriores,
esta relacionado con una extension elastica de las cadenas proteicas, que
se recuperan instantaneamente, por lo que no se alcanza la zona plastica
(Martinez et al., 2013; Jiménez-Rosado et al., 2021).
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Figura 3.6. Ensayos dinamicos de flexion de las matrices bioplasticas procesadas a
diferentes velocidades de tornillo y 95 °C (A) y diferentes temperaturas con 300 rpm (B).

Nota: El sistema procesado a 80 °C se proceso con una velocidad de tornillo de 50 rpm.

Las diferencias entre los sistemas se pueden evaluar mejor con la
comparacion de la deformacion critica (gcrit), €l modulo elastico y la
tangente de pérdidas a 1 Hz (E’1 y tan 1, respectivamente) que se
muestra en la Tabla 3.10. Con respecto a &crit, €l aumento de la velocidad
del tornillo o la temperatura reduce moderadamente los valores
obtenidos. Esto podria deberse al mayor grado de entrecruzamiento, que
dificulta la movilidad de la matriz bioplastica. Sin embargo, la matriz
bioplastica procesada a 80 °C y 50 rpm no sigue esta tendencia, siendo
el sistema con menor agregacion, aunque mayor Ecit. ESte
comportamiento permite concluir que es necesaria una minima
reticulacion para que la matriz bioplastica soporte alguna deformacién,
aunque un determinado grado de reticulacion también endurece las
matrices bioplasticas. En cuanto a E’1, un incremento de 100 a 150 o 300
rpm genera un ligero incremento en el valor de E’1. El aumento de
temperatura también genera un incremento significativo de los valores
de E’1 de 80 a 125 °C, el cual decrece a 135 °C. Sin embargo, la relacion
entre los modulos elastico y viscoso (tan 61) no mostré diferencias

significativas entre los sistemas, siendo todos estables (entre 0,2 y 0,3).
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Tabla 3.10. Parametros de flexién de las diferentes matrices bioplasticas procesadas por
extrusion. Las diferentes letras usadas como superindice en las distintas columnas

evidencian diferencias significativas (p <0,05).

Sistemas £
Temperatura Velocidad del | it (%) (MPla) tan 8; (-)

(°C) tornillo (rpm)

80 50 019+0,03¢ 26+74 0,25+0,05
100 0,30+0,02> 12+8® 0,27 £0,05'

95 150 0,19+0,03¢ 19+428 0,23 +0,04'
300 0,19+0,044 25+3% 0,23 +0,04'

115 300 0,19+0,03* 31+2° 0,23+0,03'

125 300 0,12+0,02¢ 57+3° 0,22+0,03

135 300 0,12 £0,02° 39+ 2F 0,21 +0,02'

Ensayos estaticos de traccion hasta la rotura

Los perfiles de esfuerzo/deformacion de las diferentes matrices
bioplasticas se muestran en la Figura 3.7. La velocidad del tornillo
genera un cambio en este perfil (Figura 3.7A). Asi, todas las matrices
bioplasticas presentan una zona elastica, donde la tension muestra un
comportamiento lineal con el aumento de la deformacion. A esta primera
zona le sigue una zona plastica hasta el punto de rotura, en el que se
observan dos efectos diferentes: (i) Las matrices bioplasticas procesadas
a 100 y 150 rpm presentan una zona de formacion de hilos (necking)
previa a la rotura. Esta zona soporta una deformacién prolongada (con
una respuesta constante del esfuerzo) antes de romperse; (ii) Las matrices
bioplésticas procesadas a 300 rpm sufren una rotura inmediata tras el
valor maximo del esfuerzo (sin formacion de hilos). Este ultimo
comportamiento es el seguido por todas las matrices bioplasticas
procesadas a diferentes temperaturas (Figura 3.7B). Estos resultados
podrian deberse al reforzamiento de la microestructura de la matriz
bioplastica al aumentar la temperatura (aumento de la agregacion,

puentes disulfuros y grado de entrecruzamiento), lo que genera un
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aumento de las propiedades viscoelasticas lineales y un desplazamiento
de la curva esfuerzo-deformacion hacia mayores valores de las
pendientes y del esfuerzo maximo. De esta forma, las muestras soportan

mayores deformaciones lo que conduce a sistemas con mayor tenacidad.
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Figura 3.7. Ensayos de traccion hasta la rotura de las matrices bioplasticas procesadas a

diferentes velocidades de tornillo y 95 °C (A) y diferentes temperaturas con 300 rpm (B).

Nota: El sistema procesado a 80 °C se proces6 con una velocidad de tornillo de 50 rpm.
Respecto a los diferentes parametros obtenidos durante la traccion
(Tabla 3.11), el cambio de la velocidad del tornillo no produjo
diferencias significativas en la deformacion a rotura (ecrit), Pero un
aumento en esta velocidad genera una reduccién del médulo de Young
(E), que es mas significativo a 300 rpm y sobre todo de la tensién méaxima
(omax), 10 que vuelve a ser un reflejo del cambio de comportamiento en
la rotura de la muestra. Sin embargo, el cambio de temperatura generd
mayores modificaciones, al igual que en los ensayos de flexion. En este
caso, omax Y E mostraron un aumento con la temperatura, mientras que
gcrit aumenta de 80 a 95 °C, pero disminuye a 115 °C recuperando valores
similares a 95 °C a temperaturas mas altas (125-135 °C). Estos resultados
podrian ser generados por el grado de entrecruzamiento de cada sistema
como se reporta en trabajos anteriores (Jansens et al., 2013; Zarate-
Ramirez et al., 2014). Como la velocidad del tornillo no modifico el

grado de entrecruzamiento de las matrices bioplasticas, no generé un
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aumento significativo en su resistencia mecanica. Sin embargo, la
temperatura aumentd dicho grado, provocando una mejora en la
resistencia mecanica de las matrices bioplasticas. Esto también es
consistente con los resultados obtenidos en la caracterizacion dinamo-
mecanica de las matrices bioplasticas, donde mayores temperaturas
condujeron a mayores maddulos elasticos. Este efecto con la temperatura
ya ha sido demostrado en trabajos previos, donde las matrices
bioplasticas basadas en proteinas fueron procesadas por extrusion
(Pommet et al., 2003; Mohanty et al., 2005; Verbeek y Van Den Berg,
2010) y otras técnicas (Zarate-Ramirez et al., 2011; Fernandez-Espada
et al., 2016b; Carvajal-Pifiero et al., 2019) siendo un parametro clave
para modelar las caracteristicas finales de la matriz bioplastica.
Tabla 3.11. Pardmetros de traccion de las diferentes matrices bioplasticas procesadas por

extrusion. Las diferentes letras usadas como superindice en las distintas columnas

evidencian diferencias significativas (p <0,05).

Sistemas . E .
Temperatura  Velocidad del
°C) tornillo (rpm) (MPa) (MPa) (mm/mm)
80 50 0,26 +£0,02¢ 30+4* 0,02+0,01?
| 100 0,18+0,03®> 11+1°> 0,08+0,02°
95 150 0,16+0,03* 10+2° 0,10+0,02°
| 300 0,04 £0,01° 5%2¢ 0,10 £ 0,02°
115 300 0,28 £0,028 23+49 0,05+0,01°
125 | 300 0,28+0,02¢2 21+2¢ 0,08+0,01°
135 300 0,70+£0,01¢ 32+2¢ 0,09+0,01°

3.3.2.5 Capacidad de absorcion de agua

La Figura 3.8 muestra la capacidad de absorcion de agua y la pérdida
de material soluble de las diferentes matrices bioplasticas procesadas. Un
incremento en la velocidad del tornillo (Figura 3.8A) solo generd un leve
aumento en la capacidad de absorcion de agua entre 100 y 150 rpm. Por

otro lado, un aumento de la temperatura (Figura 3.8B) produjo una
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disminucion significativa de esta capacidad. Asi, las matrices
bioplasticas pierden su capacidad superabsorbente (absorcion > 1000%)
a temperaturas superiores a 80 °C. De esta forma, una mejora en las
propiedades mecanicas (por ejemplo, un cambio en la tension méaxima
de 0,26 a 0,70 MPa) se acompafia de una disminucién de la capacidad de
absorcion de agua (hasta un 70%), reflejandose también en el indice de
hinchamiento evaluado visualmente (Figura 3.9). Asi, una mayor
capacidad de absorcion de agua produjo un mayor incremento en el
volumen de la matriz bioplastica himeda. Este comportamiento también
se observa en otras matrices bioplasticas, como el guisante (un cambio
de0,5a1,5 MPaen el esfuerzo méximo es simultaneo a una disminucién
del 64% en la capacidad de absorcion de agua) (Giosafatto et al., 2018),
gluten de trigo (la capacidad de absorcion de agua se redujo del 125 al
94% cuando la temperatura aumenta de 50 a 120 °C) (Jerez et al., 2007)
y salvado de arroz (la absorcién de agua cambia del 250 al 120% cuando
la temperatura aumenta de 100 a 150 °C) (Alonso-Gonzéalez, Felix,
Guerrero, et al., 2021).
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Figura 3.8. Capacidad de absorcion de agua y pérdida de material soluble de las matrices
bioplasticas procesadas a diferentes velocidades de tornillo y 95 °C (A) y diferentes
temperaturas con 300 rpm (B). Nota: El sistema procesado a 80 °C se procesd con una
velocidad de tornillo de 50 rpm. Las diferentes letras usadas evidencian diferencias
significativas (p <0,05).
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80 °C 95°C  95°C 95°C 115°C 125°C 135°C
50 rpm 100 rpm 150 rpm 300 rpm 300 rpm 300 rpm 300 rpm

Antes de la
absorcion

Después de
la absorcion

Figura 3.9. Aspecto visual de las matrices bioplasticas procesadas con diferentes condiciones
de procesado antes y después de la absorcién con agua.

En cuanto a la pérdida de material soluble, todos los sistemas
presentaron un valor cercano al 55%, que corresponde a la glicerina y
una pequefa cantidad de proteina que se solubiliza. Estos resultados
muestran que todos los sistemas se mantuvieron estables después de

absorber agua, pudiendo absorberla sin desintegrarse.
3.3.3 Procesado de matrices bioplasticas por inyeccion

3.3.3.1FTIR

Las matrices bioplasticas procesadas mediante moldeo por inyeccion
usando las condiciones descritas en la Tabla 3.3 pueden observarse en la
Figura 3.10.

150s 300s 450s 300s 300s
70°C 70°C 70°C 90°C 130°C

Figura 3.10. Aspecto visual de las matrices bioplasticas procesadas por inyeccién con
diferentes tiempos de compactacion y temperatura del molde.

La Figura 3.11 muestra los perfiles de FTIR de cada matriz bioplastica
procesada. En todos los casos, el procesado de la matriz bioplastica
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genera una disminucién de la intensidad de los picos de amida 1 y I,
(1600 y 1500 cm, respectivamente), lo que corresponde a un aumento
de la agregacion entre las cadenas proteicas.
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Figura 3.11. Perfiles de FTIR de las matrices bioplasticas procesadas a diferentes tiempos de
compactacion y 70 °C (A) y diferentes temperaturas de molde con 300 s (B).

Estas diferencias en el grado de agregacion se pueden evaluar mejor
en la Tabla 3.12. Asi, el cambio en el tiempo de compactacion (Figura
3.11A) y la temperatura del molde (Figura 3.11B) genera diferentes
grados de agregacion. Respecto al tiempo de compactacion, 300 s genera
un aumento moderado de la agregacion que no mejora al aumentar el
tiempo de compactacion hacia 450 s. En este sentido, parece que el
tiempo de compactacién ayuda a mejorar la agregacion de la matriz
bioplastica (ya que mejora de 150 s a 300 s), pero llega a un maximo a
partir del cual no provoca una mejor agregacién. En cuanto a la
temperatura del molde, un incremento en la temperatura provoca una
mayor agregacion en el sistema. En este sentido, la temperatura provoca

un efecto similar al ya observado mediante extrusion.
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Tabla 3.12. Agregacion provocada en las diferentes matrices bioplasticas con los diferentes
parametros usados en inyeccion. Las diferentes letras usadas como superindice evidencian

diferencias significativas (p <0,05).

Sistemas
Temperatura Tiempo de Agregacion (%)
molde (°C) compactacion (s)

150 152
70 300 20°

450 20P
90 300 24¢
110 300 27¢
130 300 29¢

3.3.3.2 Enlaces disulfuro

Los enlaces disulfuro de las diferentes matrices bioplasticas
procesadas se presentan en la Tabla 3.13. Estos enlaces presentan un
compartimiento similar a la agregacién de FTIR. En otras palabras, una
mayor agregacion significa que hay mas enlaces disulfuro en el sistema.
Por tanto, un aumento en el tiempo de compactacién como en la
temperatura del molde favorece la formacion de enlaces S-S, mejorando
la cantidad encontrada en la materia prima. De esta forma, sigue un
comportamiento similar a las matrices bioplasticas extruidas,
consiguiendo valores similares a los obtenidos con los sistemas

extruidos.
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Tabla 3.13. Enlaces disulfuro (S-S) provocada en las diferentes matrices bioplasticas con los
diferentes parametros usados en inyeccion. Los valores obtenidos para la materia prima
(SPI) han sido incluidos a efectos comparativos. Las diferentes letras usadas como

superindice evidencian diferencias significativas (p <0,05).

Temperatu raSIStema'SI'iempo de EnII/aces St- S
molde (°C) compactacion (s) (mmol/g proteina)

150 30522

70 300 3689°

450 3702°

90 300 3778°

110 300 3908

130 300 39474

SPI 2751f

3.3.3.3 Grado de entrecruzamiento

El grado de entrecruzamiento de las diferentes matrices bioplasticas
procesadas mediante inyeccion se muestra en la Tabla 3.14. Como se
puede observar, el tiempo de compactacién parece crear una notable
subida del grado de entrecruzamiento cuando se pasa de aplicar 150 a
300 s. Sin embargo, no se producen mejorias al aplicar mas tiempo. Este
comportamiento puede deberse a que es necesario un tiempo minimo
para permitir el completo entrecruzamiento fisico de las cadenas
proteicas. No obstante, al alcanzar el grado de entrecruzamiento maximo,
este no mejora, aungue la etapa de compactacion se prolongue. Por otra
parte, una mayor temperatura del molde si aumenta este grado de
entrecruzamiento proporcionalmente, como ocurria en extrusion. Esto
puede deberse a que la temperatura mejora el movimiento de las cadenas
proteicas (Ty de SPI 97 °C) favoreciendo su entrecruzamiento. Asi, el
moldeo por inyeccion puede conseguir un mayor grado de

entrecruzamiento que la extrusion a temperaturas menores.
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Tabla 3.14. Grado de entrecruzamiento de las diferentes matrices bioplasticas con los

diferentes parametros usados en inyeccion. Las diferentes letras usadas como superindice

evidencian diferencias significativas (p <0,05).

Sistemas
Temperatura Tiempo de Grado de entrecruzamiento (%0)
molde (°C) compactacion (s)

150 562
70 300 70°

450 70°
90 300 74¢
110 300 76¢
130 300 78°

3.3.3.4 Propiedades mecénicas

Ensayos dindmicos de flexion

La Figura 3.12 muestra los resultados de los ensayos de flexion de las

matrices bioplésticas procesadas usando los diferentes tiempos de

compactacién (Figura 3.12A) y temperaturas de molde (Figura 3.12B).

Al igual que ocurria con las matrices bioplasticas procesadas por

extrusion, todos los sistemas tienen dependencia de los médulos elastico

(E’) y viscoso (E’”) con la frecuencia. De esta forma, los valores de los

maodulos se incrementan a frecuencias mas altas. Esto demuestra la baja

resistencia de estos sistemas a los esfuerzos de flexion.
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Figura 3.12. Ensayos dinamicos de flexion de las matrices bioplasticas procesadas a
diferentes tiempos de compactacion y 70 °C (A) y diferentes temperaturas de molde con 300 s
(B).

En la Tabla 3.15 se encuentran recogidos los parametros de flexion de
los diferentes sistemas para mejorar su evaluacion. En primer lugar, se
puede observar que todos los sistemas tienen una tangente de pérdidas
(tan d1) inferior a 0,3, lo que destaca su fuerte carécter sélido. En cuanto
a la variacion del tiempo de compactacion, este es fundamental para
obtener una adecuada estabilidad conformacional, lo que se observa
claramente en el incremento de la deformacion critica (gcrit) Y modulo
elastico (E’1) de los sistemas al aumentar de 150 a 300 s. Sin embargo,
un mayor tiempo no mostro diferencias significativas en los parametros,
aunque si se observa una tendencia creciente de los mismos. Por otro
lado, el cambio en la temperatura del molde genera un aumento de los
valores E’1, y ecrit. ESto puede deberse al mayor entrecruzamiento de los

sistemas con la temperatura, que reduce la movilidad de los sistemas.
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Tabla 3.15. Parametros de flexion de las diferentes matrices bioplasticas procesadas. Las

diferentes letras usadas como superindice en las distintas columnas evidencian diferencias

significativas (p <0,05).

Sistemas
Temperatura Tiempo de €crit (%0) E’; (MPa) tan d:
molde (°C) compactacion (s)

150 0,12+0,03# 554 +10* 0,28 +0,01'
70 300 0,30 + 0,02° 601+1® 0,28 +0,01'

450 0,28 +0,04° 625+5° 0,28 +0,01'
90 300 0,32 +0,04¢ 820+10° 0,27 +£0,02'
110 300 0,32+0,01° 660+40° 0,27 +0,02'
130 300 0,34+0,02¢ 797 +25° 0,29 +0,03'

Ensayos estaticos de traccion hasta la rotura

En los perfiles esfuerzo/deformacidn, todos los sistemas presentan un
perfil similar donde se pueden observar dos zonas distinguidas: una
primera zona donde el esfuerzo tiene un comportamiento lineal frente a
la deformacion haciendo que el estado inicial del sistema se recupere si
se deja de aplicar dicha deformacion (zona elastica) y otra donde la
pendiente de la recta esfuerzo/deformacion disminuye imposibilitando la
recuperacion del estado inicial del sistema (zona pléstica). La
comparacion entre los sistemas puede realizarse a través de los arametros
caracteristicos del ensayo (Tabla 3.16). Como puede verse, entre 150 s y
300 s se observa un incremento del esfuerzo maximo (omax), de la
deformacion en la rotura (emax) y del mddulo de Young (E), aunque este
ultimo no resulta significativo. Este comportamiento esta relacionado
con el menor grado de estructuracion de la matriz bioplastica para un
tiempo de compactacion de 150 s. De hecho, el grado de
entrecruzamiento fisico entre las cadenas proteicas es inferior al resto.
Sin embargo, un aumento del tiempo de compactacion hasta 450 s no se

traduce en un mayor grado de entrecruzamiento como se comento
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anteriormente (Tabla 3.14). Asi, el Unico parametro que se modifica
significativamente entre 300 y 450 s es emax que Se reduce, indicando la
ineficacia de prolongar el tiempo de compactacion mas alla de 300 s para
mejorar las propiedades mecanicas, lo que hace que 300 s sea un tiempo
optimo.

Tabla 3.16. Parametros de traccion de las diferentes matrices bioplasticas procesadas por

inyeccién. Las diferentes letras usadas como superindice en las distintas columnas

evidencian diferencias significativas (p <0,05).

Sistemas . E e
Temperatura Tiempo de iy ma
molde (°C) | compactacion (s) (MPa) (MPa) — (mm/mm)

150 0,18+0,15* 5+3* 0,07+0,03*

70 300 0,82 +0,20° 7+1* 0,38+0,01°

450 0,74+0,16° 8+4* 0,15+0,05

90 300 1,37+0,21° 27+4> 1,00+0,32°

110 300 1,42 +0,15° 4+ 22 1,13+0,21°

130 300 2,73+0,30¢ 17+7° 1,47+0,30°

Por otro lado, el aumento del grado de entrecruzamiento fisico con la
temperatura del molde supuso un aumento en omax y €max aungque en este
ultimo caso las diferencias no son significativas entre 90 y 130 °C. El
efecto sobre el médulo de Young es el mismo entre 70 y 90 °C pero un
aumento posterior produce un efecto contrario, similar al o que sucede
con el mudulo elastico E’1 (Figura 3.30B). Este comportamiento parece
indicar que las temperaturas de moldeo mas altas que se mantienen
durante el periodo de compactacion pueden ejercer cierto efecto negativo
sobre la matriz, contrapuesto al de aumento en el grado de

entrecruzamiento fisico encontrado.

3.3.3.5 Capacidad de absorcion de agua
La Figura 3.13 muestra los resultados de las pruebas de capacidad de

absorcion de agua de los diferentes bioplasticos. Como se puede observar
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en la Figura 3.13A, las matrices bioplasticas procesadas a tiempos de
compactaciéon mas cortos que 300 s no soportaron las pruebas de
absorcion de agua, ya que se desintegraron cuando se introdujeron en
agua. Estos resultados podrian esperarse debido a las bajas propiedades
mecanicas obtenidas a las 150 s de compactacion, las cuales no fueron
suficientes para soportar el hinchamiento del sistema. Esto indica que las
matrices bioplésticas necesitan un tiempo minimo de formacion (curado)
después de su inyeccion para cumplir con las especificaciones
solicitadas. Entre 300 y 450 s de compactacion, no hubo diferencias
significativas en la capacidad de absorcién de agua y pérdida de material
soluble de los sistemas, aunque si hubo diferencias en las propiedades
mecanicas. Lo que hace intuir que es necesario cierta estructuracion para
conseguir que el sistema absorba agua sin desintegrarse, aunque la
variacion creada entre 300 y 450 s no es suficiente para modificar esta
capacidad de absorcion.
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Figura 3.13. Capacidad de absorcion de agua y pérdida de material soluble de las matrices
bioplasticas procesadas a diferentes tiempos de compactacion y 70 °C (A) y diferentes
temperaturas de molde con 300 s (B). Las diferentes letras usadas como superindice en las
distintas columnas evidencian diferencias significativas (p <0,05).

Por otro lado, un aumento en la temperatura de molde (Figura 3.13B),
implica un descenso en la capacidad de absorcion de agua de los

sistemas, pasando de tener una capacidad superabsorbente (>1000%) a
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70 °C a perderla a mas de 90 °C. Esto puede deberse al mayor
entrecruzamiento provocado por la temperatura del molde que
condiciona el hinchamiento de la matriz bioplastica. De esta forma, las
matrices bioplasticas con un mayor entrecruzamiento conducen a
sistemas con mejores propiedades mecanicas que son menos susceptibles
al hinchamiento, por lo que su capacidad de absorcion de agua es menor.
Sin embargo, su pérdida de material soluble se mantiene constante y
cercana al 60%, la cual corresponde a la glicerina que es liberada en el

agua, junto con una pequefia parte de la proteina soluble.
3.3.4 Comparacion de los diferentes procesados

Una comparacion de las matrices bioplasticas procesadas por
extrusion e inyeccién puede observarse en la Tabla 3.17. Ambos
procesados pueden provocar un grado de entrecruzamiento similar sobre

el aislado proteico de soja para formar las matrices bioplasticas.

Tabla 3.17. Parametros de las matrices bioplasticas procesadas por extrusion e inyeccion.

Parametros Extrusion Inyeccion

Grado de entrecruzamiento (%) 72-178 56 — 78
&crit (%0) 0,12-0,30 0,12-0,34
Flexion E’; (MPa) 12 - 57 554 — 820
tan ; (-) 0,21-0,27 0,27-0,29
Smax (MPa) 0,16-0,70  0,18-2,73

Traccion E (MPa) 5-32 427

gmax (MM/mm) 0,02-0,10 0,07-1,47
Capacidad de absorcion de agua (%) 470 - 1200 580 — 3000

Pérdida de material soluble (%) 55 - 60 55 - 60

Sin embargo, el moldeo por inyeccion permite obtener matrices
bioplasticas con mejores propiedades mecanicas (mayores €cqit y E’1 @
flexién y mayores omax Y €max @ traccion) y una capacidad de absorcion

de agua superior. De esta forma, aunque ambos procesados permiten
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obtener unas matrices bioplasticas con las propiedades adecuadas para
ser usadas como soporte para la liberacion controlada de fertilizante, el
moldeo por inyeccion podria presentar mayor versatilidad a estos

sistemas.
3.3.5 Evaluacion del reforzamiento fisico

Finalmente, se evaluo la posibilidad de afiadir una etapa posterior de
reforzamiento tras el procesado de la matriz bioplastica. Esta etapa tiene
el objetivo de mejorar las propiedades mecanicas de las matrices
bioplasticas procesadas a temperaturas mas moderadas sin empeorar de
manera drastica su capacidad de absorcion de agua. De esta forma, se
utilizd6 como matriz biopléstica de referencia aquella procesada por
inyeccidn con una temperatura de molde de 70 °C y con 300 s de tiempo
de compactacion. Esta matriz bioplastica se sometidé a un tratamiento
dehidrotérmico (DHT) a 50 °C o un tratamiento con ultrasonidos (US,
100 W) usando diferentes tiempos de aplicacion.

3.3.5.1 Grado de entrecruzamiento relativo

El grado de entrecruzamiento inducido por cada una de las etapas de
reforzamiento se muestra en la Tabla 3.18. Es importante mencionar que
en este caso se utilizd la matriz bioplastica de referencia (aquella
procesada con una temperatura de molde de 70 °C y un tiempo de
compactacién de 300 s sin etapa de reforzamiento) como control (0% de
entrecruzamiento). Asi, el grado de entrecruzamiento relativo es aquel
gue se debe Unicamente a la etapa de reforzamiento y no al moldeo por

inyeccion de la materia prima.
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Tabla 3.18. Grado de entrecruzamiento relativo de las diferentes matrices bioplasticas
sometidas a los diferentes tratamientos de reforzamiento: tratamiento dehidrotérmico (DHT)
y ultrasonidos (US). Las diferentes letras usadas como superindice evidencian diferencias
significativas (p <0,05).

Sistemas Grado de entrecruzamiento relativo (%)
. 4h i
5min 28
Us | 45 min 19°

Como se puede observar, el uso de un postratamiento prolongado (24
h de DHT 0 45 min de US) provoc6 un mayor grado de entrecruzamiento,
aunque sin diferencias significativas entra ambos tratamientos. Por otro
lado, a tiempos cortos, ninguno de los dos tratamientos indujo un alto
grado de entrecruzamiento. En este sentido, cabe sefialar que el
tratamiento de US necesita mucho menos tiempo para provocar el mismo
entrecruzamiento que el DHT (varios minutos en lugar de varias horas).
Este hecho podria ser determinante en su fabricacidn a gran escala ya
que un menor tiempo de procesado puede reducir los costos del producto
haciéndolo méas competitivo en el mercado (Fowler et al., 2006), siempre
que este menor tiempo de procesado no genere costos adicionales al
proceso. Por lo tanto, las dos alternativas parecen producir algin grado
de entrecruzamiento, siendo un método mas ecoldgico que la adicion de
otras sustancias quimicas (como el glutaraldehido) que pueden producir
contaminacion ambiental o toxicidad a las plantas. Sin embargo, seria
importante evaluar la huella de carbono que causan los diferentes
métodos de fortalecimiento fisico, ya que un exceso en su uso puede

causar problemas de calentamiento global.
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3.3.5.2 Propiedades mecanicas

Ensayos dindmicos de flexion

La Figura 3.14 muestra la evolucion del modulo elastico (E’) y
viscoso (E’’) en el rango de frecuencia estudiado en los ensayos de
flexion. Todas las matrices bioplasticas mostraron una dependencia de
los médulos con la frecuencia. Esta dependencia es mayor en las matrices
bioplasticas tratadas con US, ya que su pendiente es mas pronunciada
que en aquellas tratadas térmicamente, ademas de presentar valores de

E’ y E”” menores.
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Figura 3.14. Ensayos dindmicos de flexion de las matrices bioplasticas procesadas por
inyeccion (90 °C, 300 s) sometidas a los diferentes tratamientos de reforzamiento:
tratamiento dehidrotérmico (DHT) y ultrasonidos (US).

La Tabla 3.19 muestra los pardmetros caracteristicos de este ensayo.
Como se puede observar, el tratamiento dehidrotérmico mejora la
deformacion critica (ecrit) y el modulo elastico (E’1) de los sistemas,
mientras que un tratamiento con ultrasonidos los empeora. Estos
resultados incitan a pensar que un tratamiento prolongado con
temperatura genera un fortalecimiento de la matriz bioplastica
(Fernandez-Espada et al., 2016b; Alvarez-Castillo et al., 2018). Sin

145



embargo, el tratamiento de ultrasonidos, aunque induce un mayor grado
de entrecruzamiento que el sistema de referencia, parece producir
destruccidn estructural del entramado, dando lugar a una estructura con
agregados mayores pero con menor interaccion y, por tanto, mas débil.
En cuanto a la tangente de pérdidas (tan 61), Se mantuvo invariante y por
debajo de 0,3 en todos los sistemas analizados. Esto refleja el alto
caracter solido de los sistemas, que no se vio alterado por la inclusion de
una etapa adicional de reforzamiento. Este caracter solido también se
observo en estudios previos (Bourny et al., 2017; Perez-Puyana et al.,
2022)..
Tabla 3.19. Pardmetros de flexion de las diferentes matrices bioplésticas sometidas a los

diferentes tratamientos de reforzamiento: tratamiento dehidrotérmico (DHT) y ultrasonidos

(US). Las diferentes letras usadas como superindice en las distintas columnas evidencian
diferencias significativas (p <0,05).

Sistemas £crit (%0) E’; (MPa) tan 6,
Referencia 0,30 + 0,022 601 + 1A 0,28 + 0,01
4h 0,42 +0,03° 1050 + 2008 0,29 + 0,01
DHT

24 h 0,50 £ 0,02°¢ 1070 + 2008 0,28 + 0,01

5 min 0,22 +0,05¢ 160 + 40¢ 0,26 + 0,07

us

45 min 0,20 +0,07¢ 61 +1° 0,27 +0,10'

Ensayos estaticos de traccién hasta la rotura

Nuevamente, los perfiles esfuerzo/deformacion de las matrices
biopléasticas estudiadas tuvieron un perfil con dos zonas: una elastica y
otra plastica, como los observados anteriormente. La Tabla 3.20 muestra

el esfuerzo maximo (omax), €l modulo de Young (E) y la deformacion a
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la rotura (emax) de las diferentes matrices bioplasticas. El tratamiento
dehidrotérmico provocod una mejora en los tres parametros (Gmax, E Y
€max), aunque sin diferencias significativas entre los diferentes tiempos
de tratamiento. Sin embargo, el tratamiento con ultrasonidos no mejoré
significativamente ninguno de los parametros de traccion de la matriz
bioplastica, ni en tiempos cortos ni largos. Estos resultados sugieren que
un tratamiento con temperatura mejora las propiedades mecéanicas a
traccion de las matrices bioplasticas, siendo consistentes con los
resultados obtenidos en los ensayos de flexion. Asi, un tratamiento
térmico provoca un fortalecimiento de las uniones biopoliméricas,
mientras que un tratamiento con ultrasonidos las debilit6 (flexién) o no
modificd su comportamiento (traccion).
Tabla 3.20. Pardmetros de traccion de las diferentes matrices bioplasticas sometidas a los

diferentes tratamientos de reforzamiento: tratamiento dehidrotérmico (DHT) y ultrasonidos

(US). Las diferentes letras usadas como superindice en las distintas columnas evidencian
diferencias significativas (p <0,05).

Sistemas Smax (MPa) E (MPa) £max (MM/mm)
Referencia 0,82 £ 0,202 7+12 0,38 £ 0,012
4h 3,00 +0,75° 18+ 1° 1,60 +0,25°
DHT

24 h 3,50 + 1,50° AN 1,15 +0,20°

5 min 0,75 £ 0,202 8+1° 0,45 £ 0,202

UsS

45 min 15+0,252 6+1° 0,52 £0,152

3.3.5.3 Capacidad de absorcion de agua
Las medidas de la capacidad de absorcién de agua y la pérdida de
material soluble se muestran en la Figura 3.15. Considerando la pérdida

de material soluble, no hubo diferencias significativas entre los sistemas,
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donde en todos los casos se pierde toda la glicerina, por su caracter

hidrofilico, y la parte soluble de la proteina (alrededor del 10% en peso).
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Figura 3.15. Capacidad de absorcion de agua y pérdida de material soluble de las matrices
bioplasticas sometidas a los diferentes tratamientos de reforzamiento: tratamiento
dehidrotérmico (DHT) y ultrasonidos (US). Las diferentes letras usadas como superindice en
las distintas columnas evidencian diferencias significativas (p <0,05).

Por otro lado, hubo grandes diferencias entre la capacidad de
absorcion de agua de las diferentes matrices bioplasticas. El tratamiento
dehidrotérmico provoco una disminucién de la capacidad de absorcion
de agua de las matrices biopléasticas, que es mas significativa conforme
se aumenta el tiempo de este tratamiento. Sin embargo, no se pierde la
funcionalidad superabsorbente del bioplastico. Estos resultados
muestran que, si bien existe un fortalecimiento del sistema, mejorando
sus propiedades mecénicas, este no se consolidd lo suficiente. En
consecuencia, las matrices bioplasticas podrian hincharse para retener
una mayor cantidad de agua cuando se aumenta la temperatura del molde

en el estudio anterior.

El tratamiento de ultrasonidos también empeord la capacidad de
absorcion de agua de las matrices bioplasticas, que quedaron al limite de

ser considerados superabsorbentes. Estos resultados no son consistentes
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con los obtenidos en estudios previos (Alvarez-Castillo et al., 2018), ya
que estos predijeron que las propiedades mecénicas de las matrices
bioplasticas estaban intimamente ligadas con su capacidad de absorcion
de agua, la cual empeora cuando mejores propiedades mecanicas
presentan los sistemas. En este caso, esta prediccion no se cumple, lo que
puede deberse a la modificacion estructural producida por el tratamiento
US que se comentd anteriormente. Asi, la proteina pierde su capacidad
de crear puentes de hidrogeno con el agua, lo que empeora su capacidad

de retencion.

3.3.5.4 SEM

Se realizaron imagenes de SEM de los diferentes sistemas antes y
después de los ensayos de la capacidad de absorcion de agua. Las
imagenes de las matrices bioplasticas antes (A, By C) y después (A’. B’
y C’) de la inmersion en agua se pueden ver en la Figura 3.16. Antes de
la absorcion de agua, los diferentes tratamientos realizados sobre los
bioplasticos repercutian en la microestructura de los sistemas. El sistema
de referencia (A) fue el que presentdé un mayor nimero de poros, los
cuales también fueron mas grandes que en el resto de los sistemas. Esto
se debe a la menor estructuracion de las matrices bioplasticas. Esta
menor estructuracion indujo una mayor capacidad de absorcion de agua,
con el consiguiente hinchamiento y apertura de la estructura reflejado en
el aumento en el nimero y tamafio de los poros en la microestructura
(A”).
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Antes

Después

Figura 3.16. Imagenes de SEM de las matrices bioplasticas sometidas a los diferentes
tratamientos de reforzamiento. A, A’: Matriz bioplastica de referencia. B, B’: tratamiento
dehidrotérmico (DHT). C, C’: tratamiento con ultrasonidos (US).

Por otro lado, cualquier adicion de una etapa de reforzamiento condujo
a una estructura menos porosa (B y C), probablemente debido al refuerzo
producido por el entrecruzamiento logrado. Asi, la aplicacion de un
tratamiento dehidrotérmico provocé una reduccion en el tamarfio de los
poros de la matriz bioplastica (B), con el consiguiente menor
hinchamiento durante la absorcion (B’). Por este motivo, se reduce la
capacidad de absorcion de agua en estos sistemas. En cuanto a la matriz
bioplastica sometida al tratamiento con ultrasonidos (C), se puede
observar que el US provocd una modificacion de la microestructura
respecto al sistema de referencia, presentando un gran ndmero de
pequefios poros que no variaron tras la inmersion en agua (C’). Esta
modificacion, provocada por el tratamiento US conduce a una estructura
mas fraccionada que la obtenida con el DHT, antes de la etapa de
absorcion. Esto viene a refrendar la disminucion de interconectividad

entre los agregados mencionada anteriormente.
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3.4 Conclusiones

El subproducto de soja demostrd6 su potencial para producir
bioplasticos. De esta forma, su componente mayoritario es la proteina,
por lo que puede ser considerado como un aislado proteico. Ademas, es
un biopolimero de especial interés para el procesado de matrices
bioplasticas con uso en horticultura. Conjuntamente, esta materia prima
no presenta grandes impurezas ni desnaturalizaciones que dificulten su

uso como materia prima para la elaboracion de matrices bioplasticas.

Respecto al procesado de matrices bioplasticas, tanto la extrusion
como la inyeccion permitieron la obtencion de sistemas con buenas
propiedades. La extrusién permite obtener matrices bioplasticas con
diversas propiedades mecénicas y capacidad de absorcién de agua a
través del perfil de temperatura y cizalla utilizados. De esta forma, un
incremento en la temperatura permite producir matrices bioplasticas con
mejor resistencia mecanica, aunque con peor capacidad de absorcién de

agua.

Analogamente, la inyeccion permite obtener matrices bioplasticas con
mejor resistencia mecanica y capacidad absorcién de agua que la
extrusion. En este caso, es necesario un tiempo de compactacion minimo
para que se procese la matriz bioplastica (>150 s) con unas propiedades
minimas para poder absorber agua sin desintegrarse. Ademas, como en
el caso de la extrusion, el aumento de la temperatura (en este caso en el
molde) permite mejorar las propiedades mecanicas de las matrices

biopléasticas, aunque reduce la capacidad de absorcion de agua.

Por otra parte, una etapa adicional de reforzamiento fisico puede

permitir mejorar las propiedades finales de las matrices bioplasticas. En
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este sentido, el tratamiento dehidrotérmico genera un entrecruzamiento
fisico de las cadenas proteicas lo que mejora las propiedades mecénicas
de los bioplésticos sin alterar en gran medida su capacidad de absorcion
de agua, permitiendo que mantengan su capacidad superabsorbente. Por
otro lado, el tratamiento con ultrasonidos provoca una agregacion de las
proteinas que genera un cambio en la estructura de la matriz bioplastica
con una disminucion en la capacidad de absorcion de agua y un
empeoramiento de las propiedades mecanicas. Por lo que no es un
tratamiento adecuado para reforzar estos materiales a base de proteina de

soja.

Finalmente, este capitulo abre la posibilidad de crear matrices
bioplasticas biodegradables, sostenibles y competitivas a partir de un
subproducto agroalimentario como es el aislado proteico de soja,
haciendo que el consumo de pléasticos sea mas limpio sin crear problemas

de contaminacion.
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3.5 Concluding remarks

The soybean by-product demonstrated its potential to produce
bioplastics. In this way, its main component is protein, so it can be
considered a protein isolate. In addition, it is a biopolymer of particular
interest for the processing of bioplastic matrices that can be used in
horticulture. Furthermore, this raw material does not have large
impurities or denaturation that hinder its use as raw material for the

production of bioplastic matrices.

Regarding the processing of bioplastic matrices, both extrusion and
injection allow for obtaining systems with good properties. Extrusion
permits the obtention of bioplastic matrices with different mechanical
properties and water absorption capacity through the temperature used.
In this way, an increase in temperature allows the production of
bioplastic matrices with better mechanical resistance, although with

poorer water absorption capacity.

Similarly, injection allows obtaining bioplastic matrices with better
mechanical resistance and water absorption capacity than extrusion. In
this case, a minimum post-injection time is necessary for the bioplastic
matrix to be processed (>150 s) with minimum properties to be able to
absorb water without disintegrating. In addition, as in the case of
extrusion, the increase in temperature (in this case in the mold) improves
the mechanical properties of bioplastic matrices, although it reduces their

water absorption capacity.

On the other hand, an additional stage of physical strengthening can
improve the final properties of the bioplastic matrices. In this sense,

dehydrothermal treatment generates a protein crosslinking that improves
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the mechanical properties of bioplastics without significantly altering
their water absorption capacity, allowing them to maintain their
superabsorbent capacity. On the other hand, the ultrasound treatment
causes a protein aggregation which produces a change in the structure of
the bioplastic matrix with a decrease in the water absorption capacity and
a worsening of the mechanical properties. Therefore, it is not a suitable
treatment to reinforce these materials based on soy protein.

Finally, this chapter opens the possibility of creating sustainable and
competitive bioplastic matrices from an agri-food by-product such as soy
protein isolate, making the consumption of plastics cleaner without

creating pollution problems.
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4.1 Introduccion

En 2020, la produccion horticola mundial alcanzé los 3910 mil
millones de euros. Esta produccion fue aproximadamente un 13%
superior a la de 2015 (Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacién y la Agricultura, 2022). Este crecimiento de la explotacion
horticola esta asociado a una excesiva degradacion del suelo, que no
puede regenerarse (Feng et al., 2017).

Esta regeneracion se potencia mediante el uso de fertilizantes y
sustratos que contienen los nutrientes necesarios para el crecimiento
exitoso del cultivo deseado (Jin et al., 2011). Los nutrientes se
incorporan a los sustratos en forma de sales. Una de las caracteristicas
mas importantes de estos fertilizantes es su alta solubilidad en agua, la
cual es necesaria para la asimilacién de las plantas. Sin embargo, esta
alta solubilidad se convierte en un problema debido a la baja asimilacion
de estos nutrientes por parte de las plantas. De esta forma, las sales no
asimiladas por las plantas se solubilizan con el riego o agua de lluvia 'y
acaban lixiviandose, provocando la contaminacion del subsuelo y aguas
subterraneas por exceso de nutrientes (Kondraju y Rajan, 2019; Sanchez-
Hernandez, 2019).

Para mejorar la eficiencia de los fertilizantes, varios trabajos han
propuesto incorporarlos en sistemas de liberacién controlada (Castro-
Enriquez et al., 2019; Daitx et al., 2019; Kong et al., 2019). Estos
materiales pueden liberar fertilizantes de manera controlada, siendo
mejor asimilados por las plantas. Ademas, estos sistemas de liberacion
controlada pueden fabricarse a partir de subproductos o residuos ricos en
proteinas de la industria agroalimentaria. Estos materiales podrian

utilizarse sin poner en riesgo la seguridad alimentaria, siendo una fuente
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de materia prima renovable y relativamente barata (Abdelmoez y
Yoshida, 2007). En este contexto, el aislado proteico de soja, derivado
del aceite de soja, es una de las materias primas mas interesantes por su
alto caracter hidrofilico, que permite que las matrices bioplasticas
retengan agua y la suministren de forma controlada, mejorando el ciclo
del agua, lo que es un gran valor afiadido en horticultura (Capezza et al.,
2019; Jiménez-Rosado et al., 2019).

Las propiedades de estas matrices bioplasticas a base de soja pueden
controlarse mediante las tecnologias y condiciones de procesado
utilizadas. Entre las técnicas de procesado, el moldeo por inyeccion
(Fernandez-Espada et al., 2019; Aguilar et al., 2020) y la extrusion (Liu
etal., 2010; Verbeek y Van Den Berg, 2010) han sido las mas utilizadas.
No obstante, es necesario investigar la influencia que podria tener la
incorporacion de sales con nutrientes en estas matrices bioplasticas y

optimizar las condiciones de procesado Optimas para estos sistemas.

Todas las ventajas comentadas sobre las matrices bioplasticas de soja
y su versatilidad en el procesado hacen de estos materiales un atractivo
candidato para la incorporacién de micronutrientes esenciales para el
desarrollo de las plantas en horticultura. Los micronutrientes son
elementos que las plantas necesitan en pequefias cantidades. Entre ellos,
el zinc es uno de los micronutrientes mas deficientes en el suelo y el que
mas esta sufriendo la intensificacién de la agricultura, ya que es
dificilmente reemplazable en el suelo (Hussain et al., 2012). Este
micronutriente es crucial para el correcto desarrollo de las plantas y, por
tanto, para el rendimiento de los cultivos. Aunque se requiere en
cantidades muy pequefias (15-20 mg/kg de cultivo), el zinc es necesario

para la produccion de las hormonas del crecimiento y el alargamiento de
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entrenudos. Ademas, el zinc activa enzimas responsables de ciertas
proteinas y se utiliza en la sintesis de la clorofila y algunos carbohidratos
(Uchida, 2000; Navizaga et al., 2017). El zinc se suele incorporar en
forma de sal, siendo la mas comun el sulfato de zinc, lo que genera
grandes problemas de contaminacion debido a su alta solubilidad en agua
(Martinez y Motto, 2000).

El objetivo global de este capitulo fue la incorporacion de zinc
(micronutriente) en las matrices bioplasticas de soja estudiadas en el
capitulo anterior. Para ello, se optimizd las condiciones utilizadas
durante el procesado de las matrices bioplasticas con el zinc incorporado.
Ademas, se evaluo la concentracion de zinc a incorporar, asi como la
mejor sal para hacerlo. Finalmente, se optimizo el proceso para conseguir

las matrices con las mejores propiedades funcionales.
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4.2 Materiales y métodos

Para la elaboracién de la matriz biopléstica se utiliz6 como materias
primas el subproducto proteico de soja y la glicerina, manteniéndolos
siempre en una proporcion 1:1. Una descripcién mas detallada de estos
productos estd incluida en la seccion 2.1.1 y 2.1.2 del Capitulo 2
(Materiales y métodos, respectivamente). Ademas, todas las sales de zinc
mencionadas en la seccién 2.1.3 fueron evaluadas en el presente capitulo

para incorporar zinc (micronutriente) a las matrices bioplasticas.

Los diferentes estudios realizados se resumen en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1. Estudios realizados, procesado y sal utilizados, variables estudiadas y seccion
donde se encuentran los resultados.

Estudio Procesado Sal Variables Seccién
‘2 Temperaturas de
Procesado :Enxtrus!gg ZnS04-H,0 procesado 431
YIEEEI (90-135 °C)
Concentracion . Concentracion de
de sal Inyeccion  ZnSO4-H0 5 o 11 o (0-10%) 4.3.2
ZnS0.-H,0 Intervalo de pH
Sal ZnCO; Deslocs;irzga;:ién de
incorporada Inyeccion Zn(CI(I)4)z Solubilidad 433
ZnCl Conductividad
Zn-EDTA Fuerza i6nica
Concentracion de
o . Zn-EDTA (5-15%)
dOpt' m('j?a.C'on Inyeccion Zzns%‘:;'_f Mezclade sales (3:1  4.3.4
e condiciones n- ZnS04-H,0-Z1-
EDTA)

Durante la evaluacion de los diferentes procesados para desarrollar
matrices bioplasticas se utilizaron diferentes pardmetros. En el caso de
la extrusion, se selecciond una velocidad de alimentacion constante de
2,98 g/min. En la Tabla 4.2 se muestran los parametros seleccionados

para evaluar el efecto de la velocidad del tornillo y la temperatura de
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boquilla (Tf) en el procesado de matrices bioplasticas mediante
extrusion. Una mayor explicacion de este proceso de fabricacion se
puede encontrar en la seccion 2.5.1 del Capitulo 2 (Materiales y

métodos).

Tabla 4.2. Perfiles de temperatura usados durante la extrusion.

) Perfil de temperatura (°C) T,
Sistemas
4 5 6 7 8 (O
95°C 40 70 80 95 95 95
115°C 40 70 80 95 115 115
135°C 40 70 80 115 135 135

Por otro lado, las matrices bioplasticas procesadas por inyeccion se
obtuvieron usando diferentes temperaturas en el molde (90, 110 y 130
°C). Los demas parametros se mantuvieron constantes: temperatura del
cilindro 40 °C, presion de inyeccion de 600 bar durante 20 s y presion de
compactacién de 200 bar durante 300 s. Una mayor explicacion de este
proceso de fabricacion se puede encontrar en la seccion 2.5.2 del

Capitulo 2 (Materiales y métodos).

Cabe mencionar que, aunque las matrices bioplasticas sin sal
incorporada se pudieron extruir o inyectar a temperaturas mas bajas (80
y 70 °C, respectivamente), esto no ocurrié cuando se incorpordé la sal,

siendo la temperatura minima de procesado permitida de 90 °C.

Finalmente, todos los estudios supusieron la misma caracterizacion
de las matrices bioplasticas obtenidas. Las técnicas utilizadas durante la

caracterizacion se resumen en la Tabla 4.3.
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Tabla 4.3. Técnicas de caracterizacion usadas para evaluar las matrices bioplasticas con

micronutriente incorporado.

Técnicas de caracterizacion Seccion
Propiedades mecanicas | 2.6.4
Retencion del micronutriente | 2.6.5
Capacidad de absorcién de agua | 2.6.6
SEM | 2.6.7
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4.3 Resultados

4.3.1 Optimizacion del procesado de matrices bioplasticas

con sal incorporada

En primer lugar, se evaluo el procesado de las matrices bioplasticas
con zinc incorporado a partir de extrusion e inyeccion. Para ello, se fijo
una cantidad del 10% en peso de ZnSO4-H20 en todas las matrices
bioplasticas, modificando las temperaturas usadas durante el procesado.
El ZnSO4-H>0 fue seleccionado por ser la sal mas comunmente usada
para paliar la deficiencia de zinc (Cakmak y Kutman, 2018). No se
incorporé una cantidad mayor de la sal debido a que era imposible
procesar matrices bioplasticas con una mayor concentracion de
ZnS04-H20.

4.3.1.1 Propiedades mecénicas

Ensayos dindmicos de flexion

La Figura 4.1 muestra el perfil del modulo elastico (E’) y viscoso (E*”)
de las matrices bioplasticas procesadas mediante extrusién e inyeccion.,
Ambos modulos presentan una suave dependencia con la frecuencia. Asi,
los valores de los médulos crecen a altas frecuencias, lo que podria
indicar una especie de movilidad de las cadenas proteicas. Ademas, se
observa como E’ permanece siempre por encima de E’’, lo que

demuestra el fuerte caracter solido de estos sistemas.
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Figura 4.1. Ensayos dinamicos de flexion de las matrices bioplasticas de SP1/Gly con un

10% de ZnS0O4-H20 incorporado procesadas a diferentes temperaturas mediante extrusion

(A) e inyeccion (B).

Las propiedades dinamico-mecanicas de las diferentes matrices

biopléasticas pueden compararse en la Tabla 4.4. Las matrices

bioplasticas inyectadas presentaron valores de modulo elastico (E’1) y

deformacion critica (ecrit) Superiores a las matrices extruidas. Esto podria

atribuirse a su mayor densidad aparente (1,45 vs. 0,37 g/cm?® para las

matrices bioplasticas inyectadas y extruidas, respectivamente, al estar

sometidas a diferentes presiones en la etapa de compactacion: 600 bar en

inyeccidn y 20 bar en extrusion), que permite a los sistemas inyectados

tener un mejor comportamiento mecanico.

Tabla 4.4. Parametros de flexion de las diferentes matrices bioplasticas de SP1/Gly con un

10% de ZnS0O4-H20 incorporado procesadas a diferentes temperaturas mediante extrusion e

inyeccion. Las diferentes letras usadas como superindice en las distintas columnas

evidencian diferencias significativas (p <0,05).

Sistemas Ecrit (%0) E’; (MPa) tan 6, (-)
95°C | 0,05+0,012 10 £ 54 0,26 £ 0,05'
Extrusion | 115°C | 0,03+0,01* 40+15* 0,22 +0,02'
135°C | 0,15+0,02° 200+30® 0,20+ 0,03!
90°C |1,00+0,03° 400+24° 0,25+0,03'
Inyeccién | 110°C | 0,41 £0,03¢ 2000 + 300° 0,22 +0,02'
130°C | 0,26 +0,02° 4000 + 230 0,19 +0,02'
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Con respecto a la temperatura, un incremento de la misma mejora la
respuesta dinamo-mecénica de las matrices bioplasticas, como era de
esperar segun trabajos previos (Fernandez-Espada et al., 2016). De esta
forma, un aumento de la temperatura genera un mayor entrecruzamiento
de las cadenas proteicas, independientemente del proceso utilizado, lo
que permite generar una mejora en las propiedades mecanicas de la
matriz bioplastica. No obstante, temperaturas superiores a 130-135 °C
generan degradacion de la proteina usada como biopolimero,
dificultando el procesado de la matriz bioplastica. Por este motivo,

temperaturas superiores no fueron evaluadas en este estudio.

En cuanto a la tangente de pérdidas (tan d1), s menor que 0,3 en todos
los sistemas, lo que indica el significativo caracter solido de estos
sistemas, como se menciond antes. Este caracter solido ya ha sido
reportado en trabajos previos donde se procesaron matrices bioplasticas

similares (Perez-Puyana et al., 2018; Fernandez-Espada et al., 2019).

Ensayos estaticos de traccion hasta la rotura

La Figura 4.2 muestra los perfiles de esfuerzo/deformacion obtenidos
para las diferentes matrices bioplasticas mediante los ensayos de
traccion. Todos los sistemas presentaron el mismo perfil: tuvieron un
primer aumento lineal del esfuerzo, que corresponde a la zona elastica
de deformacién. Después, alcanzaron el punto maximo de esfuerzo a
partir del cual comenzaron a romperse. Este perfil es tipico de las

matrices bioplasticas con sal incorporada (Jiménez-Rosado et al., 2018).
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Figura 4.2. Ensayos de traccion hasta la rotura de las matrices bioplasticas SP1/Gly con un
10% de ZnS0O4-H20 incorporado procesadas a diferentes temperaturas mediante extrusion
(A) e inyeccion (B).

Los diferentes parametros obtenidos en estos ensayos se muestran en
la Tabla 4.5. Ambas técnicas presentan una gran diferencia entre si. En
este sentido las matrices bioplésticas inyectadas presentan un mayor
esfuerzo maximo y deformacion en la rotura a altas temperaturas de

procesado.

Tabla 4.5. Parametros de traccion de las diferentes matrices bioplasticas SP1/Gly con un
10% de ZnS0O4-H20 incorporado procesadas a diferentes temperaturas mediante extrusion e
inyeccion. Las diferentes letras usadas como superindice en las distintas columnas

evidencian diferencias significativas (p <0,05).

Sistemas 6max (MPa) E (MPa)  €max (mm/mm)
95°C |0,02+0,012 3,2+0,74 0,051+ 0,030
Extrusion | 115°C | 0,3+0,1° 84 +12% 0,012 + 0,006
135°C | 1,0x0,2¢ 87 £10% 0,025 * 0,005
90°C 0,2+0,1° 8+1¢ 0,040 + 0,003"
Inyeccion | 110°C | 1,8 +0,1¢ 100 +5° 0,049 + 0,006"
130°C | 2,0+0,3¢ 110+ 7° 0,062 +0,002"

Por otro lado, un incremento de la temperatura produjo un aumento
en el esfuerzo, deformacion maxima a la rotura y modulo de Young
cuando las matrices bioplasticas se procesaron mediante inyeccion,

aunque esta tendencia no fue clara en los bioplasticos procesados por
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extrusion. Este comportamiento es similar al obtenido en los ensayos
dinamico-mecénicos, lo que confirma la hipotesis planteada. En general,
parece que las matrices bioplésticas inyectadas tienen mejores
propiedades mecanicas que las extruidas, con una mejora de la
resistencia mecanica conforme se aumenta la temperatura. No obstante,
cabe mencionar que todas las matrices bioplasticas tienen las
propiedades mecanicas suficientes para ser utilizadas como sistemas de

liberacion controlada en horticultura.

4.3.1.2 Retencidn del micronutriente

La capacidad de retencion de zinc mostrada por las diferentes
matrices bioplasticas se puede observar en la Tabla 4.6. Todas las
matrices bioplasticas liberaron alrededor de un 50% del micronutriente
tras la inmersion en agua destilada durante 1 h. Esta retencion es
independiente del método de procesado utilizado, aunque a mayor
temperatura se consigue una mejor retencion del micronutriente. Esto
puede deberse al mayor entrecruzamiento de las matrices bioplasticas
con la temperatura, que favorece la retencién del micronutriente. Este
comportamiento también se puede observar en la retencion del ion
sulfato. No obstante, se puede observar que hay una mayor liberacion del
ion sulfato que del ion zinc. Esto puede deberse a la carga presentada por
la proteina en la matriz biopléstica. En este sentido, la proteina fue
procesada en condiciones tales que el pH del sistema se encontraba por
encima de su punto isoeléctrico, por lo que las cadenas proteicas
presentaran una carga neta negativa que repele los iones negativos de

sulfato mientras ayuda a retener los iones positivos de zinc.
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Tabla 4.6. Contenido en peso de zinc (Zn?*) y sulfato (SO.%) de las diferentes matrices
bioplasticas SP1/Gly con un 10% de ZnSO4-H-0 incorporado procesadas a diferentes
temperaturas mediante extrusion e inyeccién. Las diferentes letras usadas como superindice
en las distintas columnas evidencian diferencias significativas (p <0,05).

Antes de la Después de la
Sistemas inmersion inmersion
Zn* (%) SO (%) Zn* (%)  SO4* (%)
95°C 3,6° 5,6° 1,7¢ 0,0f
Extrusion | 115°C 3,6% 5,6° 1,9¢ 1,29
135°C 3,6° 5,6° 2,3¢ 1,8«
90°C 3,6° 5,6° 1,8 0,0f
Inyeccion | 110°C 3,6 5,6° 2,0¢ 4,7"
130°C 3,6° 5,6° 2,3¢ 5,1

Por otro lado, cabe recalcar que esta liberacion se produjo debido
posiblemente a dos efectos: (i) la solubilidad de la sal, y (ii) la liberacion
de la glicerina que arrastra la sal hacia fuera de la matriz bioplastica. De
esta forma, libera una gran concentracion de micronutriente en 1 h, no

pudiéndose considerar una liberacion controlada.

4.3.1.3 Capacidad de absorcion de agua

La capacidad de absorcion de agua y la pérdida de material soluble de
las diferentes matrices bioplasticas se muestran en la Figura 4.3. Como
se puede observar, el incremento de la temperatura produjo una
disminucion de la capacidad de absorcion de agua de los sistemas, siendo
mas notable al aumentar de 95 a 115 °C en extrusion y de 110 a 130 °C
en inyeccion. Ademas, a la temperatura mas baja se observé una mayor
capacidad de absorcion de agua en las matrices bioplasticas extruidas
gue en aquellas inyectadas. En todos los casos, un cambio mas severo se
observa con la inclusion de la sal en el sistema. Asi, esta incorporacion
genera una pérdida de la capacidad de absorcion de las matrices
bioplasticas de soja procesadas hasta ahora (en el capitulo anterior se
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comprobd que la capacidad de absorcion de agua es cercana al 900%
para las matrices bioplasticas procesadas a 90 °C sin sal incorporada)
(Jiménez-Rosado et al., 2021). De esta forma, las fuerzas idnicas
presentes en las sales hacen que su capacidad de absorcion en agua de
las matrices bioplasticas descienda, independientemente del procesado
utilizado, no viéndose afectada por las diferencias entre las propiedades
de las diferentes matrices bioplasticas.
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Figura 4.3. Capacidad de absorcion de agua y pérdida de material soluble de las matrices
bioplasticas SP1/Gly con un 10% ZnS0O4-H20 incorporado procesadas a diferentes
temperaturas mediante extrusion (A) e inyeccion (B). Las diferentes letras evidencian
diferencias significativas (p <0,05).

En cuanto a la pérdida de material soluble, tampoco se observaron
diferencias muy notables con respecto a la temperatura, aunque las
matrices bioplasticas extruidas presentaron un menor porcentaje que las
inyectadas (40 vs. 60%).

Cabe mencionar que, aunque esta capacidad de absorcién de agua se
vea reducida por la inclusion de la sal, esta capacidad de retencion de
agua incrementa el valor de estas matrices bioplasticas en el sector
horticola, permitiendo su uso para el abastecimiento de agua en periodos
de sequia. En comparacion con otros estudios, estas matrices bioplasticas
tienen una capacidad de absorcién de agua menor que otros utilizados

con el mismo fin (Capezzaetal., 2019; Chang et al., 2021). Sin embargo,
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en este caso, la capacidad de absorcion de agua no es la principal
propiedad de estos bioplasticos, sino un valor afiadido, que también
ayuda a la planta a absorber el micronutriente (Rouphael et al., 2012).

4.3.1.4 SEM

La Figura 4.4 muestra la microestructura de las diferentes matrices
biopléasticas después de las pruebas de capacidad de absorcion de agua.
Como se puede observar, las matrices bioplasticas inyectadas y extruidas
adoptan diferentes conformaciones durante el hinchamiento. Las
matrices bioplasticas inyectadas tenian una superficie plana con poros en
su superficie. Por otro lado, las matrices bioplasticas extruidas tenian una
estructura mas globular a baja temperatura (95 °C) y una estructura mas
laminar a altas temperaturas (135 °C). Ademas, las extruidas parecen
tener una estructura con mayor nimero de huecos y mayor porosidad,
posiblemente debido a su menor densidad aparente. Sin embargo, en
ambos métodos de procesado, parece que un aumento en la temperatura
provoco una reduccion en los poros presentes en la matriz bioplastica
hinchada, lo que puede ser la causa de que se retenga mayor cantidad de

micronutriente.

EXTRUSION

INYECCION

Figura 4.4. Imagenes de las matrices bioplasticas SP1/Gly con un 10% procesadas mediante
extrusion a 95 (A) y 135 °C (B) e inyeccion a 95 (C) y 135 °C (D) tras la inmersion en agua.
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4.3.2 Evaluacion de la cantidad de sal incorporada

Una vez estudiado el procesado de las matrices bioplasticas con sal
incorporada, se evalud la concentracion de sal incorporada en las
mismas. Para ello, se seleccioné la inyeccion a 90 °C como el proceso
mas ideal para desarrollar estas matrices bioplasticas. Esta eleccion se
realizd porque las propiedades mecanicas que presentaba esta matriz
bioplastica eran suficientes para la aplicacion requerida, no necesitando
un mayor gasto energético para su fabricacion (como consecuencia de la
menor temperatura seleccionada). Ademas, se escogio el ZnS04-H20
como sal incorporada, variando la concentracion del mismo dentro de la
matriz (0, 2,5, 5,0 y 10% en peso).

4.3.2.1 Propiedades mecanicas

Ensayos dindmicos de flexion

Las propiedades dinamo-mecanicas de las matrices bioplésticas que
contienen diferentes porcentajes de ZnSO4-H20 se muestran en la Figura
4.5 a través de sus perfiles del modulo elastico (E’) y viscoso (E’’) frente
a la frecuencia aplicada. Todos los sistemas estudiados mostraron una
respuesta predominantemente elastica (E> > E’’) en todo el rango de
frecuencia estudiado. Ademas, ambos mddulos mostraron una ligera

dependencia con la frecuencia.
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Figura 4.5. Ensayos dindmicos de flexion de las matrices bioplasticas SP1/Gly con diferentes
porcentajes de ZnSO4-H20 incorporados procesadas mediante moldeo por inyeccion a 90 °C.

Las matrices bioplasticas pueden ser mejor comparadas a través de
los parametros mostrados en la Tabla 4.7. Como se puede observar, el
cambio en la concentracion de sal no gener6 diferencias significativas en
la deformacidn critica mostrada por los sistemas. La incorporacion de sal
provocd un aumento en los valores del modulo de elasticidad (E’1) y una
disminucion de la tangente de pérdidas (tan 61). No obstante, aunque la
presencia de sal siempre mejord las propiedades mecénicas de las
matrices bioplasticas, es el sistema que tiene el contenido mas bajo de
sal (2,5% en peso) el que mostrd la mayor respuesta elastica. Asi, parece
gue una disminucién en el porcentaje de SPl y un aumento en el
contenido de sal conducen a un material mas rigido. Sin embargo,
mayores porcentajes de sal (>2,5% en peso) pueden interferir con la

formacion de la matriz proteica debilitando su respuesta viscoelastica.
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Tabla 4.7. Parametros de flexion de las diferentes matrices bioplasticas SP1/Gly con

diferentes porcentajes de ZnSO4-H20 incorporados procesadas mediante moldeo por

inyeccién a 90 °C. Las diferentes letras usadas como superindice en las distintas columnas

evidencian diferencias significativas (p <0,05).
Sistemas | &t (%)  E’; (MPa)  tan & (-)
0% 1,01 £0,02¢ 200 +19% 0,30+0,02'
25% | 1,00+0,012 900 +89% 0,19 +0,01"
50% | 0,99+0,02¢ 700+48° 0,26+0,01'
10% 1,00 £0,03° 400 +24° 0,25 +0,03'

Ensayos estaticos de traccion hasta la rotura

En la Figura 4.6 se muestran los perfiles de esfuerzo/deformacion

obtenidos en los ensayos de traccién de las matrices bioplasticas que

contienen diferentes porcentajes de sal. En todos los casos, las curvas

exhiben un comportamiento elastico lineal inicial de pendiente constante

con la que se puede calcular los valores del mdédulo de Young. Este

comportamiento lineal es seguido por una etapa de deformacion plastica

con una disminucidn continua en la pendiente después del limite el&stico.

La incorporacion de sal muestra una disminucion considerable de esta

zona plastica.
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Figura 4.6. Ensayos de traccion hasta la rotura de las matrices bioplasticas SP1/Gly con

diferentes porcentajes de ZnSO4-H20 incorporados procesadas mediante moldeo por

inyeccion a 90 °C. A: Perfil completo. B: Ampliacion de la zona remarcada en verde.
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En la Tabla 4.8 se presentan los pardmetros de traccidn que permiten
comparar los diferentes sistemas. Como se puede observar, la
incorporacion de la sal produjo un descenso en el médulo de Young y
una progresiva disminucién de la deformacion a la rotura en las matrices
bioplasticas. Estos parametros indican que los sistemas son mas rigidos
cuando aumenta la concentracion de sal. Finalmente, no se encontraron
diferencias significativas para el esfuerzo maximo, excepto para el
sistema del 10% donde disminuye notablemente. De hecho, la menor
proporcion de SPI y la mayor proporcion de ZnSO4-H20 disponible
durante el procesado de la matriz biopléstica parece contribuir
decisivamente a la disminucion de su resistencia mecénica, como ya se
comentaba en los ensayos de flexion, reflejando la menor tenacidad de
la matriz. Esta puede ser la razén por la cual no se pueden obtener
matrices bioplasticas con un mayor porcentaje de sal incorporado.

Tabla 4.8. Parametros de traccion de las diferentes matrices bioplasticas SP1/Gly con

diferentes porcentajes de ZnSO4-H20 incorporados procesadas mediante moldeo por

inyeccion a 90 °C. Las diferentes letras usadas como superindice en las distintas columnas

evidencian diferencias significativas (p <0,05).

Sistemas | 6max (MPa) E (MPa)  £max (MM/mm)
0% 1,1+0,12 17 +1~ 1,037 + 0,074
2,5% 1,1+0,18 8+48 0,232 +0,050"
5,0% 1,0£0,12 9+2% 0,151 +0,025"
10% 0,2+0,1° 8+1B 0,040 + 0,003V

4.3.2.2 Retencion del micronutriente

La capacidad de retencion del micronutriente en los diferentes
sistemas se muestra en la Tabla 4.9. Como se puede observar, mientras
mayor es la concentracion de sal, mayor es la cantidad de sal que
permanece en la matriz después de la inmersion. No obstante, la matriz

bioplastica que contiene el 10% de sal es la que menor porcentaje de
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retencion tiene (50 vs. 82% para la matriz bioplastica con un 10 y 2,5%
de sal, respectivamente). Asi, la matriz bioplastica del 10% parece
mostrar una estructura menos integrada que condujo a una liberacion mas
rapida del micronutriente durante la inmersion. En este caso, tampoco se
retuvo nada del ion sulfato tras la inmersion. Este resultado es consistente
con la hipotesis planteada anteriormente sobre la repulsion del ion debido
a la carga de proteina. Por lo tanto, una menor cantidad de zinc en la
matriz bioplastica puede permitir una liberacion méas controlada del
micronutriente, aunque aporte una cantidad total inferior de zinc.

Tabla 4.9. Contenido en peso de zinc (Zn?*) y sulfato (SO.%) de las diferentes matrices

bioplasticas SP1/Gly con diferentes porcentajes de ZnSO4-H20 incorporados procesadas

mediante moldeo por inyeccion a 90 °C. Las diferentes letras usadas como superindice en las
distintas columnas evidencian diferencias significativas (p <0,05).

Sistemas Antes de la inmersién Después de la inmersion
Zn* (%) SO (%) Zn*' (%) SO (%)
0% - N : -
25% | 0% 1,4¢ 0,7 0,0°
020 1.8 2,8¢ 118 0,0°
10% 3,6° 5,6' 1,8 0,0°

4.3.2.3 Capacidad de absorcion de agua

La Figura 4.7 muestra la capacidad de absorcion de agua y la pérdida
de material soluble para las matrices bioplasticas en funcion de la
cantidad de sal incorporada. Como se puede observar, la incorporacion
de la sal produjo una disminucion drastica de la capacidad de absorcion
de agua, siendo esta capacidad independiente del contenido de sal. Estos
resultados indican que las matrices bioplasticas con ZnSQO4-H,0 afiadido
no son buenos absorbentes. Varios factores pueden contribuir a esta
disminucion en la capacidad de absorcion de agua. En primer lugar, se

produce una reduccion del contenido de proteina y glicerina a medida
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que aumenta el contenido de sal, lo que reduce el caracter hidrofilico de
la matriz. En segundo lugar, otros autores han informado de un efecto
negativo de la fuerza idnica en la absorcién de agua (Zayas, 1997;
Judawisastra et al., 2017). Ademas, el aumento descrito anteriormente
en las propiedades elasticas de la red biopolimérica afecta a su capacidad
de hinchamiento, como se ha encontrado previamente para diferentes
biopléasticos basados en proteinas (Zarate-Ramirez et al., 2014; Félix et
al., 2016; Fernandez-Espada et al., 2016; Perez-Puyana et al., 2016). La
ausencia de diferencias significativas en la capacidad de absorcion de
agua con el aumento de la concentracion de sal puede ser consecuencia
de la superposicion de estos factores (reduccion del contenido de
proteina y glicerina, aumento de la fuerza idnica y aumento de las
propiedades elasticas de la red biopolimérica), donde los dos primeros
aumentan progresivamente con el contenido de sal, mientras que el

ultimo disminuye a medida que la concentracion de sal se incrementa.
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Figura 4.7. Capacidad de absorcion de agua y pérdida de material soluble de las matrices
bioplasticas SP1/Gly con diferentes porcentajes de ZnSO4-H20 incorporados procesadas
mediante moldeo por inyeccion a 90 °C. Las diferentes letras usadas evidencian diferencias

significativas (p <0,05).
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En cuanto a la pérdida de material soluble, parece que la glicerina se
liber6 completamente al medio como materia soluble. En el sistema sin
sal también se solubiliza una pequefia proporcion de SPI. Cuando el
contenido de sal aumento no se observo una diferencia significativa en
la pérdida de material soluble. No obstante, estos sistemas tienen una
menor proporcion de glicerina (para mantener la relacién 1:1 SPI:Gly),
lo que supone que una mayor cantidad de sal y/o proteina fueron

liberadas al medio.

4.3.1.4 SEM

La Figura 4.8 muestra las imagenes obtenidas por SEM para las
matrices bioplasticas sin 'y con un 10% de ZnSO4-HzO tras la inmersion
en agua. Se puede observar que la matriz bioplastica sin zinc presenta

poros de mayor tamario que los de la matriz que contiene la sal.

Figura 4.8. Imagenes de las matrices bioplasticas SP1/Gly procesadas sin sal incorporada
(50x (A) y 200x (B)) y con un 10% de ZnSO4-H20 (50x (C) y 200x (D)) procesadas mediante
moldeo por inyeccion a 90 °C tras la inmersion en agua.

Ademas, el tamafio de poro de la matriz bioplastica sin sal es bastante
heterogéneo, oscilando aproximadamente entre 10 y 100 um. Por otro
lado, el tamafio de poro para la matriz al 10% es mas homogéneo, entre
5y 10 um. Estos resultados indican que la incorporacion de sal en la
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matriz bioplastica conlleva una reduccion del tamafio de los poros,
estando estos poros mas homogéneamente distribuidos. Este es otro
factor que contribuye a explicar la reduccion de la capacidad de

absorcion de agua de estos sistemas.

4.3.3 Influencia del tipo de sal en las propiedades de las

matrices bioplasticas

La incorporacion de micronutrientes a las matrices bioplasticas
estudiadas ha provocado la pérdida de su capacidad superabsorbente.
Esta pérdida puede deberse principalmente a diferentes efectos causados
por la sal. En este sentido la variacion del pH ha sido el efecto mas
estudiado en este tipo de materiales ya que un cambio en el pH modifica
la carga de la proteina (hacia positiva o negativa dependiendo de su punto
isoeléctrico), lo que puede provocar un cambio en su estructura (Capezza
et al., 2019). Normalmente, las proteinas tienen carga negativa a un pH
basico (por encima del punto isoeléctrico), lo que facilita la formacion
de puentes de hidrégeno con el agua. Por otro lado, la proteina se carga
positivamente a pH &cido (por debajo del punto isoeléctrico), generando
el efecto contrario. La deslocalizacion de carga depende completamente
de la sal incorporada. Si esta sal tiene un anién resonante, como sulfato
o perclorato, cuando se libera al suelo crea una competencia con la matriz
bioplastica para generar puentes de hidrégeno con el agua, lo que se ve
favorecido en la sal por la deslocalizacion de esta carga efectiva, dejando
a la matriz bioplastica con poca capacidad de absorcion. Finalmente, las
fuerzas i6nicas también vienen dadas por la sal que incorpora el
micronutriente. Normalmente, si hay altas fuerzas ionicas en el medio

(es decir, en el suelo), la matriz bioplastica tiende a reducir su capacidad
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de hincharse (Sadeghi y Hosseinzadeh, 2008; Ma et al., 2011;
Montesano et al., 2015).

Estos efectos fueron evaluados utilizando como referencia la matriz
biopléastica inyectada a 90 °C con un 10% de ZnSO4-H20. En la Tabla
4.10 se recogen las sales que se utilizaron para comprobar los diferentes
efectos. La modificacion del pH se realizé sobre la mezcla de referencia
(pH 5), a la cual se le agrego6 durante el mezclado &cido sulfurico para
lograr un pH é&cido (pH 4) o hidroxido de sodio para alcanzar un pH
basico. Sin embargo, en el Gltimo caso no se pudo lograr un pH superior
a 7 debido al efecto tampdn generado por el ion sulfato de la sal de
referencia. Cabe mencionar que no se utilizaron pH extremos para evitar

la degradacion de la proteina por cambios en el pH (Yates et al., 1983).

Tabla 4.10. Diferentes efectos evaluados y sal utilizada para dicho fin

Efecto Sal
Referencia ZnS04-H20
pH ZnS0O4-H20 + (H2SO4 0 NaOH)
Deslocalizacion de carga | ZnCl;
Zn(ClOa4)>
Fuerzas ionicas ZnCOs3
Zn-EDTA

4.3.3.1 Propiedades mecéanicas
Ensayos dinamicos de flexion

La Figura 4.9 muestra las propiedades viscoelasticas de las diferentes
matrices biopléasticas en funcion de la frecuencia aplicada. Todos los
sistemas presentan cierta tendencia con la frecuencia aplicada, como se
ha observado hasta el momento en todos los estudios desarrollados en

este capitulo.
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Figura 4.9. Ensayos dinamicos de flexion de las matrices bioplasticas SP1/Gly procesadas
mediante moldeo por inyeccion a 90 °C con un 10% de ZnSO4-H20 a diferentes pH (A) y con
un 10% de diferentes sales incorporadas (B).

Una mejor comparacion de los sistemas se puede realizar con los
parametros presentes en la Tabla 4.11. Como se puede observar, el
comportamiento viscoelastico de cada matriz biopléstica depende
fuertemente del aditivo utilizado. Aquellos sistemas preparados en
condiciones alcalinas o que contienen ZnCl, o ZnCOs muestran
propiedades mejoradas (mayor modulo eléstico y deformacidn critica)
en comparacion con el sistema de referencia, mostrando una respuesta
elastica predominante en todo el rango de frecuencia estudiado (E’ >
E’’). Por otro lado, las matrices bioplasticas preparadas en condiciones
acidas y que contienen Zn-EDTA exhiben una microestructura mas débil
que el sistema de referencia (menor mddulo eléstico, con mayor
dependencia de la frecuencia, mayor tangente de pérdidas y menor
deformacion critica). El sistema con Zn(ClO4). incluido no presentan
diferencias significativas con el sistema de referencia en cuanto a la
deformacion critica 0 modulo elastico, aungue presenta un caracter mas

solido (tangente de pérdidas menor).
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Tabla 4.11. Parametros de flexion de las diferentes matrices bioplasticas SP1/Gly procesadas

mediante moldeo por inyeccién a 90 °C con un 10% de ZnSO4-H20 a diferentes pH y con un

10% de diferentes sales incorporadas. Las diferentes letras usadas como superindice en las

distintas columnas evidencian diferencias significativas (p <0,05).

Sistemas grit (0)  E’3(MPa)  tan 81 (-)
ZnS04-H,O | 1,00 £0,03° 400 +24* 0,25 +0,03'
Acido 0,92+0,02° 250+328 0,26 +0,01'
Basico 2,34 +0,02° 1150 +94¢ 0,20 +0,02"
ZnCl, 1,24 +0,03¢ 730+15° 0,23 +0,03""
Zn(ClO); | 1,01+0,01% 550+70° 0,11 +0,01"
ZnCOs3 2,15+0,03° 1340 +51F 0,02+0,01"V
Zn-EDTA |0,89+0,02° 290+22%® 0,37 +0,05Y

Ensayos estaticos de traccion hasta la rotura

En la Figura 4.10 se muestran los perfiles de esfuerzo/deformacion de

las diferentes matrices bioplasticas estudiadas. Todas las matrices

bioplésticas tuvieron una zona elastica donde el esfuerzo aplicado tiene

una respuesta lineal con la deformacion aplicada. Esta zona elastica se

siguio por otra zona plastica donde se perdié la proporcionalidad lineal

hasta que el material se rompid. Cabe mencionar que la matriz

biopléstica con Zn-EDTA presentd un importante intervalo plastico

antes de su rotura. Este comportamiento es contrario a lo que ocurre en

flexion donde la matriz con Zn-EDTA fue la que mostrd las peores

propiedades (menor médulo elastico y deformacion critica).
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Figura 4.10. Ensayos estaticos de traccion hasta la rotura de las matrices bioplasticas
SPI1/Gly procesadas mediante moldeo por inyeccién a 90 °C con un 10% de ZnSO4-H20 a
diferentes pH (A) y con un 10% de diferentes sales incorporadas (B).

Con respecto a los pardmetros de tension (Tabla 4.12), la
modificacion del pH produjo en todos los casos un aumento en el
esfuerzo maximo (omax) ¥ Un descenso en la deformacion a la rotura
(emax). Sin embargo, el modulo de Young (E) si tuvo diferencias
dependiendo del pH utilizado. En este sentido, el pH acido condujo a un
descenso de E, mientras que el pH basico no produjo diferencias
significativas. Esta respuesta particular posiblemente fue causada por el
cambio en las cargas de la proteina, lo que generé un mayor o menor
impedimento estérico consigo mismo y con la sal incorporada. Por otro
lado, se encontraron diferencias significativas entre las matrices
bioplasticas que contienen diferentes sales, lo que puede atribuirse al
diferente volumen involucrado en la incorporacion de cada sal en el
sistema y su interaccién como material de relleno. En este contexto, un
10% en peso de sal en los 60 g de mezcla significa que se deben
incorporar 6 g de sal (todas con una densidad parecida), pero debido a
los pesos moleculares de cada una de las sales utilizadas (en algunos

casos muy diferentes), el volumen de cada sal incorporada es diferente.
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Tabla 4.12. Parametros de traccion de las diferentes matrices bioplasticas SP1/Gly
procesadas mediante moldeo por inyeccion a 90 °C con un 10% de ZnSO4-H20 a diferentes
pH y con un 10% de diferentes sales incorporadas.. Las diferentes letras usadas como
superindice en las distintas columnas evidencian diferencias significativas (p <0,05).

Sistemas | 6max (MPa) E (MPa)  gmax (Mm/mm)
ZnS04-H,O | 0,2 £0,18 8+ 1~ 0,040 + 0,003
Acido 0,7+0,2° 51+4®% 0,025 +0,010"
Bésico 0,8+0,1° 275+32° 0,005+ 0,002"
ZnCl, 1,5+0,1° 111+10° 0,008+ 0,002"
Zn(ClOy); 0,3+0,1* 216+23° 0,002+ 0,001
ZnCOs3 0,5+0,1? 21+1F 0,051 +0,013V
Zn-EDTA 2,1+0,1¢ 53+48 0,261 +0,080

4.3.3.2 Retencidn del micronutriente

En la Tabla 4.13 se muestra la cantidad de micronutriente que retiene
cada matriz bioplastica. Como se puede observar, la matriz bioplastica
con mayor carga de micronutriente antes de la inmersion es la que
incorpora ZnCOs, seguida de la que tiene ZnCl2, posiblemente debido al
mayor porcentaje de zinc incorporado en el mismo porcentaje de sal. Por
lo mismo, la matriz bioplastica con Zn-EDTA fue la que menor cantidad
de zinc incorpor6. En cuanto al zinc que queda en las matrices
bioplasticas tras la inmersién, el sistema con ZnCOs es el que presentan
el mayor porcentaje de retencion (79%). Esto se puede deber a la
insolubilidad de esta sal en agua (Zhang et al., 2004). No obstante, esto
puede tener un efecto perjudicial, ya que la solubilidad de los fertilizantes
permite la correcta asimilacion de los mismos por las plantas (Timilsena
et al., 2015). La matriz que contiene ZnSO4-H0, tanto el de referencia
como el basico, tienen un porcentaje de retencidn del 50%, debido a que
la proteina tiene carga negativa (pH > punto isoeléctrico de la proteina
obtenido en el Capitulo 3 (4,5)) e interactua con los iones de zinc creando

metaloproteinas (Torreggiani et al., 2008). Este efecto parece ocurrir
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tambien en el caso del ZnCly, aunque en menor medida (40%). En el caso
de la matriz bioplastica &cida, present6 mayor pérdida de zinc, debido a
la carga positiva de la proteina (pH < punto isoeléctrico de la proteina),
provocando su liberacion por repulsion electrostatica. Por otro lado, la
matriz bioplastica con Zn-EDTA incorporado fue la que presento la peor
capacidad de retencion (6%). Esto se debe a que el Zn-EDTA es una sal
compleja que no se ioniza y no puede ser retenida en la matriz biopléstica
por interacciones electrostaticas con la proteina, por lo que se libera
completamente al agua cuando se solubiliza.

Tabla 4.13. Contenido en peso de zinc (Zn?*) de las diferentes matrices SP1/Gly procesadas
mediante moldeo por inyeccién a 90 °C con un 10% de ZnSO4-H20 a diferentes pH y con un
10% de diferentes sales incorporadas antes y después de una inmersion en agua de 1 h. Las

diferentes letras usadas como superindice en las distintas columnas evidencian diferencias

significativas (p <0,05).

Sistermnas Antes de la inmersion Después de la inmersion
Zn* (%) Zn* (%)
Zn304-H20 3,62 1,84
Acido 3,62 1,28
Basico 3,62 1,84
ZnCl, 4,8° 1,94
Zn(ClOy); 2,5 1,87
ZnCOs 5,24 4,18
Zn-EDTA 1,6¢ 0,088¢

De esta forma, si se estima que la cantidad media de zinc que necesitan
los cultivos es de 15-20 mg Zn/kg cultivo (Broadley et al., 2007),
practicamente todas las matrices bioplasticas cumplen este requisito
incorporando un solo sistema para cada planta. Sin embargo, en el caso
de la matriz bioplastica que incorpora Zn-EDTA, se necesita un minimo

de 3 sistemas por planta para suplir la cantidad de zinc necesaria.
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4.3.3.3 Capacidad de absorcion de agua

La capacidad de absorcion de agua y pérdida de material soluble de
las diferentes matrices bioplasticas se muestra en la Figura 4.11.
Ademas, el pH, conductividad y potencial-{ del agua que queda tras el
ensayo de absorcion se muestra en la Tabla 4.14. Como se puede
observar, el cambio en los valores de pH afecta a la capacidad de
absorcion de agua de las matrices bioplésticas, siendo ligeramente
superior a pH acido (sin diferencias significativas) e inferior a pH basico.
Aunque este efecto contradice el encontrado en bibliografia para las
matrices bioplasticas basadas en proteinas (Capezza et al., 2019), en este
caso puede atribuirse al efecto que la solucién &cida o bésica tiene en la
sal. El efecto amortiguador producido al incorporar una base a la matriz
bioplastica con ZnSO4-H20 incorporado, produce una mayor rigidez a
las matrices bioplasticas, reduciendo su capacidad de absorcion de agua.
Ademas, hace que el medio de absorcion mantenga un pH neutro
(cercano a 7), siendo imposible apreciar la mejora producida en la

absorcion de agua en medios basicos.
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Figura 4.11. Capacidad de absorcion de agua y pérdida de material soluble de las matrices
bioplasticas SP1/Gly procesadas mediante moldeo por inyeccién a 90 °C con un 10% de
ZnS04-H20 a diferentes pH (A) y con un 10% de diferentes sales incorporadas (B). Las

diferentes letras usadas como superindice en las distintas columnas evidencian diferencias

significativas (p <0,05).
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En cuanto a la influencia de la deslocalizacion de carga, se puede
analizar comparando la matriz bioplastica de referencia ZnSO4-H,0 con
aquellas que contienen ZnCl, o Zn(ClO4)2. Aunque estos efectos
cambien la conductividad del agua absorbida (mayor conductividad
cuando hay deslocalizacion de carga), la capacidad de absorcién de agua
no se ve afectada enormemente.

Tabla 4.14. Valores de pH, conductividad y potencial-¢ del agua de absorcion tras los

ensayos. Las diferentes letras usadas como superindice en las distintas columnas evidencian
diferencias significativas (p <0,05).

Sistemas pH Conductividad (uS/cm) Potencial-{ (mV)
ZnS04-HO | 5,02 3257 9,4
Acido 4,1° 3424 9,0
Basico 6,7° 312A 7,3"
ZnCl; 5,2% 4118 9,2
Zn(ClOy), | 5,0 4518 9,3
ZnCOs3 5,5 204° 18,1M
Zn-EDTA | 5,6¢ 131° 27,3V

Finalmente, el efecto de las fuerzas iénicas parece ser el mas
influyente en la variacion de la capacidad de absorcion de agua. Las
fuerzas idnicas causan una mayor conductividad y menor potencial- { en
el agua de absorcion. Esto crea repulsiones electrostaticas entre el agua
de absorcién y las matrices bioplasticas, previniendo su hinchamiento
para capturar agua. Este efecto reduce significativamente la capacidad
de absorcion de agua de las matrices. Por ello, aquellos sistemas cuyos
medios acuosos tras la inmersion presentan menor conductividad
(ZnCOs y Zn-EDTA) son los que muestran una mayor capacidad de

absorcion.

En cuanto a la pérdida de material soluble, parece no ser fuertemente
afectada por el cambio de sales o pH en las matrices bioplasticas, siendo
entre 50-60% en todos los casos. Asi, todos los sistemas perdieron toda
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la glicerina presente (debido a su alta afinidad con el agua) y parte de la
proteina soluble y sal incorporada. Sin embargo, el sistema alcalino
perdié una menor cantidad de material soluble (cercano al 40%), que

puede deberse a la mayor rigidez y menor hinchamiento del sistema.

4.3.3.4 SEM

La Figura 4.12 muestra la microestructura de las diferentes matrices
bioplasticas después de la inmersion en agua. La diferencia mas
significativa se encuentra en las matrices bioplasticas de ZnCOz y Zn-
EDTA que tienen una microestructura con poros mas grandes,
probablemente debido a la mayor capacidad absorcion de agua que

presentan.

Figura 4.12. Imagenes de las matrices SP1/Gly procesadas mediante moldeo por inyeccion a
90 °C con un 10% de ZnS04-H20 a diferentes pH) y con un 10% de diferentes sales
incorporadas tras su inmersion en agua. A: ZnS0s-H20. B: Acido. C: Béasico. D: ZnCl.. E:
Zn(ClOa)2. F: ZnCOs. G: Zn-EDTA.

El resto de los sistemas tienen una microestructura similar,

posiblemente debido a su similar capacidad de absorcién de agua. No
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obstante, la matriz bioplastica procesada a condiciones basicas (Figura
4.12C) muestra ciertas grietas (direccionadas a la direccion de inyeccion)
en su estructura que pueden estar relacionadas con la mayor fragilidad

que el sistema presenta.

Los resultados muestran que, aunque todas las matrices bioplasticas
presentan poros, no todas ellas pueden retener una gran cantidad de agua
en su interior, debido a que las matrices no pueden hincharse durante la
absorcion. Este efecto puede atribuirse a las fuerzas ionicas presentes, ya
que solamente las matrices que no presentan fuerzas idnicas pueden

hincharse y absorber una mayor cantidad de agua.
4.3.4 Optimizacidn de las propiedades funcionales

En la seccion anterior se demostré que la matriz bioplastica con
ZnS04-H20 presenta una alta concentracion de zinc, aunque una baja
capacidad de absorcion de agua. Por el contrario, el sistema con Zn-
EDTA permite una gran capacidad de absorcion de agua, aunque con una
baja concentracion del micronutriente. Por este motivo, es necesaria la
optimizacion de las propiedades funcionales de estas matrices
bioplésticas. Para ello, en esta seccidn se evaluara la concentracion de
Zn-EDTA que se podria incorporar en la matriz bioplastica. Ademas, se
estudiard una mezcla de ZnSO4.H20 y Zn-EDTA (proporcion 3:1),
adicionando una cantidad total de sal del 10% en peso (misma
concentracion que con las sales anteriores), con la finalidad de optimizar
las propiedades funcionales (contenido en micronutriente y capacidad de
absorcion de agua) de la matriz bioplastica. Cabe mencionar que esta
proporcidn se selecciond para no perjudicar en gran medida la cantidad
de zinc proporcionada por el sulfato, incorporando solo en parte el efecto

absorbente que podria proporcionar el quelato.
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4.3.4.1 Propiedades mecanicas

Ensayos dindmicos de flexion

La Figura 4.13 muestra el perfil del modulo elastico (E’) y viscoso
(E””) de las matrices bioplasticas con diferentes porcentajes de Zn-EDTA
y su mezcla con ZnSO4.H20. Todos los sistemas muestran un perfil

similar, donde los moédulos aumentan conforme se incrementa la

frecuencia.
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Figura 4.13. Ensayos dindmicos de flexion de las matrices bioplasticas SP1/Gly con
diferentes concentraciones de Zn-EDTA y mezcla con ZnSO4-H20 (S+E) procesadas
mediante moldeo por inyeccion a 90 °C.

Una mejor comparacion de los sistemas se puede realizar con los
parametros presentes en la Tabla 4.15. Como se puede observar, un
aumento en la concentracion de Zn-EDTA genera una matriz bioplastica
con una mayor deformacion critica, pero un menor médulo elastico. Asi,
el aumento de la sal provoca una mayor ductilidad de los sistemas. La
mezcla de sales (S+E) generd un comportamiento intermedio entre el

sulfato y quelato.
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Tabla 4.15. Parametros de flexion de las diferentes matrices bioplasticas SP1/Gly con

diferentes concentraciones de Zn-EDTA y mezcla con ZnSO4-H20 (S+E) procesadas

mediante moldeo por inyeccién a 90 °C. La matriz bioplastica con un 10% en peso de

ZnS04-H20 se incorporo con fines comparativos. Las diferentes letras usadas como

superindice en las distintas columnas evidencian diferencias significativas (p <0,05).

Sistemas | &4t (%) E’1(MPa)  tan 6; (-)
0% 1,01+0,02¢ 200+19* 0,30+0,02'
5% 0,85+0,04° 383+41® 0,37 £0,02"
10% | 0,89 +0,02°® 220+22~ 0,37 +0,05"
15% 1,04+0,02°¢ 68+8° 0,37 +0,02"
S+E 0,82+0,03* 363+27% 0,36 +0,04"

10%S | 1,00 £0,03* 400+24® 0,25+0,03"

Ensayos estaticos de traccion hasta la rotura

La Figura 4.14 muestra la relacion entre el esfuerzo y la deformacion

en las diferentes matrices bioplasticas. Todas las matrices bioplasticas

presentaron una primera zona eléstica, donde la deformacion podia

recuperarse con el tiempo. En esta zona se mantuvo una relacion lineal

entre deformacion y esfuerzo que permitié obtener los valores de los

maodulos de Young. Luego, se registré un area plastica que permanecid

hasta la rotura de las matrices bioplasticas. Una vez superada la zona

elastica, las matrices no recuperaron su forma.
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Figura 4.14. Ensayos estaticos de traccion hasta la rotura de las matrices bioplasticas
SPI1/Gly con diferentes concentraciones de Zn-EDTA y mezcla con ZnSO4-H20 (S+E)
procesadas mediante moldeo por inyeccion a 90 °C.

Con respecto a los parametros de tension (Tabla 4.16), una mayor
incorporacion de Zn-EDTA generd una reduccién en la deformacion a la
rotura y un aumento del médulo de Young. Este comportamiento puede
deberse a que altos porcentajes de Zn-EDTA perjudica el
entrecruzamiento entre las cadenas proteicas de la matriz bioplastica,
provocando su menor resistencia mecanica. En cuanto al esfuerzo
maximo, este presenta un maximo al incorporar un 10% de Zn-EDTA.
El bajo esfuerzo maximo presentado por las matrices bioplasticas que
contienen un 15% de Zn-EDTA puede deberse a la poca capacidad de
entrecruzamiento en las cadenas proteicas de este sistema, lo que
explicaria la razon por la que no se pueden obtener sistemas con un
mayor porcentaje de esta sal. En cuanto a la mezcla de sulfato y quelato
(S+E), la combinacion de sales perjudicé las propiedades a traccion de
las matrices bioplasticas presentando una menor deformacién maxima

que los sistemas unitarios de ambas sales.
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Tabla 4.16. Parametros de traccion de las diferentes matrices bioplasticas SP1/Gly con
diferentes concentraciones de Zn-EDTA y mezcla con ZnSO4-H20 (S+E) procesadas
mediante moldeo por inyeccién a 90 °C. La matriz bioplastica con un 10% en peso de
ZnS04-H20 se incorporo con fines comparativos. Las diferentes letras usadas como

superindice en las distintas columnas evidencian diferencias significativas (p <0,05).

Sistemas | 6max (MPa) E (MPa)  gmax (Mmm/mm)
0% 1,1+£0,1* 17+1* 1.037 0,074
5% 1,1+0,1* 19+4* 0,492+ 0,002"
10% 21+01°> 53+4® 0,261+0,080"
15% 0,3+0,1° 11+3° 0,007 +0,003"
S+E 0,8+0,1¢ 66+5° 0,003+0,002"V

10%S 02+0,1° 67+7° 0,040+ 0,003V

4.3.4.2 Retencién del micronutriente

En la Tabla 4.17 se muestra la cantidad de zinc en las matrices
bioplasticas antes y después de una inmersion en agua. La cantidad de
zinc remanente en las diferentes matrices bioplasticas después de la etapa
de absorcién no presentd diferencias significativas entre los diferentes
porcentajes de Zn-EDTA incorporados. El zinc liberado en la etapa de
inmersion fue mas pronunciado en las matrices donde se incorporé mas
Zn-EDTA (15%). Este hecho puede deberse a la menor estructuracion de
la matriz, junto con la poca capacidad de la matriz proteica para retener
esta sal compleja mediante interacciones electrostaticas. Por lo tanto,
este ensayo demuestra que el Zn-EDTA no es la sal idénea para realizar
un sistema de liberacion controlada. Ademas, su incorporacién en el
sistema combinado (S+E) provocé una reduccién de la cantidad de zinc

incorporada por el sulfato.
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Tabla 4.17. Contenido en peso de zinc (Zn?*) de las diferentes matrices bioplasticas SP1/Gly
con diferentes concentraciones de Zn-EDTA y mezcla con ZnSOs-H20 (S+E) procesadas
mediante moldeo por inyeccién a 90 °C. La matriz bioplastica con un 10% en peso de
ZnS04-H20 se incorporo con fines comparativos. Las diferentes letras usadas como

superindice en las distintas columnas evidencian diferencias significativas (p <0,05).

Sistemas Antes de la inmersién Después de la inmersion
Zn* (%) Zn* (%)

0% - -

5% 0,9 0,087

10% 1,6° 0,088*

15% 2,7° 0,088*

S+E 3,1 1,48
10%S 3,6 1,8¢

4.3.4.3 Capacidad de absorcién de agua

La Figura 4.15 muestra tanto la capacidad de absorcion de agua como
la pérdida de materia soluble. La incorporacion de Zn-EDTA mejor6 la
capacidad de absorcion de agua de las matrices bioplasticas (si se
comparan con aquellas que incorporan un 10% de ZnSO4-H>O cuya
capacidad de absorcién es del 109%). Sin embargo, la matriz bioplastica
con un 15% de Zn-EDTA no fue resistente tras el ensayo,
descomponiéndose. Este comportamiento es debido posiblemente a la
menor cantidad de proteina que presenta y su menor estructuraciéon. En
la mezcla S+E, la sal predominante al realizar estas pruebas parecia ser
el sulfato, ya que no mejoraba la capacidad de absorcion de agua de las
matrices que lo incorporaban (109% para las matrices con un 10%
ZnS04-H20 frente a 1200% para los sistemas con 10% Zn-EDTA). Por
lo tanto, no se logro una sinergia entre las propiedades de ambas sales,
Ilegando incluso a tener peores efectos en comparacion con sus sistemas

unitarios.
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Figura 4.15. Capacidad de absorcion de agua y pérdida de material soluble de las matrices
bioplasticas SP1/Gly con diferentes concentraciones de Zn-EDTA y mezcla con ZnSO4-H20.
(S+E) procesadas mediante moldeo por inyeccién a 90 °C

En cuanto a la pérdida de material soluble, no hubo diferencias
significativas entre los diferentes sistemas, lo que indica que la glicerina
se pierde en todos los sistemas debido a su carécter fuertemente
hidrofilico. La pérdida de proteina y sal aumentd conforme se incorporo
mayores porcentajes de Zn-EDTA, ya que tenian menos cantidad de
glicerina, pero la misma pérdida de material soluble. Esto puede deberse
al menor fortalecimiento de las matrices, como se menciond

anteriormente.

4.3.4.4 SEM

La Figura 4.16 muestra las imagenes tomadas de las diferentes
matrices bioplésticas tras la inmersion en agua. Se observa que el
aumento del porcentaje de Zn-EDTA en las matrices hace que estos
presenten una estructura mas abierta y con poros mas grandes. Esto
podria deberse al mayor hinchamiento de la matriz al absorber una mayor
cantidad de agua, como se observé en el ensayo anterior. Por el mismo

motivo, la microestructura del sistema combinado (S+E) presentd una
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microestructura similar a la del ZnSO4.H20, ya que ambas absorben una

cantidad de agua similar.

Figura 4.16. Imagenes de las matrices bioplasticas SP1/Gly con diferentes concentraciones
de Zn-EDTA: 5% (A), 10% (B) y 15% (C) y mezcla con ZnSO4-H20 (S+E) (D) procesadas

mediante moldeo por inyeccién a 90 °C tras su inmersién en agua.

203



4.4 Conclusiones

Las matrices bioplasticas a base de proteina han demostrado su
potencial para la incorporacién de sales que contienen micronutrientes.
De esta forma, se han podido desarrollar matrices bioplasticas con zinc
incorporado mediante diferentes técnicas de procesado y utilizando

diferentes sales convencionales.

El moldeo por inyeccion consiguié matrices bioplasticas con una
mejor resistencia mecanica (mayor modulo elastico a flexion y esfuerzo
maximo y deformacion a la rotura a traccion) que la extrusion. Este
efecto también se observd al aumentar la temperatura de procesado,
independientemente de la técnica utilizada. A este incremento de la
temperatura también se le puede atribuir un descenso en la capacidad de
absorcion de agua. Por este motivo, se selecciond el moldeo por
inyeccidn a una temperatura de 90 °C como la técnica mas eficiente para

desarrollar las matrices bioplasticas con zinc incorporado.

Ademas, se ha incorporado a la matriz biopléstica una cantidad
importante de micronutriente esencial (zinc) para la planta (hasta un 10%
en peso de ZnS0O4-H20). No obstante, la incorporacion de la sal conduce
a matrices bioplasticas mas rigidas y menos deformables. Asimismo,
estas matrices bioplasticas con ZnSO4-H20 implican una reduccion
significativa de su capacidad de absorcion de agua. De hecho, el tamafio
de poro de estas matrices bioplasticas esta muy influenciado por la
presencia del micronutriente, reduciéndose notablemente cuando la sal

esta presente.

La reduccién de la capacidad de absorcion de agua de las matrices

bioplasticas con sal incorporada se evaluo utilizando diferentes sales.
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Asi, se comprobd que la deslocalizacidn de carga no produce variaciones
en ninguna de las propiedades de las matrices bioplasticas. Ademas,
aunque en estudios previos el nivel de pH parecia tener una gran
influencia, su importancia se perdio parcialmente cuando se incorporo
una sal a la matriz bioplastica. Asi, cuando se bajé el pH no se observé
una mejora general en las propiedades mecanicas ni en la capacidad de
absorcion de agua de la matriz bioplastica, aunque la capacidad de
retencion de micronutrientes después de un tratamiento severo del agua
si descendio, debido a la carga que presentaba la matriz bioplastica.
Cuando se aumento el pH se produjo el efecto contrario, posiblemente
debido a la incompatibilidad entre la matriz y el tampon provocado por
la sal y la solucion alcalina. El efecto de las fuerzas idnicas parecio ser
el mas pronunciado, ya que las propiedades mecanicas y la capacidad de
absorcion de agua mejoraron notablemente al incorporar ZnCOs 0 Zn-
EDTA. Sin embargo, el ZnCOs es insoluble imposibilitando su captacién
por laplantay el Zn-EDTA incorporé una cantidad muy pequefia de zinc
a la matriz bioplastica, debido al bajo peso de zinc que se encuentra en
su estructura. Por lo tanto, es necesario buscar una alternativa para
mejorar la capacidad de absorcién de agua, sin menoscabar la principal
utilidad de estos sistemas (la liberacién controlada e incorporacién de

micronutrientes a la planta).

Con la optimizacién de las propiedades funcionales de las matrices
bioplasticas se recalcd que el Zn-EDTA mejora la capacidad de
absorcion de agua de los sistemas, aunque no se logra una carga
importante de zinc ni una liberacion controlada del micronutriente con
esta sal. Por ultimo, una mezcla de ZnSO4-H20 y Zn-EDTA no logro

crear una sinergia entre sus propiedades. Asi, se redujo la cantidad de
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zinc incorporada por el sistema de ZnSO4-H2O, pero sin mejorar su

capacidad de absorcion de agua de manera significativa.

Tras este trabajo, la matriz bioplastica con un 10% en peso de
ZnS04-H20 incorporado y procesado mediante moldeo por inyeccion a
90 °C fue seleccionada como el sistema mas adecuado para la
incorporacion de zinc. Esto se debid a la gran cantidad de zinc que
incorpord a la matriz bioplastica. Ademas de mostrar las propiedades
mecanicas adecuadas para ser utilizadas como sistemas de liberacién
controlada. No obstante, es necesario mejorar el procesado, ya que las
matrices bioplasticas liberan una gran concentracion de micronutriente
en poco tiempo (1 h), no pudiéndose considerar como sistemas de

liberacion controlada.
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4.5 Concluding remarks

Protein-based bioplastic matrices have shown their potential to
incorporate salts that contain micronutrients. In this way, it has been
possible to develop bioplastic matrices with incorporated zinc through

different processing techniques and using diverse conventional salts.

Injection molding achieved bioplastic matrices with better
mechanical resistance (higher elastic modulus at bending and maximum
stress and strain at tension) than extrusion. This effect was also observed
by incrementing the processing temperature, regardless of the technique
used. A decrease in the water uptake capacity can also be attributed to
this increase in temperature. For this reason, injection molding at a mold
temperature of 90 °C was selected as the most efficient technique to
develop the zinc-incorporated bioplastic matrices.

In addition, a significant amount of essential micronutrient (zinc) for
the plant (up to 10 wt% of ZnSO4-H20) has been incorporated into the
bioplastic matrix. However, the incorporation of salt leads to more rigid
and less deformable bioplastic matrices. Likewise, these bioplastic
matrices with ZnSO4-H>0 imply a significant reduction in their water
uptake capacity. In fact, the pore size of these bioplastic matrices is
highly influenced by the presence of the micronutrient, significantly

reducing when salt is present.

The reduction of the water uptake capacity of bioplastic matrices with
salt incorporated was evaluated using different salts. Thus, it was found
that charge delocalization does not produce variations in any of the
properties of the bioplastic matrices. Furthermore, although in previous

studies, the pH value seemed to have a great influence, its importance

207



was partially lost when a salt was incorporated into the bioplastic matrix.
Thus, a reduction in pH does not produce a significant effect on the
mechanical properties and the water uptake capacity of the bioplastic
matrix, although the micronutrient retention capacity after severe water
treatment was lower. When the pH was increased, the opposite effect
occurred, possibly due to incompatibility between the matrix and the
buffer caused by the salt and alkaline solution. The effect of ionic forces
appeared to be the most pronounced, as mechanical properties and water
absorption capacity were markedly improved. However, ZnCO3 is
insoluble, making its uptake by the plant impossible, and Zn-EDTA
incorporated a very small amount of zinc into the bioplastic matrix due
to the low weight of zinc found in its structure. Therefore, it is necessary
to find an alternative to improve the water absorption capacity, without
undermining the main utility of these systems (the controlled

incorporation of micronutrients into the plant).

Regarding the optimization of the functional properties of the
bioplastic matrices, it was emphasized that Zn-EDTA improves the
water absorption capacity of the systems, although a significant load of
zinc or a controlled release of the micronutrient is not achieved with this
salt. Lastly, a mixture of ZnSO4-H20 and Zn-EDTA failed to create a
synergy between their properties. Thus, the amount of zinc incorporated
by the ZnSO4-H>0 system was reduced, but without improving its water

absorption capacity.

After this work, the bioplastic matrix with 10 wt% of ZnSO4-H.O
incorporated and processed by injection molding at 90 °C was selected
as the most suitable system for the incorporation of zinc. This was due

to the large amount of zinc incorporated into this bioplastic matrix and
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the appropriate mechanical properties to be used as controlled release
systems. However, it is necessary to improve its processing since the
bioplastic matrices present a rapid release of the micronutrient and

cannot be considered controlled release systems.
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Capitulo 5: Eliminacion del plastificante para
conseguir una liberacion controlada del

micronutriente
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5.1 Introduccion

La alta degradacion de los suelos horticolas junto con la baja
eficiencia a corto plazo de otras soluciones (barbecho o labranza de
conservacion), ha llevado a un uso excesivo de fertilizantes (Fertilizar:
Civil association, 2020). Entre sus ventajas se encuentran su rapidez para
contrarrestar las carencias del campo y su bajo costo (Flinck, 1982). Sin
embargo, también pueden generar serios problemas. El problema més
grave es su filtracion al subsuelo y aguas subterrdneas, que los
contaminan con un exceso de nutrientes, siendo peligrosos para el
medioambiente y el ser humano. Esta filtracion se debe a la baja
asimilacién de fertilizantes por parte de las plantas, que solo captan una
pequefia parte de los fertilizantes incorporados al suelo. Ademas, esta
baja asimilacion genera que se deba incorporar una mayor cantidad de
fertilizantes al suelo durante el crecimiento del cultivo, lo que se traduce

en un mayor costo de produccién (Kondraju y Rajan, 2019).

Dentro de este sector, Andalucia tiene el 41,3% de su superficie
ocupada por tierras de cultivo, lo que equivale a 4.591.460 ha, con una
produccion de 9.300.363 toneladas de cultivos en 2018, generando el
9,18% del empleo andaluz. Esto se debe a su clima, ideal para el cultivo
durante todo el afio. Ademas, el 62% de los productos cultivados en este
territorio cuentan con certificacion de calidad (Agencia de Gestion
Agraria y Pesquera de Andalucia, 2019). Andalucia se ha convertido en
el principal exportador de la comunidad europea, situdndose entre los 10
primeros del mundo, siendo sus productos estrella los cereales y
leguminosas (Junta de Andalucia, 2020). Entre las frutas y hortalizas, los
mas exportados son pimientos, tomates, pepinos, calabazas y fresas,

siendo Alemania, Francia, Italia y Reino Unido sus principales
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compradores (Galdeano, 2002). El suelo agricola andaluz es arcilloso
con materiales calizos antiguos, y suele ser deficiente en micronutrientes
como el manganeso, hierro, cobre y zinc, siendo la escasez de este Gltimo
el mas problematico de todos (Pefia et al., 2017). Su deficiencia puede
disminuir la produccion del cultivo en méas del 50%, por lo que es vital

detectarlo a tiempo y contrarrestarlo (Silva y Uchida, 2000).

La deficiencia de nutrientes y el alto consumo de fertilizantes han
generado un nuevo campo de investigacion centrado en el estudio de
métodos de fertilizacion més efectivos (Hernandez et al., 2016; Pagnani
et al., 2018; Shaji et al., 2021). Estas investigaciones no solo se enfocan
en reducir la cantidad de fertilizantes utilizados, sino también en buscar
técnicas de fertilizacion competitivas que no encarezcan el producto
final, lo cual sigue siendo un desafio. Entre ellos, cobra especial interés
el uso de sistemas de liberacion controlada (Chen et al., 2020; K.R. et
al., 2021). Sin embargo, las materias primas y técnicas utilizadas para
fabricar estos sistemas tienen grandes problemas de escalabilidad y, por
tanto, no pueden competir con la fertilizacion convencional (su precio
oscila entre 1,50 y 22,00 €/kg frente a los 0,75-3,00 €/kg de los
fertilizantes convencionales). En este sentido, el uso de subproductos o
residuos agroalimentarios ricos en proteinas es mas factible, al suponer
una mayor valorizaciobn en cuanto a sus aplicaciones tecnoldgicas
(Damodaran, 1997; Bozell, 2006). Ademas, pueden ser procesados por
los mismos métodos utilizados para los plasticos convencionales, lo que
los convierte en una alternativa que puede competir con los fertilizantes
convencionales (0,50-2,00 €/kg) (De Corato et al., 2018; Gontard et al.,
2018).
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Uno de los procedimientos més sencillos para el desarrollo de estas
matrices bioplasticas, como se ha visto en capitulos anteriores, consiste
en homogenizar la proteina y la sal que contiene el micronutriente con
un plastificante y, posteriormente, procesar la mezcla resultante
mediante moldeo por inyeccion o extrusion (Song et al., 2011; Kluver y
Meyer, 2015; Fernandez-Espada et al., 2016). El uso del plastificante es
necesario para facilitar el procesado de las matrices. Sin embargo, la
presencia del mismo en el interior de las matrices induce a la liberacion
rapida de gran parte del micronutriente a la tierra de cultivo. Por tanto,
antes de utilizarlas, es necesario eliminar el plastificante para poder

realizar una liberacion debidamente controlada.

Entre los plastificantes utilizados, la glicerina (el mas comun) tiene
una alta afinidad por el agua, siendo una inmersion en la misma el
procedimiento mas facil para eliminarlas de las matrices bioplasticas. Sin
embargo, la alta solubilidad de las sales utilizadas en horticultura para
incorporar los micronutrientes (como el sulfato) hace que estas se
pierdan durante la inmersion, elimindndose la posibilidad de liberar los
micronutrientes en los cultivos. En este sentido, el principal objetivo de
este capitulo fue obtener el mejor protocolo para eliminar eficientemente
el plastificante, sin limitar la cantidad de micronutriente incorporado en
la matriz. Para ello, se evaluaron diferentes protocolos para la
eliminacion del plastificante, llegando a su optimizacion. Finalmente, se
evaluaron las propiedades funcionales de las matrices para escoger el

método de procesado mas eficaz.
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5.2 Materiales y métodos

La matriz se fabricé a partir del subproducto de soja, afiadiéndole
sulfato de zinc monohidratado (ZnSO4-H20) como sal que contiene el
micronutriente deseado (zinc). Una descripcion mas detallada de estos
productos estd incluida en la seccion 2.1.1 y 2.1.3 del Capitulo 2.
Ademas, se utilizd la glicerina como plastificante para facilitar el
procesado de las matrices. Este material esta descrito en la seccion 2.1.2.

En este capitulo se comparan los resultados de las matrices procesadas
siguiendo todos los protocolos explicados en la seccion 2.7 del Capitulo
2. Ademas, se estudia la influencia del tipo de disolvente utilizado en el
medio de extraccion de plastificante. Un resumen de los estudios
desarrollados en este capitulo se encuentra en la Tabla 5.1.

Tabla 5.1. Estudios realizados, métodos y medios de inmersion utilizados y seccién donde se

encuentran los resultados.

. Método de incorporacion Medio de L
Estudio . . iy Seccion
de zinc inmersioén
A Etapa previa de Agua
mezclado
. B Inmersién . .,
Diferentes Disolucion
métodos A+B Mezclan * saturada de sal e
Inmersion
c Segunda etapade  Agua + Disolucién
inmersioén saturada de sal
Agua
Optimizacion | A Etapa previa de Etanol 53.2
mezclado Mezcla
agua/etanol
Etapa previa de Agua
., A
Evaluacion mezclado Etanol 533
funcional ., Disolucion -
B  Etapa de Inmersion
saturada de sal
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Las matrices elaboradas en

los diferentes estudios fueron

caracterizadas utilizando las técnicas resumidas en la Tabla 5.2.

Tabla 5.2. Técnicas de caracterizacion usadas para evaluar las matrices.

Propiedades Técnica Seccion
Cinética de eliminacion del
.. i . 2.8.1.1
Fisicoquimicas plastificante
TGA 2.8.1.2
Mecénicas Compresion dinamica 2.8.2
- SEM 2.8.3.1
Morfologicas EDAX 2832
Micronutriente incorporado 284.1
Funcionales Liberacién del micronutriente 2.8.4.2
Capacidad de absorcion de agua 2.8.4.3
Ambientales Biodegradabilidad 2.85
Horticolas Evaluacién en cultivos 2.8.6
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5.3 Resultados y discusion

5.3.1 Evaluacion de diferentes métodos para la obtencion de

la matriz

5.3.1.1 Propiedades mecanicas

La Figura 5.1 muestra los barridos de frecuencia realizados a las
matrices procesadas por los diferentes métodos. En este ensayo se
registran los mddulos elastico y viscoso obtenidos tras la aplicacion de
una deformacion de compresion de baja amplitud, dentro del intervalo
viscoelastico lineal. Todas las matrices estudiadas presentaron un

comportamiento sélido (E” > E’’) con una dependencia muy baja de la

frecuencia.
10’ : .
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Figura 5.1. Ensayos dinamicos de compresion de las matrices procesadas por los diferentes

métodos.

En la Tabla 5.3 se muestran los parametros caracteristicos de estos
ensayos. En primer lugar, se realizaron los barridos de deformacion, no
encontrando diferencias significativas entre las deformaciones criticas de
los diferentes métodos (alrededor del 0,05% en todos los casos). Por otro

lado, se puede observar que las matrices obtenidas por inmersién directa
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en una disolucion saturada de sal (B y A+B) presentan valores del
moédulo elastico (E’1) superiores a los de aquellas matrices que se
sumergen en agua, ya sea en una sola etapa (A) o como primera etapa
(C). Esto puede deberse a la diferencia generada en la estructura de la
matriz por cada uno de los dos medios. En este sentido, el agua parece
producir un mayor hinchamiento de la matriz, afectando més a su
estructura, que la disolucion saturada de sal. En cuanto a los valores de
la tangente de pérdidas (tan d1), son, en todos los casos, inferiores a 0,2,
lo que demuestra que, a pesar de las diferencias encontradas entre los
valores del mddulo elastico, todas las matrices presentan un caracter
predominantemente sélido. No se muestran diferencias significativas
entre los valores de tan 81 de las diferentes matrices, lo que indica que la
relacién entre el modulo elastico y viscoso no se ve afectada
significativamente por el cambio en el procesado de las matrices.

Tabla 5.3. Pardmetros de compresion de las matrices procesadas por diferentes métodos. Las

diferentes letras usadas como superindice en las distintas columnas evidencian diferencias

significativas (p <0,05).

Sistemas | &t (%)  E’; (MPa)  tan 8: (-)
A 0,04+0,02¢ 1,5+0,2* 0,09+ 0,03'
B 0,05+0,01° 2,8+0,1% 0,10 +0,02'
A+B | 0,06+0,022 30+0,2%8 0,09+0,03
C 0,04+0,01° 1,6+0,3* 0,12 +0,01'

5.3.1.2 Propiedades morfoldgicas
SEM

En la Figura 5.2 se muestran las imagenes de SEM de las matrices
procesadas por los diferentes métodos. Generalmente, todas las matrices
tienen poros homogéneos. Las matrices obtenidas por los métodos A 'y

C tienen el mayor tamafio de poro (14,7 £ 55 vy 13,2 £ 2,3 um,
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respectivamente), sin diferencias significativas entre los dos sistemas. En
cambio, las matrices que fueron sometidas a una inmersion en la solucién
saturada (métodos B y A+B) tienen un tamafio medio de poro de 7,2 +
2,3y 6,3 £ 1,5 um, respectivamente. Estos resultados son consistentes
con los obtenidos en las propiedades mecanicas. De esta forma, las
matrices con un tamafio de poro inferior (métodos B y A+B) tienen una

estructura mas compacta que conduce a mayores modulos elasticos.

Figura 5.2. Imagenes de SEM de las matrices procesadas por los diferentes métodos.

EDAX

En la Tabla 5.4 se muestran los porcentajes de zinc y azufre obtenidos
mediante EDAX en las diferentes zonas de las matrices. Las
concentraciones superficiales corresponden a un mapeo realizado a
imagenes tomadas de la superficie frontal de cada matriz, mientras que
las concentraciones interiores fueron obtenidas en imagenes tomadas de

un corte transversal de cada sistema.
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Tabla 5.4. Concentracion de zinc y azufre (g/kg) obtenidas en los andlisis de EDAX en la
superficie e interior de las matrices proteicas obtenidas por diferentes métodos. Las
diferentes letras usadas como superindice en las distintas columnas evidencian diferencias
significativas (p <0,05).

Concentracion (g/kg) | A B A+B C
7 Superficie 50+ 1% 272+26° 275+5° 302+2°
Interior 42 +6° 196+35¢ 240+7° 322 +23°
Superficie 8+2f 122+6Y 11679 139+3"
Interior 9+2" 655 113+6Y 877

S

Se puede observar que, en la matriz obtenida con el método A, el Zn
se distribuy6 homogéneamente por toda la matriz, debido a que se
introduce en la etapa de mezclado homogeneizandose con el resto de las
materias primas. En la matriz obtenida por el método B, el porcentaje de
Zn que entro en el interior de la matriz es mayor que en el método A,
pero mucho menor que el encontrado en la superficie. Este resultado
podria deberse a que se produce un recubrimiento inicial de Zn en la
superficie de la matriz, favorecido por las fuerzas ionicas de la solucion,
que parece limitar la penetracién de una mayor cantidad de Zn al interior
la matriz. En el caso del sistema procesado por el método A+B, la
diferencia de porcentaje de Zn dentro de la matriz y en la superficie fue
menor. Esto puede deberse en primer lugar al efecto de homogenizacion
del contenido de Zn de la etapa de mezclado y en segundo a que la etapa
de inmersion en la disolucion forma el recubrimiento de Zn en la
superficie que contrarresta la salida de zinc. Como resultado, la cantidad
de Zn retenida en el interior es mucho mayor que en el método A y hay
menos diferencias entre el contenido de Zn del interior y de la superficie
que en el método B. Finalmente, la matriz obtenida por el método C es
la que present6 mayor cantidad de Zn, siendo homogéneo el contenido
en la superficie e interior del sistema. Este resultado podria deberse al

aumento del tamafio de los poros como consecuencia de la etapa de
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inmersion en agua, lo que ayudaria a que el Zn entre en la matriz,
impidiendo la formacion del recubrimiento hasta que estos poros estén
llenos. Por otro lado, si se observan los valores obtenidos para S, se
puede comprobar que en todos los casos son notablemente inferiores a
los obtenidos para el Zn, incluso considerando sus pesos atomicos
relativos. Esto puede deberse a que la proteina se encuentra cargada
negativamente, lo cual es favorable a la hora de capturar Zn (ion
positivo), pero crea fuerzas repulsivas sobre el sulfato (ion negativo).
Cabe mencionar que parte del azufre encontrado pertenece a la misma
proteina que tiene aminoacidos que contienen azufre (metionina y
cisteina). Sin embargo, el impedimento para la incorporacion de sulfato
puede considerarse beneficioso, ya que de esta manera los poros de la

matriz pueden albergar en mayor medida el micronutriente deseado (Zn).

La Figura 5.3 muestra los espectros obtenidos en el analisis de EDAX
de la superficie (S) e interior (I) de las matrices procesadas por los
métodos A y B. En estos espectros se observa lo comentado
anteriormente, cuando el zinc se incorpor6 mediante inmersion en
solucién saturada de sal, se observo una mayor cantidad de Zn en la
superficie que en el interior. Sin embargo, esto no sucede cuando el zinc
se incorpord en la etapa de mezclado, donde la concentracion de zinc
parece homogénea en ambas partes. En cuanto al azufre, se observa un
comportamiento similar a la del Zn en la matriz procesada por el método
B, pero en el método A se retuvo mas S en el interior que en la superficie,
posiblemente debido a la homogeneizacion del ZnSO4 en la etapa de
mezclado, ya que es més facil eliminar el sulfato de la superficie que del

interior de la matriz.
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Figura 5.3. Espectros obtenidos en el analisis de EDAX para las matrices procesadas por el
método A en la superficie (A.S) e interior (A.1) y por el método B en la superficie (B.S) e
interior (B.I).

5.3.1.3 Propiedades funcionales

Micronutriente incorporado

En la Tabla 5.5 se muestra la cantidad de Zn?" y SO4? incorporados
en las diferentes matrices procesadas. Como se puede observar, las
matrices obtenidas por el método A fueron las que incorporaron una
menor cantidad de zinc, siendo las obtenidas por el método C las que
incorporaron la mayor cantidad. Finalmente, las matrices obtenidas por
los métodos B y A+B incorporaron cantidades intermedias, siendo algo
superiores para este Ultimo método.

229



Tabla 5.5. Concentraciones de zinc y sulfato obtenidas en los analisis de ICP de las matrices
proteicas obtenidas por diferentes métodos. Todos los valores presentaron diferencias

significativas (p <0,05) entre ellos.

Método | Zn?* (mg) Zn*2 (mol/kg) SO, (mg) SO.Z (mol/kg)
A | 481 0,27 <0,01 <0,01
B | 281 1,60 41,4 1,54
A+B | 337 1,92 43,3 1,61
C | 492 2,81 72,4 2,70

Esta secuencia coincide con la que se obtuvo mediante analisis
EDAX. En cuanto a la cantidad de sulfato presente en las matrices, siguio
un comportamiento similar al del zinc, donde fue practicamente
inexistente en las matrices elaboradas por el método A. Durante la
inmersion, la sal se disuelve en el agua donde permanecen la mayor parte
de iones zinc y sulfato. En ambos casos se tenderd a alcanzar un
equilibrio dindmico entre la matriz y el medio. La diferencia de
comportamiento entre ambos iones puede atribuirse a la carga superficial
neta negativa de la matriz proteica que desplaza el equilibrio hacia la
matriz por la atraccion de iones Zn?*o hacia el medio por la repulsion de
iones SO4%. Sin embargo, en el método B, en el que los iones estan
inicialmente en el medio en vez de en la matriz, ocurre exactamente lo
contrario. La difusién se produce hacia la superficie de la matriz y de alli
hacia el interior a través de los poros. En el método B, la etapa de difusion
de iones a través de los poros parece ofrecer mucha mayor resistencia
que la de difusion desde el medio a la superficie. Cabe destacar que existe
una diferencia entre el hinchamiento de la matriz que se produce en la
inmersion en agua (método A) y en la disolucion de sal (método B), que
de hecho conduce a una notable diferencia en el tamafio de los poros
(14,7 £ 5,5y 7,2 £ 2,3 um, respectivamente). Esto también contribuiria

a explicar que la cantidad de zinc en las matrices procesadas el método
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A sea homogénea en el interior y superficie, mientras que en las
procesadas por el método B tengan una mayor concentracion en la
superficie. En el método A+B, la incorporacion de la sal en ambas partes
(matriz y medio) hizo que la cantidad de iones dentro de la matriz fuera
significativamente superior que en el método B. Finalmente, el método
C se disefi6 incorporando una primera etapa de inmersion en agua con el
objetivo de favorecer el hinchamiento de la matriz antes de la segunda
etapa de inmersion (en la disolucion saturada). De esta forma, se
obtuvieron tamafios de poros similares a los del método A (13,2 £ 2,3
pum), lo que facilito la difusion de iones desde la superficie de la matriz
hacia el interior. Ello permitié una mayor incorporacién de iones a la
matriz, quedando interior y superficie de las matrices equilibrados en
cuanto a sulfato y zinc. Cabe sefialar, que, independientemente del
método de incorporacion de iones empleado, siempre hubo una mayor
incorporacion de Zn®* en las matrices que de SO4>". Asi, la relacion entre
el nimero de moles de Zn?*y de SO4? resulta siempre superior a 3, tanto
en la superficie como en el interior de la matriz. Como se menciond
anteriormente, este comportamiento se debe a que la proteina esta
cargada negativamente (pH de la matriz superior a su punto isoeléctrico),
por lo que tiene mas afinidad con los iones positivos debido a las fuerzas

electrostaticas.

Segln Broadley et al. (2007) la cantidad estimada de zinc necesaria en
los cultivos es de 15-20 mg/kg. En este sentido, una matriz obtenida por
los métodos B, A+B o C podria suplir las necesidades de los cultivos.
Sin embargo, la obtenida por el método A tuvo tanta pérdida de zinc
durante la etapa de inmersion (se perdio el 54% del Zn?* incorporado en
el sistema antes de la inmersion) que no tiene suficiente zinc para suplir

su déficit con una sola matriz. Ademas, la cantidad de azufre que
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presentan estas matrices es un valor afiadido como nutriente secundario,

no alcanzando en ningun caso niveles toxicos (Komarnisky et al., 2003).

Liberacién del micronutriente en agua

El tiempo de liberacion del micronutriente de cada matriz también se
evaluo midiendo el aumento de conductividad en el medio de liberacion
(agua). En este sentido, la matriz procesada por el método A tiene el
tiempo de liberacién maximo (tiempo cuando la conductividad del medio
permanece constante) méas corto (1 hora). Esto puede deberse a la menor
cantidad de Zn que poseen. Las matrices procesadas por los métodos B
y A+B tienen un mayor tiempo de retencion (2 y 2,17 h,
respectivamente). Aunque la modificacion realizada en el método A+B
no permitié un tiempo de retencion significativamente mayor. Por otro
lado, la matriz procesada por el método C, que tiene la mayor cantidad

de zinc, también presenta el mayor tiempo de retencion (2,5 h).

Se puede observar que un simple equilibrio quimico no mantiene el
zinc dentro de la matriz, ya que su liberacion se prolonga en el tiempo.
Por lo tanto, se retiene en la matriz gracias a las fuerzas electrostaticas
generadas por las cargas negativas de la matriz y las positivas del zinc,
como se menciond anteriormente. Por esta misma razon, se espera que
el sulfato se libere méas rapidamente que el zinc debido a las fuerzas
repulsivas generadas. Estas fuerzas se debilitan debido a la
biodegradacion de la matriz proteica, generando la liberacion controlada
del micronutriente. Ademas, cabe mencionar la eliminacion de la
glicerina de las matrices permite que la liberacion de los micronutrientes
sea mas lenta que la observada en capitulos anteriores para las matrices

bioplasticas (Capitulo 4). Un comportamiento similar fue obtenido por
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Essawy et al. en matrices de hidrogel de quitosano-celulosa (Essawy et
al., 2016).

Capacidad de absorcién de agua

Todas las matrices se sometieron a un ensayo para determinar su
capacidad de absorcion de agua (Figura 5.4). Todas las matrices
presentaron valores de capacidad de absorciéon de agua entre los 120-
140% entre las matrices procesadas por los diferentes protocolos. Esto
indica que, aunque no llegan a los limites de los materiales
superabsorbentes (1000%) como si lo hace la matriz a base de proteina
de soja sin micronutrientes incorporados, sus capacidades de retencion
de agua son buenas. Ello permite suministrar esta agua a los cultivos en

épocas de sequia y, asi, aportar a este producto un nuevo valor afiadido.
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Figura 5.4. Capacidad de absorcion de agua y pérdida de material soluble de las matrices
procesadas por los diferentes métodos. Las diferentes letras usadas las columnas evidencian
diferencias significativas (p <0,05).

En cuanto a la pérdida de material soluble, todas las matrices
presentaron diferencias en los valores. Estas diferencias se deben a la
cantidad de sal incorporada en cada caso. Asi, esta pérdida de material

soluble se debe a la eliminacion de los iones zinc y sulfato de la matriz,

233



asi como a parte de la proteina soluble. Cabe mencionar que los valores
obtenidos son menores que aquellos presentados por las matrices
bioplasticas en capitulos anteriores (Capitulo 4). Esto se debe a que las
matrices estudiadas en este apartado no presentan glicerina en su

composicion, ya que esta ha sido eliminada durante el procesado.
5.3.2 Optimizacion de la retencidn de micronutriente

De los métodos evaluados anteriormente, el método A es el més
directo y el que implica una menor cantidad de materias primas para su
desarrollo. En este sentido, aunque sea el método que obtenga matrices
con la menor cantidad de sal incorporada, es el sistema que produjo un
mayor aprovechamiento de la sal durante el procesado (la matriz
procesada por el método A conservo un 46% de la sal incorporada en el
mezclado, mientras que al incorporar la sal como una disolucién saturada
(métodos B y C), las matrices solo lograron captar un 0,03-0,05% de la
sal empleada durante el procesado), siendo econdmicamente mas
rentable. En este sentido, es necesaria la optimizacién del método A para
que incorpore una cantidad de zinc adecuada para su asimilacion por
parte de las plantas. Para ello, en este apartado se evalu6 el uso de etanol
en medio de extraccion de la glicerina. El etanol se eligié debido a que
la glicerina es muy soluble en este, mientras que el ZnSO4-H20 es
insoluble, buscando mejorar la capacidad de retencion del micronutriente

en las matrices.

5.3.2.1 Propiedades fisicoquimicas

Cinética de eliminacién del plastificante

En primer lugar, se evaluo la pérdida de material soluble durante la

inmersion de las matrices en los diferentes medios (agua, etanol y mezcla
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1:1 agua:etanol) para evaluar la cinética de eliminacién del plastificante
(Figura 5.5). Como se puede observar, la liberacion de material soluble
se vio fuertemente afectada por el disolvente utilizado durante la etapa
de inmersién. Cuando se utilizo solo agua, la pérdida de material soluble
fue mayor, presentando valores entre 50 y 60% Yy manteniéndose
constante después de 8 h de inmersion. Este porcentaje no solo se debe
al plastificante, sino que interviene parte de la sal y la proteina. Por lo
tanto, se espera que la cantidad de micronutriente perdido sea mayor en

este caso.
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Figura 5.5. Pérdida de material soluble durante la inmersién de las matrices en los
diferentes medios.

Al utilizar etanol (EtOH) para la inmersion, la pérdida de material
soluble fue considerablemente menor en todo el intervalo de tiempo
estudiado, con valores que oscilaron entre 13-50%. Esta disminucion de
los valores coincide con la baja solubilidad del ZnSO4-H20 y la proteina
en etanol. Como resultado, la pérdida de material soluble corresponde
casi en su totalidad a la pérdida de glicerina (45% en peso). Asi, se espera
que la retencidn de micronutriente en estas matrices sea mayor que en el

caso del agua. Ademas, en este caso, la pérdida de material soluble
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aumento mas lentamente que en el caso anterior, tardando mucho mas en
alcanzar un valor constante (alrededor de 12 h de inmersion). Este
comportamiento podria deberse a la menor facilidad del etanol para
penetrar a la matriz y arrastrar la glicerina, ya que no puede interactuar

con la proteina o la sal.

Como era de esperar, hubo una situacion intermedia entre los dos
casos anteriores al probar la inmersién en una solucion de H,O:EtOH en
relacién 1:1. La pérdida de material soluble fue menor que en agua, pero
el perfil observado estuvo claramente dominado por el medio acuoso, al
menos durante las primeras 10 h de inmersion, presentando un perfil
similar. Estos resultados reflejan que seria de esperar que la parte acuosa
de la solucién liberara parte de la proteina soluble y la sal, aunque en
menor medida que en el caso del agua. Sin embargo, después de largos
periodos de inmersion (después de las 15-20 h de inmersion), el perfil de
liberacion se vuelve bastante coincidente con el perfil que se muestra
para la inmersion solo en etanol, aunque los sistemas sumergidos en la
mezcla agua/etanol alcanzan el equilibrio un poco antes que los
sumergidos solamente en etanol. Este comportamiento se debe a que el

agua mejora la accesibilidad del medio al interior de la matriz.

Los perfiles de liberacion obtenidos se ajustaron a una ecuacion
potencial (ecuacion 1) en términos de la pérdida de material soluble

(SML) en funcion del tiempo (t), expresada en % y h, respectivamente:
SML(t) = SML, - t© (1)

donde SML, es la pérdida de material soluble después de 1 h de
inmersion y a es un parametro adimensional que representa la derivada

temporal del crecimiento de la pérdida de material soluble. Los valores
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de ambos parametros se muestran en la Tabla 5.6, para los tres medios

utilizados.

Tabla 5.6. Modelos de liberacién obtenidos para la pérdida de material soluble de las

matrices sumergidas en los diferentes medios.

Mediousado | SML; (%) a(-)
H,0 . 51,7 0,034
H,0O:EtOH 401 0,070
t<125h| 124 0,436

BOH 4 S125h| 401 0070

Los altos valores obtenidos para SML, cuando el medio de inmersion
es agua evidencia la rapida liberacion de la glicerina en este medio. Por
otro lado, cuando el medio de inmersién fue solo etanol, el perfil refleja
dos etapas diferentes, la primera siguiendo una cinética de liberacién
mucho mas lenta. Vale la pena mencionar que el punto de cambio que
tiene lugar de la primera a la segunda etapa parece coincidir con el punto
en el que la liberacion alcanza la concentracion de glicerina en la
muestra. Cabe sefialar también que el perfil de liberacion en la segunda
etapa se ajusta a la misma ecuacion que la matriz inmersa en la mezcla
de medios. Asi, el cambio en la cinética de liberacion se debe a que la
glicerina se ha liberado completamente y los otros componentes tienen

una liberacion mucho mas lenta.
TGA

Se realizaron analisis de TGA para verificar que tras 12 h de
inmersion en etanol se habia liberado toda la glicerina. Este sistema se
selecciond ya que es el tiempo al que se alcanza el 45% de pérdida de
material soluble (el mismo porcentaje que hay de glicerina en los
sistemas). Para evaluarlo, se analiz6 tanto las materias primas (aislado

proteico de soja (SPI) y glicerina (Gly)) como las matrices antes (MB)
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como después (MF) de la inmersion en etanol. Los analisis se
representaron a partir de la derivada primera del peso con la temperatura
(Figura 5.6). Asi, se puede observar las temperaturas a las que se degrada

cada material.
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Figura 5.6. TGA de las materias primas (SPI, Gly y ZnSO4-H20), matriz bioplastica antes de
la inmersion (MB) y matriz final tras 12 h de inmersion en etanol (MF EtOH)
Como se puede deducir de los perfiles de las materias primas, SPI
presenta un primer pico entre 50-100 °C, que corresponde a la humedad
de la proteina y un segundo pico entre 200-500 °C que se debe a la
degradacidn de la proteina de soja (Wang et al., 2007). Por otro lado, Gly
solo presenta un Unico pico entre 200-280 °C, lo que podria corresponder
a su evaporacion. Dado que este pico es inferior a su punto de ebullicidn
(290 °C) y considerando su fuerte dependencia del contenido de agua, la
glicerina utilizada deberia contener algo de agua residual (del orden del
1%) (Fernandez-Espada et al., 2019). En cuanto al ZnSQO4-H-0, su perfil
presenta dos picos, el primero a 50 °C aproximadamente, que se debe a
la pérdida del monohidrato y el segundo entre 230-280 °C, que
corresponde a la descomposicion del ZnSO4 (Sagunthala et al., 2016).

238



La matriz bioplastica presentd todos los picos correspondientes a las
materias primas. Asi, presenta un primer pico entre 50-100 °C con su
méaximo entre 105-110 °C, que corresponde a la pérdida de agua en el
sistema (tanto la humedad de la proteina como el hidrato de la sal). En el
segundo pico, Gly, ZnSO4-H20 se superponen, debido a que sus picos
caracteristicos aparecen en la misma region. Se aprecia un tercer pico
que corresponde a la degradacion del aislado SPI, en el que se aprecia un

solapamiento con la degradacion del sulfato.

Finalmente, la matriz final (MF EtOH) solo muestra dos picos
notables. EI primero puede corresponder a la sal monohidratada ya que
ésta no se pierde en la etapa de liofilizacion. El segundo parece estar
asociado a la proteina (200-500 °C), si bien puede haber cierta
contribucion de la sal (hasta 280 °C), pero en menor medida que en la
matriz inicial (MB). Ademas, en este pico no se observo la superposicion
provocada por la glicerina, por lo que se puede concluir que no habia
glicerina presente en la matriz después de 12 h de inmersion en etanol,
por lo que no seria necesaria una inmersion mayor. Estos resultados

explican el cambio de cinética observado en el apartado anterior.

5.3.2.2 Propiedades mecanicas

La Figura 5.7 muestra los perfiles de los médulos eléstico (E’) y
viscoso (E’’) frente a la frecuencia de las diferentes matrices estudiadas.
Todas las matrices presentaron una respuesta elastica predominante (E’
> E’’) sin apenas dependencia con la frecuencia. Esto indica que todos

los sistemas tenian un fuerte caracter solido.
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Figura 5.7. Ensayos dinamicos de compresion de las matrices procesadas usando diferentes

medios de inmersion (agua, etanol y una mezcla agua:etanol 1:1).

En la Tabla 5.7 se pueden observar los parametros obtenidos de los
ensayos de compresion de los diferentes sistemas, lo que ayuda a su
comparacion. En cuanto a la deformacion critica, todos los sistemas
presentaron valores parecidos (cercanos a 0,05%) sin diferencias
significativas entre ellos.

Tabla 5.7. Parametros de flexion de las matrices procesadas usando diferentes medios de

inmersion (agua, etanol y una mezcla agua:etanol 1:1). Las diferentes letras usadas como
superindice en las distintas columnas evidencian diferencias significativas (p <0,05).

Sistemas | &t (%)  E’1 (MPa)  tan 81 (-)
H.0 0,04 0,022 1,5+02* 0,09 +0,03'
H,O:EtOH | 0,05+0,01*° 0,7+0,18 0,04 +0,01"
EtOH |0,04+0,022 36+0,3 0,08+0,02

Por otro lado, la matriz obtenida tras la inmersion en etanol obtuvo
los valores de madulo elastico mas altos. Esto puede ser la causa de la
menor pérdida de material soluble durante la inmersion en este medio.
En este sentido, el etanol provoca que la matriz sea mas compacta con
mayores mddulos y como consecuencia tenga una menor pérdida de

material soluble. Sin embargo, la matriz que se obtuvo por inmersion en
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la mezcla agua/etanol mostré los valores mas bajos, lo que es un
resultado inesperado que dificilmente puede explicarse en términos de
pérdida de material soluble y podria deberse a la microestructura de la
matriz. En cuanto a la tangente de pérdidas, todos los sistemas
presentaron valores por debajo de 0,1, lo que recalca el fuerte caracter

s6lido de estas matrices.

5.3.2.3 Propiedades morfologicas

En la Figura 5.8 se muestran las imagenes de SEM de las diferentes
matrices. Como se observa, la inmersion en agua provoca la formacion
de poros de gran tamafio, atribuible al mayor hinchamiento de la matriz
en medio acuoso. Esto puede relacionarse con la mayor pérdida de
material soluble que se observo en estos sistemas durante la inmersion.
La inmersién en etanol, por el contrario, da lugar a un menor
hinchamiento, lo que hace que los poros presentes sean de menor tamafio
y mas uniforme, y que va acompafiado de una menor pérdida de material
soluble. Este efecto también contribuye a los valores de modulo elastico
mas altos que se encontraron en las matrices tras la inmersion en etanol,

ya que su estructura es mas compacta.

Figura 5.8. Imagenes de SEM de las matrices procesadas usando diferentes medios de

inmersion tras 24 h de inmersion (agua, etanol y una mezcla agua:etanol 1:1).

En cuanto a la matriz obtenida de la inmersién en la mezcla
agua/etanol, parece que presenta poros grandes y pequefios. Asi, es la
matriz que presenta un mayor namero de poros, lo cual sugiere que el
efecto controlante durante la etapa inicial de inmersion debe ser el
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hinchamiento de la matriz relacionado con la presencia de agua. Sin
embargo, tras esta etapa inicial, la presencia de etanol puede desempefiar
un papel de inhibicidn en el crecimiento de los poros. Como resultado,
la microestructura final de esta matriz es méas heterogénea que la del
resto, lo que podria estar relacionado con sus menores valores en el

maodulo elastico (peor resistencia mecanica).

5.3.2.4 Propiedades funcionales

Micronutriente incorporado

La Tabla 5.8 muestra la cantidad de Zn?* y SOs* en las matrices
procesadas usando los diferentes medios de inmersién. Como se puede
observar, la matriz obtenida tras la inmersién en agua fue la que presento
la menor cantidad de iones zinc o sulfato, lo que corrobora la mayor
pérdida de material soluble observada. Estos resultados se deben a la alta
solubilidad del ZnSO4 en agua (577 g/kg agua a 25 °C (Lide, 2006)).

Tabla 5.8. Carga de zinc (Zn?*) y sulfato (SO4%) obtenidas en los andlisis de ICP de las
matrices procesadas usando diferentes medios de inmersién (agua, etanol y una mezcla
agua:etanol 1:1). Todos los valores presentaron diferencias significativas (p <0,05) entre

ellos.

Sistemas | Zn?* (mg) Zn*2(mol/kg) SO, (mg) SO (mol/kg)

H-0 4,81 0,27 <0,01 <0,01
H.O:EtOH 9,94 0,56 7,12 0,26
EtOH 15,3 0,86 22,5 0,84

Por otro lado, las matrices obtenidas tras la inmersion en etanol fueron
las que presentaron una mayor cantidad de micronutriente, debido a la
poca solubilidad de la sal en etanol (0,29 g/kg etanol a 25 °C (Seidell y
Linke, 1940)). Estos resultados son coherentes con los obtenidos en la
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cinética de liberacion del plastificante, donde el agua fue el medio que
presentd la mayor pérdida de material soluble y el etanol el que obtuvo
menores pérdidas. En cuanto a la matriz obtenida tras la inmersion en la
mezcla agua/etanol, esta presentd valores intermedios entre la sumergida

en aguay etanol.

En cuanto al ion sulfato, este se liberé por completo en el agua,
mientras que la inmersion en etanol permitié que parte del mismo se
retuviera en la matriz. Esto puede deberse a que la sal no se ionizé
durante la inmersién en etanol, lo que no provoco fuerzas repulsivas

entre las cargas negativas de la proteina y el ion sulfato.

La concentracion de proteina de las diferentes matrices puede
calcularse al conocer la cantidad de zinc y sulfato que contienen, siendo
del 98,2, 94,3 y 88,2% en peso para las matrices inmersas en agua,
mezcla agua/etanol y etanol, respectivamente. En principio, cuanto
mayor es la concentracion de proteina, mas fuerte se forma la red de
proteinas y, por lo tanto, se logran mayores propiedades viscoelasticas.
Este hecho puede explicar el comportamiento mecanico mostrado
anteriormente en las matrices, donde la matriz inmersa en agua presento

un mayor madulo elastico que la inmersa en una mezcla agua/etanol.

Liberacién del micronutriente

Para medir la liberacion del micronutriente, cada matriz se sumergio
en agua para calcular la cinética de liberacion en la misma mediante
medidas de conductividad electrolitica en funcion del tiempo (Figura
5.9). Como se puede observar, la evolucién en el tiempo fue diferente
para cada matriz. De esta forma, la conductividad del medio fue
altamente influenciada por la concentracion de sal en cada sistema. Asi,

la matriz obtenida tras inmersion en agua present6 los menores valores
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de conductividad, mientras que la obtenida tras inmersion en etanol

obtuvo los mayores.
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Figura 5.9. Liberacion del micronutriente en agua para las matrices obtenidas mediante
diferentes medios de inmersion (agua, etanol y una mezcla agua:etanol 1:1). A:
Conductividad vs. tiempo. B: Porcentaje de liberacion vs. tiempo.

Las diferencias encontradas entre las matrices también produjeron un
cambio en el tiempo de liberacion del micronutriente. De esta forma, la
matriz obtenida tras la inmersion en etanol fue la que presenté un tiempo
de liberacion mas prolongado (alcanza el 100% a los 240 min
aproximadamente, mientras que la matriz de inmersion en agua lo
alcanza a los 60 min). Esto puede deberse a la microestructura presentada
por ambas matrices, siendo mas facil la liberacién en la matriz obtenida

por inmersién en agua, ya que presento poros mas grandes.

Capacidad de absorcién de agua

Como se ha comentado anteriormente, uno de los valores agregados
de estas matrices es su capacidad de absorcion de agua (Capezza et al.,
2019). Esta propiedad convierte a estas matrices en una fuente de agua
para el cultivo, reduciendo la cantidad de agua de riego necesaria para la
produccién y, por tanto, mejorando la eficiencia del ciclo del agua. La
Figura 5.10 muestra la capacidad de absorcion de agua y pérdida de

material soluble de las matrices obtenidas tras inmersion en diferentes
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medios. En este caso, las matrices estudiadas presentan cierta capacidad
absorbente, pero ninguna alcanza el limite superabsorbente (>1000%).
De este modo, la matriz con mayor capacidad de captacion de agua fue
la obtenida tras la inmersion en agua. Respecto a los otros dos sistemas,
no se observaron diferencias significativas entre ambos, aunque su
absorcion fue mucho menor que en la matriz obtenida por inmersion en
agua. Esta baja capacidad de captacion de agua podria estar relacionada
con la mayor carga i6nica de las matrices con mayor contenido de

micronutriente (Sadeghi y Hosseinzadeh, 2008).
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Figura 5.10. Capacidad de absorcion de agua y pérdida de material soluble de las matrices
procesadas usando diferentes medios de inmersion (agua, etanol y una mezcla agua:etanol
1:1). Las diferentes letras usadas las columnas evidencian diferencias significativas (p
<0,05).

En cuanto a la pérdida de material soluble, los valores obtenidos se
corresponden con la sal que contiene cada matriz (H.O: 1,4%;
H.O:EtOH: 4,9%; EtOH:10,8%).

5.3.3 Evaluacion funcional de las matrices seleccionadas

Finalmente, con el objetivo de evaluar el comportamiento de las

matrices en el cultivo se compararon funcionalmente algunas matrices.
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Para ello, se seleccionaron las matrices procesadas por el método A
mediante inmersion en agua y etanol (An2o Y AetoH, respectivamente),
ya que es el método mas directo y eficiente para fabricar matrices, asi
como aquella procesada por el método B, que incorporaba mas sal que
el método A, pero superficialmente. En este sentido, se evalud la
influencia de la presencia del micronutriente en toda la matriz o

Unicamente en su superficie y la cantidad de zinc incorporada.

5.3.3.1 Carga y distribucion del micronutriente

En la Tabla 5.9 se muestra la cantidad de zinc y sulfato presente en
las diferentes matrices y obtenido mediante ICP y EDAX. El protocolo
utilizado en el procesado de las matrices es determinante en la cantidad
de micronutriente incorporado en la matriz. EI método A usando agua es
el que incorpora la menor cantidad de zinc y sulfato en la matriz. Este
comportamiento se debe, como se ha comentado anteriormente, a la alta
solubilidad del ZnSO4-H>O en agua, pasando al medio durante la
inmersion. Sin embargo, se puede observar que algo de zinc queda
retenido en la matriz, lo que se ha atribuido anteriormente a las cargas
negativas de las cadenas proteicas que generan interacciones atractivas
con los iones de zinc.

Tabla 5.9. Contenido y distribucién de zinc (Zn?*) y sulfato (SO4%) en las matrices

procesadas usando diferentes protocolos. Las diferentes letras usadas como superindice en
las distintas columnas evidencian diferencias significativas (p <0,05).

ICP EDAX
Sistemas Zn2* SO Superficie Interior
4
Zn

(M) (Mg Zn(6) SO on SO0

Anzo 4,81 <0,01 542 = 46° -
Aeton 15,3 22,5 522 47A 48 53A
B 28,1 41,4 58° 658 424 35¢
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El etanol corrige el problema de la alta solubilidad del ZnSO4-H20 en
agua, ya que en este medio es insoluble. De esta forma, la retencion de
zinc en la matriz aumenta de 4,81 a 15,3 mg. Ademas, el cambio en la
etapa de incorporacion del micronutriente (método B) produjo también
una mayor carga de micronutriente en la matriz (28,1 mg), siendo el que

mas zinc aporta.

En cuanto a la distribucion del micronutriente, cuando el zinc se
incorporo durante el mezclado (método A, ya sea con agua o etanol) la
distribucion de zinc y azufre en la matriz fue homogénea. Sin embargo,
parece que la cantidad de zinc tiende a ser mayor en la superficie que en
el interior de la matriz. Esto podria deberse a la penetracion del
disolvente en la matriz, que arrastra el zinc de adentro hacia afuera,
dejando un gradiente de concentracion creciente desde el interior de la
matriz hacia su superficie. En el caso del etanol, este gradiente es menos

pronunciado debido a su menor capacidad de eliminar el ZnSO4-H;O.

El cambio al método B condujo a un aparente gradiente mas
significativo en las concentraciones de zinc y azufre entre la superficie y
el interior de la matriz. En este caso, ambos iones ingresaron en la matriz
debido a la diferencia de concentraciones entre el medio (saturado en sal)
y lamatriz. Asi, hubo una difusion desde el disolvente hacia la superficie
de la matriz y desde esta superficie hacia el interior de la matriz a través
de los poros que al ser mas pequefios ofrecen mayor resistencia a la
difusion. Ademas, durante la penetracion de los iones también acttan
otros efectos como la penetracion del disolvente al eliminar la glicerina,
la presion osmdtica, la hidrofilia de la matriz y las cargas negativas de la
superficie de las proteinas. De esta forma, al ser la superficie mas

accesible, el contenido en zinc y azufre fue mayor en esta parte de la
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matriz. Cabe mencionar que el gradiente fue mas significativo en el
contenido de azufre que en el de zinc. Este comportamiento podria estar
inducido por las fuerzas de repulsién mencionadas anteriormente entre
los iones sulfato y las cargas proteicas, que dificultan la infiltracion del
sulfato en la matriz, siendo mas superficial. Ademas, del mayor tamafio
del ion sulfato que puede provocar una mayor resistencia a la difusion de

este a través de los poros de la matriz.

5.3.3.2 Liberacion del micronutriente en agua

La liberacion del micronutriente de las diferentes matrices en agua se
puede observar en la Figura 5.11. Todas las matrices presentaron una
liberacion prolongada en el tiempo, lo que indica su capacidad para

liberar el micronutriente de forma controlada.
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Figura 5.11. Liberacion del micronutriente en agua de las matrices seleccionadas. A:
Conductividad vs. tiempo. B: Porcentaje de liberacién vs. tiempo.

Como se puede observar, la conductividad presentada por las
diferentes matrices depende de la cantidad de zinc presente en las
mismas. De este modo, la matriz procesada por el método A con agua
fue la que presentd la menor conductividad. Ademas, esta matriz fue la
que presentd una liberacibn mas rapida, posiblemente por la
microestructura de la matriz y la menor cantidad de micronutriente que

presenta. Sin embargo, la matriz procesada por el método A con etanol

248



y la procesada por el método B tienen una carga de micronutriente
similar (conductividad méxima parecida) aunque su liberacion es
diferente. En este caso, la liberacion de la matriz procesada por el método
B es mas répida, debido posiblemente a la distribucion de zinc presentada
por la matriz, que presenta una mayor concentracion en la superficie
(Tabla5.9).

5.3.3.3 Liberacion del micronutriente en suelo

La Figura 5.12 muestra las medidas de conductividad tomadas del
agua de lixiviado (A) y el porcentaje de liberacidn del micronutriente (B)
obtenidos en los estudios de liberacion en suelo. Estos estudios muestran
la misma tendencia ya observada en el agua: todos los sistemas presentan
una liberacion controlada que es mas rapida al principio y se ralentiza
con el tiempo. Esta cinética puede ser beneficiosa para los cultivos, ya
que el zinc es fundamental para la formacion de los entrenudos de las
plantas y, para su crecimiento, requiriendo una mayor cantidad los
primeros dias de cultivo, donde las plantas gastan su mayor cantidad de
energia para crecer y una menor cantidad al final cuando se estan
formando los frutos (Broadley et al., 2007).
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Figura 5.12. Liberacion del micronutriente en suelo de las matrices seleccionadas. A:

Conductividad vs. tiempo. B: Porcentaje de liberacion vs. tiempo.

249



Los perfiles obtenidos para las matrices procesadas por el método A,
ya sean con agua o etanol, son similares. Los primeros 20 dias tuvieron
la misma pendiente, aunque los valores de la matriz obtenida con etanol
fueron mayores incrementandose la diferencia a partir del dia 20. Esto se
debe a que ambas liberaron zinc en la misma proporcion, aunque la
matriz obtenida con etanol, al tener una mayor cantidad de zinc, presento
una mayor liberacion. Por otro lado, el perfil obtenido para la matriz
procesada por el método B cambid, teniendo una pendiente mas
pronunciada y, por tanto, una liberacibon mas rapida. Este
comportamiento podria deberse a la distribucion de zinc en esta matriz,
como ya se mencion0 anteriormente. De esta forma, a medida que el
micronutriente se encontraba mas superficial en la matriz, se liber6 mas
rapidamente con respecto a las otras matrices. Sin embargo, todas las
matrices tenian una liberacion que se extendia a aproximadamente 40
dias de uso. Por ello, se considera que son ideales para cultivos con un
crecimiento similar al de la lechuga, el pimiento y el calabacin, que

suelen recolectarse a los 40-50 dias de cultivo.

5.3.3.4 Capacidad de absorcion de agua

La Figura 5.13 muestra la capacidad de absorcion de agua de las
matrices procesadas por los diferentes métodos. Esta capacidad depende
no solo de cdmo se haya incorporado el micronutriente sino también de

la cantidad de carga de micronutrientes y su distribucién en la matriz.
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Figura 5.13. Capacidad de absorcion de agua y pérdida de material soluble de las matrices
seleccionadas. Las diferentes letras usadas las columnas evidencian diferencias

significativas (p <0,05).

Las matrices procesadas por el método A incorporan el micronutriente
en el mezclado, aunque la capacidad de absorcion de agua de la matriz
procesada mediante una inmersion en etanol fue menor. Esto podria
explicarse por la mayor cantidad de sal presente en esta matriz (37,8 vs.
4,81 mg para AetoH Y Ao, respectivamente), lo que evita que se hinche
durante la absorcion debido a las fuerzas electrostaticas (Sadeghi y
Hosseinzadeh, 2008; Ma et al., 2011; Montesano et al., 2015). Sin
embargo, la matriz procesada por el método B fue la que retuvo la mayor
cantidad de sal (69,5 mg), no presentado la peor capacidad de absorcién
de agua. Este comportamiento es la posible causa de la distribucién de
micronutrientes. En este sentido, los iones de zinc y sulfato se transfieren
rapidamente al agua, dejando una mayor cantidad de poros libres que

pueden ser llenados por agua.

En cuanto a la pérdida de material soluble, este corresponde con la sal
que contiene cada matriz (1,4, 10,8 y 19,8% para Anzo, AetoH Y B,
respectivamente), siendo mayor para la matriz obtenida por el método B

debido a que es la que mas sal presento en su estructura.
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5.3.3.5 Biodegradabilidad

La Figura 5.14 muestra el aspecto macroscépico de las matrices
durante el estudio de biodegradabilidad. Segun las imé&genes, las
matrices no parecian deteriorarse hasta después de 10 a 20 dias, cuando
comenzaron a cambiar de color y se rompieron cuando fueron
desenterradas. Las matrices procesadas por el método A con agua y el
método B parecieron tener el mismo comportamiento durante su
biodegradabilidad (tiempo maximo aproximadamente 30 dias), mientras
que la matriz procesada por el método A con etanol tuvo un mayor
tiempo de descomposicion (aproximadamente 40 dias). Esto es
posiblemente por la microestructura presentada por esta matriz que es
mas cerrada ya que no ha estado en contacto con el agua durante su

procesado.

Dia 0 Dia 5 Dial0  Dia20 Dia 30 Dia 40

AEtOH

Figura 5.14. Imagenes de las matrices seleccionadas en diferentes momentos del estudio de
biodegradacién. Nota: El ancho de las muestras en el dia 0 es de 10 mm. Las demas

imagenes se obtuvieron con el mismo foco de la cAmara.
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Este comportamiento podria explicar la cinética de liberacién que
tuvo lugar. Durante los primeros 10 dias de cultivo, las matrices
mantuvieron su integridad fisica, liberando solo el micronutriente que el
agua podia transferir fuera de la matriz. Este arrastre es mayor cuanto
mayor es la cantidad de micronutriente en la superficie de la matriz, lo
que explica la mayor velocidad de la matriz procesada por el método B
en esta etapa. Después de esta etapa, el micronutriente que se libera es el
que se une a las cadenas biopoliméricas. Esta es la razon por la que tarda
mas en liberarse, ya que requiere un cierto grado de biodegradacion de
la matriz. Ademas, se puede observar que la matriz tardé lo mismo en
degradarse que en liberar todo el micronutriente. Asi, la liberacion
controlada del micronutriente se debe a dos efectos principales: (i) la
difusion debida a la diferencia de concentracion entre la matriz y el
medio (ya sea el suelo o el agua de riego); y (ii) la biodegradacién de la
matriz. En este caso, el primer efecto es mas importante al principio,

mientras que el segundo es determinante al final.

5.3.3.6 Evaluacion en cultivos

Finalmente, las matrices se probaron en cultivos reales para
determinar el grado de asimilacion. La Figura 5.15 muestra las lechugas
y pimientos cultivados en este andlisis y sometidos al tratamiento con las
diferentes matrices (An2o, AetoH Y B). Ademas, un control positivo (con
fertilizacion convencional) y un control negativo (sin fertilizacién) se

incluyeron también en la comparacion.
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Figura 5.15. Fotografias de lechugas (L) y pimientos (P) fertilizados con las diferentes

matrices, mediante fertilizacion convencional (+) o sin fertilizacion (-). L.-, L.Anzo, L.B, P.-,
P.An20, P.B: imagenes detalladas de los defectos visuales. L1 y P1: comparacién de las hojas
més grandes de cada cultivo.

En primer lugar, se observaron diferencias entre las distintas lechugas
(L) y pimientos (P) cultivados. Dependiendo de la cantidad de zinc
incorporado, las plantas presentaban un aspecto mas homogéneo o no.
Los cultivos del control negativo (-), asi como los que tenian
incorporadas las matrices procesadas por los métodos A con agua y B,
presentaron ciertos defectos, como hojas deformadas, manchas marrones
y raices mas cortas. Sin embargo, estos defectos no se encontraron en los
cultivos del control positivo (+) y los que tenian incorporada la matriz
procesada por el método A con etanol. Estas diferencias también se
observaron en la altura de la planta, dimensiones de las hojas y follaje
total del cultivo (Tabla 5.10 para lechuga y Tabla 5.11 para pimiento).
De esta forma, las matrices procesadas por el método A con etanol fueron
las mas eficientes, produciendo plantas mas grandes y con mas hojas,
mostrando mejores resultados que incluso cuando se utiliza la

fertilizacion convencional (control positivo). Por otro lado, la matriz
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procesada por el método A con agua no generd grandes diferencias con
respecto al control negativo, lo que indica que su incorporacion como
fertilizante no es beneficiosa. Esto puede deberse a la poca cantidad de
micronutriente que contienen que no es suficiente para paliar las
deficiencias de zinc en los cultivos. La matriz procesada por el método
B mostré un comportamiento interesante, con resultados similares a los
de la matriz procesada por el método A con etanol cuando se usé en
lechuga, pero también similares a los del control negativo cuando se uso
en pimiento. Este comportamiento se debe al crecimiento del cultivo. De
esta forma, como la lechuga crece mas rapido, la liberacion mas répida
de zinc de la matriz procesada por el método B es asimilable por la
lechuga durante su crecimiento. Sin embargo, como el pimiento tiene un
crecimiento mas lento, la rapida liberacion del micronutriente hace que
haya poca cantidad de micronutriente durante parte del crecimiento
(sobre todo al final).

Tabla 5.10. Caracteristicas de Las lechugas fertilizadas con las diferentes matrices, mediante

fertilizacion convencional (+) o sin fertilizacion (-). Las diferentes letras usadas como

superindice en las distintas columnas evidencian diferencias significativas (p <0,05).

Follaje .
Método Azlctr%;a Dimension Numero de Conte(ggirz)de Zn
(hxw) cm hojas

+ 262 11,2 x 3,47 11! 70,1
An20 20° 8,4 x 3,38 gl 327
AgtoH 282 15,5 x 5,7¢ 14 155,3
B 25° 13,1 x 5,2° 14 94,4
- 19° 12,6 x 5,2° 6" 28,8
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Tabla 5.11. Caracteristicas de los pimientos fertilizados con las diferentes matrices, mediante
fertilizacion convencional (+) o sin fertilizacion (-). Las diferentes letras usadas como

superindice en las distintas columnas evidencian diferencias significativas (p <0,05).

Follaje .
Método A(Lt;;a Dimension Namero de Conte(gllc()jrcr)])de Zn
(hxw) cm hojas
+ 302 19,6 x 9,7A 15! 29,7
Anzo 36° 16,4 x 9,08 14! 16,7
AetoH 42¢ 19,1 x 9,4~ 15! 71,0
B 28? 13,2 x 7,5 g 51,6
- 302 14,5 x 7,5¢ g! 13,5

En cuanto a la cantidad de zinc asimilado por cada planta, tanto los
cultivos de lechuga como los de pimiento que fueron sometidos a
fertilizacion con la matriz procesada con el método A con etanol fueron
los que retuvieron mayor cantidad de zinc, superando a la fertilizacion
convencional (control positivo). Cabe mencionar que este valor no
alcanzd valores de toxicidad (<200 ppm), lo que provocaria una
intoxicacién alimentaria (Fosmire, 1990). Esto podria aumentar el valor
de estos vegetales, haciendo que este método de fertilizacion sea alin mas
eficiente. La matriz procesada por método B también superé los valores
de asimilacion de la fertilizacion convencional, corroborando la
eficiencia de liberacion controlada de micronutrientes en los cultivos,
aungue no alcanz6 los valores alcanzados por la matriz procesada por el
método A con etanol. Por su parte, la matriz procesada por método A con
agua, si bien mejoré la cantidad de zinc en la planta con respecto al
control negativo (sin fertilizacion), no alcanzo los valores esperados.
Esto se debe a la baja cantidad de zinc que retiene la matriz. Tambien
cabe mencionar que las matrices procesadas por los métodos A con
etanol y B contenian azufre (iones sulfato), lo que puede contrarrestar el

pH del suelo (que suele ser basico en suelos ausentes de zinc (Hibbard,
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1921)), lo que no ocurrid con la matriz procesada por el método A con

agua.

Los estudios de germinacion determinaron que las matrices no
presentaron ningun problema para la correcta germinacion de las
semillas, por lo que pueden incorporarse desde la siembra del cultivo,
alivianando el proceso. Ademas, la capacidad de agua del suelo aumento
entre un 26 a 43% cuando se incorporaron las matrices. Esto se debe a
que la capacidad de absorcion de agua de las matrices, aunque baja,
permitio retener el agua de riego y utilizarla de manera mas efectiva en
los cultivos como fuente de agua adicional. Esto redujo la frecuencia de

riego en aproximadamente un 33%.
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5.4 Conclusiones

La eliminacion del plastificante de las matrices bioplasticas permitio
obtener un sistema que permitia la liberacion controlada del
micronutriente. De esta forma, ha sido posible obtener matrices con
propiedades funcionales dptimas para su uso en cultivos como sistemas
de liberacion controlada de zinc. Ademas, estas matrices presentaron
unas propiedades mecanicas suficientes para su uso en horticultura'y una

capacidad de absorcidn que permite afiadirle valor al producto.

De esta forma, aunque la incorporacion del micronutriente mediante
la homogenizacion de todos los componentes en un mezclado puede
considerarse el método mas directo (método A), el uso de agua como
medio de extraccion del plastificante arrastra la mayor parte del

micronutriente, lo que la convierte en un método ineficaz.

Por otro lado, la incorporacion del micronutriente en una etapa
posterior de inmersion en disolucién saturada (método B o C) permite
cargar a la matriz con una cantidad mayor de micronutriente, aunque este
se deposita mayoritariamente en la superficie de la matriz, haciendo que
su liberacion sea mas rapida. Ademas, la cantidad de sal que se necesita
incorporar en la disolucidén frente a la que queda en la matriz hace que

haya un gran desperdicio de la misma durante el procesado.

En este sentido, la optimizacion del método A cambiando el medio de
extraccion por etanol parecié ser la via mas factible para la
industrializacion de estas matrices. Durante el cultivo, estas matrices han
aportado el zinc necesario para el correcto desarrollo de lechugas y
pimientos en suelos deficientes en zinc, mejorando incluso la eficacia de

los fertilizantes convencionales, tantos en cultivos de desarrollo rapido
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(lechuga) como cultivos de desarrollo mas lento (pimientos). También
hicieron posible reducir su riego. Todo esto conduce a cultivos mejor
desarrollados y con mas cantidad de zinc incorporado, utilizando menos
recursos (bajando los precios). Este trabajo ha abierto una nueva
posibilidad de crear dispositivos mas eficientes para la incorporacion de
fertilizantes a los cultivos, las cuales producen excelentes resultados en

los cultivos.
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5.5 Concluding remarks

The elimination of the plasticizer from the bioplastic matrices made
it possible to obtain a system that allowed the controlled release of the
micronutrient. In this way, it has been possible to obtain matrices with
optimal functional properties for use in crops as zinc-controlled-release
systems. In addition, these matrices presented sustainable mechanical
properties for use in horticulture and a water uptake capacity that allows

adding value to the product.

In this way, although the incorporation of the micronutrient through
the homogenization of all the components in a mixture can be considered
the most direct method (method A), the use of water as an extracting
medium drags most of the micronutrient, which makes it an ineffective

method.

On the other hand, the incorporation of the micronutrient in a
subsequent stage of immersion in saturated solution (method B or C)
allows the matrix to be loaded with a greater amount of micronutrient,
although it is mainly deposited on the surface of the matrix, causing its
quick release. In addition, the amount of salt that needs to be
incorporated into the solution compared to those remains in the matrix

means that there is a great waste of it during processing.

In this sense, the optimization of method A by changing the extraction
medium for ethanol seemed to be the most feasible way for the
industrialization of these matrices. During cultivation, these matrices
have provided the necessary zinc for the proper development of crops in
zinc-deficient soils, even improving the effectiveness of conventional

fertilizers, both in fast-growing crops (lettuce) and slower-growing crops
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(pepper). These matrices also made it possible to reduce their irrigation.
All of this leads to better grown and with more zinc incorporated, using
fewer resources (lowering prices). This work has opened a new
possibility of creating more efficient devices for the incorporation of

fertilizers into crops, which produce excellent results in crops.
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Capitulo 6: Uso de matrices de liberacion
controlada para la incorporacion de zinc a

diferentes variedades de cebada
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6.1 Introduccién

La cebada (Hordeum vulgare) es una planta monocotiledénea anual.
Es un cereal de gran importancia tanto en humanos como en animales
por su contenido energético y de aminoacidos (Briggs, 2012). De esta
forma, es el cuarto cereal més cultivado a nivel mundial, solo superado
por el maiz, trigo y arroz (Tadele, 2018). En 2020 se cosecharon 51
millones de hectareas de cebada, produciéndose 157 millones de
toneladas. Los paises mas productores son Rusia, Francia, Alemania,
Australia y Espafia, que producen entre 16 y 9 millones de toneladas de
cebada cada uno (Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura, 2022).

Entre los usos de la cebada, se destaca el consumo humano a traves
de un proceso de tostado y molido (machica) o en el pan (Jaeger et al.,
2021). Sin embargo, su uso principal es la produccion de cerveza, whisky
y ginebra a partir de su malta (Dulzgun, 2021). Ademas de sus
propiedades nutricionales, la cebada también tiene propiedades
antiespasmddicas, astringentes, digestivas y antifebriles, por lo que se
suele utilizar en ciertos medicamentos (O’Nuallain, 2019).

El cambio climatico, sumado a la creciente demanda de cultivos, ha
perjudicado el rendimiento de cultivos como la cebada debido al estrés
térmico y abiotico o la degradacion del suelo (Khalid, 2020). Todo esto
ha derivado en cultivos menos nutritivos que afectan a los humanos (Hag
etal., 2022).

La deficiencia de zinc es el problema nutricional mas generalizado en
los cultivos (Alloway, 2009). El zinc es un micronutriente requerido en

pequefias cantidades por los cultivos o los humanos. Sin embargo, su uso
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es crucial para el organismo de ambos (Frassinetti et al., 2006). El zinc
es necesario para el correcto funcionamiento y estabilidad de muchas
proteinas del cultivo. Ademas, es fundamental tener disponibilidad de
zinc cerca de las raices durante el crecimiento de la planta para ayudar a
las membranas celulares. De lo contrario, estas membranas pierden su
estabilidad y se vuelven permeables, exudando varios compuestos ricos
en carbono (por ejemplo, azicares y aminoacidos) desde las raices hacia
el suelo, lo que fomenta la presencia de patdgenos y aumenta la
susceptibilidad al ataque de los cultivos (Moreira et al., 2018). Por otro
lado, las plantas que se desarrollan en condiciones de deficiencia de zinc
no son capaces de utilizar toda la energia luminosa absorbida durante el
proceso de fotosintesis, ya que la enzima superdxido dismutasa (enzima
que cataliza el proceso de fotosintesis) es altamente dependiente del zinc.
Asi, la energia que la planta no puede utilizar genera radicales libres de
oxigeno que dafian la clorofila y los lipidos, generando clorosis y
necrosis (Cakmak, 2000; Huang et al., 2000). Ademas, el zinc participa
en la biosintesis del &cido indolacético, ya que es fundamental para la
sintesis del triptéfano, que es el precursor de este acido (Cakmak et al.,
1999). Por lo tanto, estéa involucrado en el crecimiento y elongacion de
las células. En este sentido, la deficiencia de zinc provoca una reduccién
en la elongacion de los brotes y entrenudos de crecimiento y la formacion
de foliolos (Hafeez et al., 2013). El zinc también es importante en la
fertilidad de las plantas. De esta forma, actla en los procesos de
maduracion y produccion de semillas, asi como favorece la formacion,
polinizacidn, viabilidad y fertilidad del polen (Laware y Raskar, 2014).
Asi, la deficiencgia de zinc podria reducir el rendimiento de la
produccion hasta en un 20% (Castellanos-Ramos yg Santiago-

Rodriguez, 2014). Ademas, el zinc proporciona proteccion a las plantas
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contra los patogenos, especialmente aquellos en el suelo, debido a que la
mayoria de los patdgenos tienen baja tolerancia al zinc (Vivas et al.,
2006). Finalmente, la concentracion de zinc en semillas de cebada y otros

cereales es muy importante para la nutricion humana (Cakmak, 2008).

En los humanos, la deficiencia de zinc también es notable. De esta
forma, ralentiza la tasa de crecimiento de los nifios. Ademas, retrasa el
desarrollo sexual en adolescentes y provoca impotencia en los hombres.
La deficiencia de zinc también causa pérdida de cabello, diarrea, lesiones
oculares y cutaneas y pérdida del apetito. Finalmente, puede causar
pérdida de peso, problemas de cicatrizacion y disminucion del gusto
(Maret y Sandstead, 2008).

Por lo general, la deficiencia de zinc se mitiga en los cultivos a través
de la fertilizacion en suelos o foliar, siendo el sulfato de zinc o zinc
quelatado con EDTA (acido etilendiaminotetraacético) los fertilizantes
mas utilizados (Cakmak y Kutman, 2018). Sin embargo, esta
fertilizacion no es muy efectiva debido a la baja movilidad del zinc en el
floema de la planta, provocando grandes problemas de contaminacion en
el subsuelo y las aguas subterraneas (Ju et al., 2004; Yasuor et al., 2020).
Una alternativa que se ha probado recientemente para mejorar esta
fertilizacion es el uso de matrices de liberacion controlada a base de
proteinas (Jiménez-Rosado et al., 2021). Sin embargo, existen pocos
estudios que evallen el uso de estas matrices proteicas en cultivos. Por
ello, la novedad de este estudio es la evaluacion, en profundidad, del uso

de estas matrices en un cultivo tan importante como es la cebada.

En este sentido, el objetivo principal de este capitulo fue evaluar el
efecto que el zinc y la proteina de las matrices de liberacion controlada
tienen sobre las diferentes variedades de cebada. Para ello, se comparo,
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en primer lugar, las semillas de las diferentes variedades de cebada.
Finalmente, se evalué como les afect6 la incorporacién de matrices con

0 sin zinc en su crecimiento.
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6.2 Materiales y metodos

6.2.1 Materiales

Seis variedades diferentes de cebada (Hordeum vulgare) fueron
utilizadas en este capitulo: Barke (una cebada cervecera de primavera,
de dos hileras, criada en Alemania), Golden Promise (una cebada de
primavera, britanica, clasica), Morex (una variedad maltera de seis
hileras, de Italia), WB-200 (identificador del banco de germoplasma
HOR7531, una variedad de primavera, mejorada, de Polonia), WB-379
(identificador del banco de germoplasma HOR11123, una raza autdctona
tradicional de primavera, de Italia) y WB-446 (identificador del banco
de germoplasma BCC1576, una variedad autoctona tradicional de
primavera, de Espafia).

Ademas, para el estudio se utilizaron matrices proteicas de soja cony
sin zinc incorporado (MZ y M, respectivamente). Estas matrices se
desarrollaron conforme al método A (seccién 2.9.1) utilizando etanol
como medio de inmersion, al ser las matrices mas eficientes obtenidas
en el capitulo anterior (Capitulo 5). Las matrices MZ contienen un 4,4%
(15,3 mg) de zinc. Estas matrices tienen un tiempo de liberacion
controlada y biodegradabilidad de 40 dias

6.2.2 Caracterizacion de las semillas

6.2.2.1 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)
La estructura fisicoquimica del endospermo y cascara de las
diferentes semillas se evalué mediante FTIR. Para esto, las semillas se
cortaron longitudinalmente por la mitad con un bisturi para exponer el
endospermo. Se utilizé un espectrometro Alpha compact FTIR (Bruker,

EE.UU.) con un detector ATR (Figura 6.1) y cristal de diamante para
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evaluar ambas partes (endospermo y cascara). Los diferentes espectros
se obtuvieron enfocando cada una de las partes en el detector. Los
espectros se obtuvieron entre 4000-400 cm™ a una resolucion de 4 cm™,

Cada espectro fue el promedio de 64 escaneres.

Figura 6.1. Espectrometro Alpha compact FTIR con detector ATR

6.2.2.2 Espectroscopia Raman

Los enlaces quimicos del endospermo también fueron evaluados por
espectroscopia Raman. De esta forma, se utilizé un espectroscopio Jasco
NRS-2000C (Japon) con un detector CCD digital congelado a una
temperatura de 160 K (Figura 6.2). Los espectros Raman se obtuvieron
entre 3200-100 cm™ con 4 cm™ de resolucion y 15 mW de potencia. Cada
espectro fue el promedio de 16 escaneres. Cabe mencionar que, debido
al fondo de alta fluorescencia, fue imposible registrar espectros Raman

de la céascara de las semillas, evaludndose unicamente el endospermo.

Figura 6.2. Espectroscopio Jasco NRS-2000C con detector CCD digital congelado.

6.2.2.3 Contenido de zinc
La determinacion de zinc se realiz6 por espectroscopia de emisién

atomica de plasma acoplado inductivamente (ICP-AES) en las diferentes
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semillas. Para realizar estas mediciones, las semillas fueron primero
digeridas en un microondas usando &cidos (1:5 H202:HNO:s). El liquido
resultante se sometié a 6000 K en un ICP SpectroBlue TI (Spectro,
Alemania), donde se obtuvo el contenido de zinc debido a su longitud de
onda caracteristica (213,86 nm). Una explicacion mas detallada de este

protocolo puede encontrarse en la seccion 2.8.5 del Capitulo 2.

6.2.2.4 Microscopia electronica de barrido (SEM)

Las muestras fueron cortadas y liofilizadas para eliminar su contenido
en agua sin alterar su microestructura. Posteriormente, se recubrieron
con una fina pelicula de Paladio/Oro para mejorar su conductividad
eléctrica y, asi, mejorar la calidad de las micrografias. Este paso se
realizé en una unidad Leica ACE600 (Alemania) montada sobre soportes
de aluminio con cola de carbono. Luego, se observé la microestructura
del endospermo de las diferentes variedades de cebada mediante SEM
utilizando un microscopio Zeiss EVO (Alemania) con un voltaje de
aceleracion de 10 kV. Las imagenes fueron analizadas en el programa
Image-J (software libre). Esta técnica también se utiliz6 para determinar
el espesor de la cascara. Una explicacion mas detallada de este protocolo

puede encontrarse en la seccién 2.10.3.1 del Capitulo 2.
6.2.3 Condiciones de crecimiento del cultivo

En primer lugar, las semillas se germinaron. Para ello, se sumergieron
en hipoclorito de sodio al 1,5% durante 5 min y se enjuagaron con agua
destilada. Luego, se incubaron a 20 °C para promover la germinacion.

Solo las semillas germinadas se utilizaron para los experimentos.
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Las semillas se sembraron en rhizoboxes (30 x 60 cm, ancho x alto),
como se muestra en la Figura 6.3, para facilitar el andlisis del crecimiento

de raices.

1 «1lcm 2 3em v Matriz sin zinc 3 # Matriz con zinc

60 cm

30 cm

Figura 6.3. Esquema de los rhizoboxes. 1: Referencia. 2: Matriz sin zinc. 3: Matriz con zinc.

El crecimiento se realiz6 siguiendo un trabajo previo (Kirschner et al.,
2021), manteniendo las raices en oscuridad y a un angulo de 30°. Se
realizaron tres experimentos diferentes para evaluar el efecto de
incorporar la matriz en el cultivo: referencia (sin matriz), matriz sin zinc
(M) y matriz con zinc (MZ). Una matriz se enterrd junto a cada semilla.
En total se realizaron 4 repeticiones por tratamiento y variedad de
cebada, asignandolas en un disefio de bloques al azar. Todas las muestras
se colocaron en un invernadero durante 20 dias con una temperatura de
23,5 £ 1,5 °C, 50% de humedad relativa y un fotoperiodo de 10 h. El
suelo se mantuvo al 100% de su capacidad de retencion de agua. Después
del ensayo, las plantas con sus raices fueron cuidadosamente extraidas y
almacenadas individualmente en bolsas de plastico a 4 °C hasta su

caracterizacion.
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6.2.4 Caracterizacion de las plantas

6.2.4.1 Analisis del crecimiento de las raices

Las raices de cada réplica se escanearon en los rhizoboxes cada 5 dias
para evaluar su crecimiento. Finalmente, las imagenes se analizaron en
el programa Image-J (software libre) para obtener el nimero de raices,

su tamafio y angulo.

6.2.4.2 FTIR

Los espectros de las hojas, tallos y raices de cada planta se obtuvieron
con el mismo procedimiento descrito para las semillas (seccion 6.2.2.1).
Cabe mencionar que los tallos se midieron por dentro, cortando una

seccion de ellos con un bisturi.

6.2.4.2 Contenido de zinc
El contenido en zinc de cada planta se obtuvo siguiendo el mismo

protocolo descrito para las semillas (seccion 6.2.2.3).
6.2.5 Analisis estadistico

Se realizaron al menos cuatro replicados de cada muestra. El analisis
estadistico se obtuvo de la misma forma explicada en la seccion 2.9 del

Capitulo 2.
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6.3 Resultados y discusion

6.3.1 Diferencias en las semillas de las diferentes variedades

de cebada

La Figura 6.4 muestra los espectros de las cascaras y endospermos de
las diferentes semillas. Como puede verse, ambas partes tienen un perfil
similar. De esta forma, se observa la banda de vibracién del grupo O-H
(3320 cm™), que se debe al agua residual presente en las semillas. Los
polisacaridos (celulosa, hemicelulosa y lignina) presentan una banda
entre 1260 y 870 cm™ debido al modo de vibracion de los grupos C-O-
C. Se encontro otra banda entre 2970 y 2840 cm™ correspondiente a las
vibraciones C-Hx del contenido de lipidos en las semillas. Estos lipidos
también se pudieron observar en la banda de 1780 cm™ que corresponde
a compuestos ester. Ademas, los espectros muestran estructuras
proteicas en las muestras, las cuales se pueden observar en las bandas
entre 1520 y 1280 cm™ que corresponden a grupos amida. Todos estos
picos también fueron identificados en trabajos anteriores, siendo el perfil

tipico de las semillas de cebada (Girsoy, 2019).
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Figura 6.4. Espectro FTIR de las semillas. A: Céscara. B: Endospermo.
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Comparando ambas partes, se puede observar que la cascara tiene
generalmente més celulosa, hemicelulosa y lignina que el endospermo,
a excepcion de Morex y WB-379. Esto se explica por la funcion
protectora de la cascara, debiendo ser lo suficientemente fuerte para que
la semilla no sea dafiada por insectos, bacterias o condiciones climaticas.
Por otro lado, el endospermo se utiliza como fuente de nutrientes para el
embrion durante la germinacion, por lo que posee mas proteinas y lipidos
(Yanetal., 2014).

De las diferentes variedades de cebada, la WB-379 es la que menos
polisacaridos tiene en su cascara y, por tanto, sera la mas desprotegida.
Morex también tiene una baja cantidad de polisacaridos en la cascara en
comparacion con las otras variedades. Sin embargo, tiene la fuente
nutricional mas alta en el endospermo (los picos asociados a las proteinas
y lipidos son més altos). Los endospermos menos nutritivos son Golden
Promise, WB-446 y WB-379, por lo que tendran mas energia para

prosperar por si mismos y formar plantas.

La Figura 6.5 muestra los espectros Raman del endospermo de las
diferentes semillas estudiadas. El endospermo de cebada tiene granulos
de almidon incrustados en una matriz proteica y paredes celulares
compuestas de arabinoxilano y glucanos. También contiene celulosa,
acidos fendlicos y heteromananos (Fincher y Stone, 1986). Todos estos
compuestos se manifiestan en los espectros Raman. Asi, los
polisacaridos se observan en la banda C-O-C (1160-1080 cm™). Més
especificamente, el almiddn tiene una banda a 485 cm™, correspondiente
a la unidad de glucopiranosa. Las proteinas estan representadas por el
pico caracteristico del enlace peptidico (C-N) a 947 cm™. Finalmente, los

componentes fendlicos se manifiestan en la vibracion de los grupos OH
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(3020-2880 cm™*). Ademas, se presentan componentes con fosforo (875
cm?). Estos perfiles fueron similares a los obtenidos en trabajos
anteriores para semillas de cebada nativa y malteada (Galvis et al., 2015).

T T T T T T
—— Barke A
—— Golden Promise Anillo de glucopiranosa
—— Morex \
WB-200
8F —— ws-379 T
—— WB-446

10+

Intensidad (-)
S

A
0 bl ! ‘; 1A
3500 3000 2500 2000 15
Numero de onda (cm™)

Figura 6.5. Espectro Raman del endospermo de las diferentes variedades de cebada.

Todas las variedades de cebada tienen un perfil Raman similar. Sin
embargo, se observan pequefias diferencias, similares a las discutidas en
los perfiles de FTIR. En este sentido, se pueden observar los
polisacaridos y proteinas presentes en el endospermo de cada semilla.
Los lipidos también se ven presentados en ambos perfiles (Raman y
FTIR). Morex presenta la mejor reserva nutricional (picos caracteristicos
de proteinas y lipidos mas intensos), siendo los menos nutritivos los
endospermos de Golden Promise, WB-446 y WB-379.

En la Tabla 6.1 se puede observar la concentracion de zinc de las
diferentes semillas. Como se puede observar, Golden Promise es el que
presenta la peor concentracion de zinc, sequida de WB-379 y WB-446.
Es interesante recalcar que las semillas que presentaron un perfil proteico

mas bajo en FTIR fueron las que mostraron una menor cantidad de zinc.
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Esto sugiere que el zinc estd involucrado en las cadenas de proteinas
(Genc et al., 2002).

Tabla 6.1. Contenido en zinc en las diferentes semillas de cebada. Las diferentes letras
usadas como superindice en las distintas columnas evidencian diferencias significativas (p

<0,05).

Variedad Contenido en zinc (ppm)
Barke 48°
Golden promise 33°
Morex 472
WB-200 54¢
WB-379 39d
WB-446 40¢

La Figura 6.6 muestra las imagenes SEM del endospermo de las
diferentes semillas. Todos ellos presentan una microestructura similar
formada por grénulos. Esta microestructura es similar a la obtenida en

trabajos anteriores (Wijngaard et al., 2007; Nair et al., 2011).

Barke Golden Promise

Figura 6.6. Imagenes de SEM del endosperma de las diferentes semillas de cebada. A:
Barke. B: Golden Promise. C: Morex. D: WB-200. E: WB-379. F: WB-446.
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Los granulos observados tienen diferentes tamafios (Tabla 6.2),
siendo los mas pequefios los de Golden Promise y los mas grandes los
de WB-200.

Tabla 6.2. Datos obtenidos de las imagenes de SEM. Las diferentes letras usadas como

superindice en las distintas columnas evidencian diferencias significativas (p <0,05).

Variedad Granulos (nm) Espesor de la cascara (nm)
Barke 15,72 25,4
Golden promise 8,7° 25,24
Morex 12,42 15,48
WB-200 17,2¢ 20,8¢
WB-379 13,3 7,2P
WB-446 13,9° 26,1

Generalmente, cuanto mas proteina y zinc hay en el endospermo,
mayor es el tamafio de los granulos. Lo cual generalmente sigue una
tendencia lineal con la concentracion de zinc presentada en las semillas
(Tamaifio de granulos = 0,332-[Zn] — 0,9108; R? =0,957).

Respecto al espesor de la cascara, cuanto mayor sea el contenido de
polisacaridos observado en los espectros de FTIR, mayor sera el espesor
de la cascara. Asi, la semilla de WB-379 es la que presenta menor espesor

y, en cambio, la WB-446 es la que presenta mayor espesor.
6.3.2 Evaluacion del efecto de las matrices sobre las plantas

La Figura 6.7 muestra los datos obtenidos del andlisis de raices de las
diferentes plantas. En primer lugar, se observa como las propiedades
fisicoquimicas y microestructurales de las semillas influyen en la
prosperidad de las plantas finales. De esta forma, si se comparan los
sistemas de referencia, a los que no se les ha realizado ningin
tratamiento, se puede observar que algunas semillas no lograron formar

una planta. Golden Promise, Morex y WB-200 no prosperaron

282



posiblemente debido a uno de estos factores: (i) la gruesa cascara que los
rodea que no permite la eclosion de la semilla; (ii) la mala fuente
nutricional que presentan en el endospermo; o una combinacion de
ambos. De esta forma, Golden Promise tiene una de las cascaras mas
gruesas y una baja presencia de proteina y zinc en el endospermo. WB-
200 tiene una céascara gruesa y una presencia moderada de proteina en el
endospermo, insuficiente para prosperar por si sola. Sin embargo, Morex
tiene una cascara estrecha y una buena reserva de proteina y zinc. Por
tanto, en este caso, su no prosperidad no tiene un origen fisicoquimico,
y puede deberse a la irregularidad observada en los granulos observados

por SEM, siendo también pequefios con respecto a los demas.
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Respecto a los diferentes tratamientos, las matrices libres de zinc (M)
mejoraron la calidad del reservorio proteico, posiblemente por la
bioestimulacion que generan los aminoacidos (Radu et al., 2010; Souri
y Bakhtiarizade, 2019). De esta forma, permite que se formen las plantas
de la variedad Morex. Por otro lado, las matrices con zinc (MZ) permiten
la prosperidad de todas las variedades de cebada, independientemente de
sus propiedades fisicoquimicas y morfologia. Esto indica que el zinc
presente en la matriz permite la eclosion de la semilla
independientemente de su espesor, posiblemente porque puede penetrar
en la semilla. Ademéas, mejora la bioestimulacién generada por la
proteina. Sin embargo, la morfologia de las plantas no se ve alterada por
la inclusion de las matrices. De esta forma, no se observan diferencias
significativas en el tamafio, nimero o angulo de las raices de las plantas

que prosperaron (Figura 6.7A’-F").

Los espectros FTIR de las diferentes partes de las plantas se observan
en la Figura 6.8. Debido a que no se encontraron diferencias
significativas entre las diferentes plantas, solo se representd los espectros
de la variedad Barke como ejemplo de todos los sistemas. Como se puede
observar, todos los sistemas tienen el mismo perfil independientemente
del tratamiento. Esto es consistente con los resultados obtenidos en el
analisis de raices. Por lo que se puede concluir que la inclusién de las
matrices para mejorar los rendimientos de las plantas no altera su

estructura.
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Figura 6.8. Espectro FTIR de las hojas (A), tallos (B) y raices (C) de la cebada variedad
Barke.

Finalmente, la concentracion de zinc de las plantas se muestra en la
Tabla 6.3. La incorporacién de matrices, incluso sin zinc, mejora la
absorcion de zinc del medio. De esta forma, las plantas tratadas con M
tienen una mejor absorcion de zinc del medio. Este comportamiento
podria deberse a dos efectos: (i) los aminoacidos presentes en la matriz
son capaces de complejar el zinc, aumentando su capacidad para ser
captado por las plantas y (ii) los aminoacidos podrian estimular la
sintesis de fitosideroforos para mejorar la asimilacion del zinc (Nakib et
al., 2021; Northover et al., 2021). Sin embargo, el tratamiento MZ es el
mas préspero, obteniendo las plantas con mayor capacidad de zinc (50%
mas). Todo esto representa una mejora nutricional ya que serviria para
paliar las carencias de zinc en la poblacion (Alloway, 2009). Ademas, el

zinc asimilado por la planta a través de la matriz con zinc presenta una
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correlacion lineal con el zinc contenido en la semilla (Zn-Planta =
4,858-Zn-semilla + 102, R? =0,998). De esta forma, mientras mas zinc
presenta la semilla, mejor lo asimila la planta, reflejandose en su anélisis

final.

Tabla 6.3. Contenido en zinc (ppm) de las diferentes plantas de cebada. Las diferentes
letras usadas como superindice en las distintas columnas evidencian diferencias

significativas (p <0,05).

[Zn] (ppm)
Variedad R M  MZ
Barke 223* 270° 335°
Golden promise | - - 280
Morex - 272¢ 331°
WB-200 - - 3629
WB-379 194> 235¢ 291"
WB-446 196° - 294"
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6.4 Conclusiones

En conclusion, se han podido identificar las diferencias
fisicoquimicas y microestructurales entre distintas variedades de
semillas de cebada y relacionarlas con la prosperidad del cultivo.
Ademas, se ha encontrado un tratamiento a través de matrices a base de
proteina de soja con zinc incorporado que mejoran la germinacion de las
semillas y el rendimiento de los cultivos, obteniendo plantas con mayor
contenido en zinc. Todo esto ha dado lugar a una cebada enriquecida con
zinc que podria utilizarse para mejorar los problemas de deficiencia de
este nutriente en humanos. Sin embargo, todo esto es un trabajo inicial,
y seria conveniente evaluar, en futuros estudios, la inclusién de matrices

en sistemas a gran escala y su implicacion en la salud humana.
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6.5 Concluding remarks

To sum up, it has been possible to identify the physicochemical and
microstructural differences between different varieties of barley seeds
and relate them to the prosperity of the crop. In addition, a treatment has
been found through soy protein-based matrices with zinc incorporated
that improve seed germination and crop yield, obtaining plants with a
higher zinc content. All this has led to zinc-enriched barley that could be
used to improve deficiency problems of this nutrient in humans.
However, all this is an initial work, and it would be convenient to
evaluate, in future studies, the inclusion of matrices in large-scale

systems and their implication for human health.
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Capitulo 7: Fertilizantes a base de

nanopartl'culas COMoO un nuevo reto en

horticultura
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7.1 Introduccidén

En los ultimos afios, la nanociencia ha tenido un gran impacto en
muchos de los sectores industriales, incluyendo el horticola (Zhao et al.,
2019). Asi, se considera una ciencia emergente, orientada a la
elaboracion, caracterizacion y aplicacion de materiales de dimensiones
nanométricas, entre 0,1 y 100 nm, llegando a niveles atémicos y
moleculares (Saylan et al., 2019). La nanociencia se considera un campo
interdisciplinar debido al amplio abanico de oportunidades que ofrece a
un gran intervalo de sectores industriales. De esta forma, se puede
presenciar su utilizacion en medicina e industria farmaceutica
(Almendral y Satchi-Fainaro, 2019), industria alimentaria (Konur,

2019), asi como en agricultura y horticultura (Konur, 2019).

Actualmente, el sector horticola afronta grandes desafios
provenientes de la alta demanda de sus productos, asi como del cambio
climatico (Berardi y Geisler, 2019). De esta forma, se enfrentan a un
estancamiento de sus cultivos debido a la baja eficiencia del uso de
nutrientes del suelo, los cuales son ya de por si deficientes debido a la
excesiva degradacion del mismo (Alloway, 2008). Ademas, también se
presenta una disminucion de la superficie agricola, debida al incremento
de la poblacion, asi como una deficiente disponibilidad de agua para
riego y escasez de la mano de obra (Berardi y Geisler, 2019). A todo esto
se le suma el incremento sostenido del 4% de la demanda de productos
agricolas y horticolas, sobre todo en el sector alimentario (Manimaran,
2015). Por lo tanto, para hacer frente al mercado y poder abastecer la
demanda de manera éptima y con productos de calidad, es necesario

buscar alternativas eficientes.
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En este sentido, la nanociencia ha abierto una posibilidad de
enfrentarse a esos problemas. Asi, permite detectar la presencia de plagas
y enfermedades desde el principio permitiendo poder actuar a tiempo
para no perder el cultivo (Dissanayake et al., 2019). Ademas, también
permite aplicar la cantidad correcta de fertilizantes y pesticidas que
promuevan la productividad, al mismo tiempo que garanticen la
seguridad del medio ambiente (evitando usar excesos de fertilizantes y
pesticidas), la no contaminacion de alimentos, asi como una mayor
eficiencia en el uso de insumos agricolas, lo que reduce los costes de la
produccion (Nuruzzaman et al., 2016). En este contexto, se han
desarrollado y caracterizado nuevos materiales basados en el uso de
nanoparticulas metéalicas, poliméricas o inorganicas para aumentar la
productividad del cultivo, asi como para perfeccionar la captura e
inmovilizacion de nutrientes por parte de las plantas (Kottegoda et al.,
2011).

Estos sistemas reducen al minimo la lixiviacion de los fertilizantes al
subsuelo o aguas subterraneas, previniendo la contaminacion de los
mismos por exceso de nutrientes. Ademas, mejoran la absorcion de
nutrientes por las plantas, mitigando la eutrofizacion al reducir la
transferencia de nitrégeno a los mantos acuiferos subterraneos (Liu y
Lal, 2015). Entre estas nanoparticulas, las mas utilizadas son las de 6xido
de zinc (ZnO), las cuales no solo permiten abastecer de zinc al cultivo,
sino que también tiene un caracter plaguicida, que ayuda a prevenir a las
plantas de la infeccién de plagas, sin contaminar al cultivo, ni afectar a
la calidad del mismo (Naderi y Danesh-Shahraki, 2013).

Las nanoparticulas metalicas pueden ser sintetizadas a partir de

diferentes métodos, tanto fisicos como quimicos (Talam et al., 2012).
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Entre ellos, el método coloidal (también conocido como precipitado) ha
sido el mé&s utilizado, debido a la facilidad para modular las
caracteristicas finales de las nanoparticulas. Asi, este método parte de la
mezcla de un precursor y un reductor, que dan un producto que tras
someterlo a un tratamiento térmico se calcina obteniendo las
nanoparticulas. Asi, las caracteristicas de estas nanoparticulas se pueden
modelar a partir de la concentracion de precursor y reductor utilizada, la
relacién de los mismos o la temperatura de calcinacion (Chen et al.,
2008).

Desde un punto de vista quimico, el agente reductor suele ser un
hidroxido que permite que los grupos —OH se unan al catién del
precursor y formen un hidréxido intermedio. Dicho intermedio puede
generar las nanoparticulas tras un tratamiento térmico. Sin embargo, el
uso de estos agentes reductores a menudo genera materiales toxicos
(materiales de partida sin reaccionar, exceso de reactivos y subproductos
resultantes de reacciones secundarias o vias de degradacion) (Sheldon,
2005). También suele encarecer el producto final, contribuyendo a la
huella de carbono (Prabhu y Poulose, 2012) y limitando su uso en
aplicaciones como la horticultura, ya que la presencia de estos materiales

podria ser perjudicial para el ser humano (Varma, 2012).

Para superar estos inconvenientes, el uso de polifenoles como agentes
reductores podria reducir los costes de fabricacién, proporcionando
también métodos mas ecoldgicos (Debnath y Gupta, 2018). De esta
manera, el uso de estos reactivos puede maximizar los productos
deseados y minimizar los subproductos (Li y Trost, 2008; Li, 2016). Esta

sintesis se conoce como sintesis verde, ya que se utiliza un componente,
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que puede proceder de un residuo, de origen vegetal en vez de una sal,

reduciendo la contaminacion producida.

Los polifenoles son compuestos de origen natural que contienen
ciertas plantas (Parveen et al., 2016). Estos se caracterizan por la
presencia de mas de un grupo fenol por molécula (en general, cada
molécula presenta de 2 a 14 grupos —OH, lo que se correlaciona con su
actividad antioxidante) (Gironi y Piemonte, 2011). Debido a la gran
disponibilidad de grupos —OH, los polifenoles pueden actuar como
agentes reductores en la sintesis de nanoparticulas, evitando ademas la
generacion de productos secundarios toxicos (Agarwal et al., 2017). En
este sentido, permiten una sintesis eficiente debido a su selectividad
(Trost, 1991). Estos polifenoles se pueden extraer facilmente de las
plantas solubilizdndolos en disolventes polares, como alcoholes o agua
(Prado et al., 2021). Sin embargo, es importante controlar los pardmetros
de extraccién (es decir, temperatura, tiempo, concentracion, etc.) para
optimizar la cantidad de grupos polifenoles extraidos y su actividad
antioxidante, lo que determinard su capacidad para reducir los
precursores para obtener las nanoparticulas (Pietrzak et al., 2014; Ozbek
et al., 2020).

Dada la importancia y beneficios potenciales que parece tener el uso
de nanoparticulas en horticultura, se plante6 como objetivo de este
capitulo la sintesis de nanoparticulas de ZnO, usando agentes reductores
quimicos y naturales (polifenoles) mediante el método de precipitacion
coloidal. Ademas, la extraccion de estos polifenoles a partir del pimiento
tambiéen se optimizd. Finalmente, las nanoparticulas se incorporaron en
las matrices de liberacion controlada optimizadas en capitulos anteriores

con la intencién de generar un sistema mas especializado y eficaz.
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7.2 Materiales y metodos

Las nanoparticulas evaluadas en este capitulo se sintetizaron
utilizando cloruro de zinc (ZnClz) como precursor. Como agente
reductor se utilizd hidroxido sédico (NaOH, método quimico) o un
extracto de pimiento rico en polifenoles (método verde). Una descripcion
mas detallada de estas materias primas se puede obtener en la seccion
2.1.4 del Capitulo 2.

La extraccion de polifenoles de los pimientos se realiz6 siguiendo el
protocolo descrito en la seccion 2.3.1 del Capitulo 2. Ademas, la calidad
de los polifenoles se evalu6 a partir del contenido total de polifenoles
(seccion 2.4.1) y la actividad antioxidante (seccion 2.4.2) de los
diferentes extractos obtenidos, obteniendo modelos matematicos para

modular su comportamiento (seccion 2.4.1).

Por otro lado, las nanoparticulas fueron sintetizadas mediante el
método coloidal, tanto para la sintesis quimica como para la verde. Este
método esta detallado en la seccién 2.3 del Capitulo 2. Las diferentes
nanoparticulas fueron caracterizadas con las técnicas resumidas en la
Tabla 7.1.

Tabla 7.1. Técnicas de caracterizacion usadas para evaluar las nanoparticulas.

Técnica Seccion
DRX . 243
TEM 244
EDAX 245
SEM . 246
FTIR 247

Las nanoparticulas fueron incorporadas en diferentes concentraciones

(1, 2 y 4,5% en peso) en las matrices bioplasticas compuestas por el
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aislado proteico de soja (seccién 2.1.1) y glicerina (secciéon 2.1.2) y
procesadas mediante moldeo por inyeccion (seccion 2.5.2), usando
diferentes temperaturas de molde (70, 90 y 110 °C). Estas matrices
bioplasticas fueron caracterizadas con las técnicas resumidas en la Tabla
7.2.

Tabla 7.2. Técnicas de caracterizacion usadas para evaluar las matrices bioplasticas.

Técnica Seccion
Propiedades mecénicas 2.6.4
Capacidad de absorcion de agua 2.6.6

Liberacion del micronutriente en agua | 2.8.4.2
Biodegradabilidad | 285

Finalmente, matrices con la concentracion de nanoparticulas y la
temperatura de molde seleccionadas fueron elaboradas a partir del
método A (seccion 2.7.1) usando etanol como medio de extraccion, ya
que fue el método dptimo que se obtuvo en el Capitulo 5. En este sentido,
se compararon las matrices con ZnSQO4-H20, nanoparticulas de ZnO
quimicas y nanoparticulas de ZnO verdes incorporadas. Las matrices
elaboradas en este capitulo fueron caracterizadas utilizando las técnicas

resumidas en la Tabla 7.3.

Tabla 7.3. Técnicas de caracterizacion usadas para evaluar las matrices.

Técnica Seccion
Propiedades mecanicas 2.8.2

Capacidad de absorcion de agua 2.8.4.3

Liberacion del micronutriente 2.8.4.2

|
Biodegradabilidad . 285
Evaluacién en cultivos . 286
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7.3 Resultados y discusion

7.3.1 Optimizacion de la extraccion de polifenoles del

pimiento

7.3.1.1 Efecto de la temperatura y tiempo de mezclado

Se optimizé la extraccion de polifenoles del pimiento estableciendo
la mejor combinacion de temperaturas y tiempos de extraccion. En
cuanto al disolvente de extraccion , se seleccioné metanol en base a los
buenos resultados demostrados en trabajos previos para la extraccion de
polifenoles (Nurhanan y Wan Rosli, 2012; Vijayalaxmi et al., 2015;
Ferchichia et al., 2021). La relacion pimiento:metanol se establecio en
1:1 con 100 g de pimiento y 100 mL de metanol.

La Tabla 7.4 muestra que, por lo general, cuanto mayor fue la
temperatura de mezclado, mayor es el contenido total de polifenoles
(TPC) en los extractos, aunque la temperatura de 35 °C parece tener el
mejor comportamiento. Este efecto también se observo para el tiempo de
extraccion, aunque en menor medida. Estos resultados indican una
posible interaccidn entre el sustrato (pimiento) y el disolvente (metanol),
favorecida a altas temperaturas y tiempos de extraccion mas
prolongados. Sin embargo, la AA no mostré un comportamiento similar,
ya que la mayor AA se logré a 50 °C, seguida de 20 °C. Ademas, un
aumento en el tiempo de extraccion mejor6 la AA de los extractos a 20
y 35 °C, pero la empeor6 a 50 °C. Esta observacion puede explicarse
considerando que si bien temperaturas mas altas (50 °C) pueden
favorecer el proceso de extraccion, la exposicion prolongada de los
polifenoles a esas temperaturas altera su estructura (Spigno et al., 2007;
Casagrande et al., 2018).
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Tabla 7.4. Contenido total de polifenoles (TPC) y actividad antioxidante (AA) de los extractos
obtenidos utilizando diferentes temperaturas y tiempo de extraccion. Se utilizaron cédigos
para modelar los parametros (-1: valor minimo; 1: valor maximo). Las diferentes letras
usadas como superindice en las distintas columnas evidencian diferencias significativas (p
<0,05).

_ o . TPC(mg AA(mg
Temperatura  Tiempo  Codigo  Codigo ey GAE/mI

A . .
(°C) (min)  temperatura tiempo extracto) extracto)
.15 -1 -1 239,77  11951,3*
AB
20 30 1 0 260,20 12768.0
45 5 1 262,0>  12391,38
15 0 -1 269,3*  9321,3¢
35 30 0 0 267,9°  9304,7°
12011,3%8
45 0 1 290,2¢ :
.15 1 -1 242,9®  16034,7°
50 30 1 0 275,6°  13841,3F
. 45 1 1 2565 1211478

Se utilizaron modelos cuadraticos para predecir tanto el TPC como
las respuestas de la AA (Ecuacién 1y 2 y Tabla 7.5) teniendo en cuenta
las temperaturas (A) y los tiempos (B) empleados y evitando los términos
que no fueran significativos (factor estadistico F > 50 y nivel de

confianza menor al 95% (p>0,05)).
TPC=2758+1,5-A+8,38:B-18,9-A? (1)

AA =10212,4 + 813,3-A - 131,7-B - 1090,0-A-B + 2971,1-A2 (@)
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Tabla 7.5. Exponentes del modelo obtenido para el contenido total de polifenoles (TPC) y la

actividad antioxidante (AA) de los extractos obtenidos a diferentes temperaturas (A) y tiempo

(B) de mezclado.

TPC AA
Exponente F p Exponente F p
Modelo - 4,20 0,0258 - 8,50 0,0013
e 275,8 i - 10212,4 . -
independiente
A 1,5 0,14 10,7113 813,3 5,10 0,0418
B 8,8 4,88 10,0443 -131,7 0,13 0,7207
A-B - - - -1090,0 6,10 0,0281
A? -18,9 7,57 0,0156 29711 22,66 0,0004
Falta de ajuste - 1,44 0,2982 - 1,44 0,0537

Los resultados se presentan en la Figura 7.1. Los gréficos de

superficie de respuesta indican que el tiempo de extraccién no tuvo una

influencia significativa en el TPC, siendo incluido solo por la

convergencia del modelo. Sin embargo, la falta de ajuste y el valor de

error puro (el modelo presenta un valor de F cercano a 4 y/o p <0,05)

indican la buena reproducibilidad de los resultados experimentales

(Tabla 7.5).

TPC (mg GAE/mL extracto)

AA (mg GAE/mL extracto)

Figura 7.1. Superficie de respuesta del contenido total de polifenoles (TPC) y la actividad

antioxidante (AA) de los extractos obtenidos a diferentes temperaturas y tiempos de

extraccion. Las temperaturas y los tiempos se codifican de -1 a 1 siendo los valores minimo

(20 °C y 15 min) y maximo (50 °C y 45 min), respectivamente.
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Por otro lado, el tiempo de extraccion afectd en mayor medida la AA
de los extractos, creando asi un efecto antagonico con la temperatura de
mezclado. Por otro lado, los modelos cuadraticos mostraron efectos
opuestos de tiempo y temperatura sobre el TPC y la AA. En otras
palabras, los valores mas altos de TPC se lograron para las actividades
antioxidantes mas bajas. Esto podria deberse a que el método utilizado
para medir TPC no discrimina entre polifenoles funcionales (que tienen
AA) y polifenoles no funcionales. Por tanto, no se puede concluir por
este método que a mayor presencia de polifenoles corresponda una
mayor calidad del extracto obtenido, lo que hace necesario determinar su
AA. Resultados similares se obtuvieron en estudios anteriores (Favre et
al., 2020).

Los parametros fueron optimizados para maximizar el TPC y AA, ya
que interesan extractos con gran cantidad de polifenoles para ser usados
como agentes reductores en la sintesis de nanoparticulas. No obstante,
estos polifenoles no influyen en la sintesis si no tienen AA. De esta forma
y tras de optimizar los resultados, los valores de 50 °C y 34,7 min para
la temperatura y tiempo de extraccion, respectivamente, fueron
seleccionados como las condiciones Optimas para maximizar ambas

propiedades de los extractos.

7.3.1.2 Efecto de la relacion pimiento:metanol

Una vez definidas las condiciones éptimas de extraccion (50 °Cy 34,7
min), se evalud la mejor relacion pimiento:metanol (Tabla 7.6). En
primer lugar, se observé que un aumento en la cantidad de pimiento y
metanol (aunque manteniendo la relacion sustrato:disolvente) tuvo un
efecto negativo tanto en la TPC como en la AA. Esta observacion podria

explicarse considerando que cuando se emplean mayores cantidades de
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sustrato y disolvente, estos no pueden interactuar adecuadamente y, por
lo tanto, el proceso de extraccion se vuelve menos eficiente. Por otro
lado, un aumento en la cantidad de pimiento (50, 100, 200, 400 g)
manteniendo el volumen de metanol (100 mL), condujo a una mejora en
la TPC. En cambio, el TPC disminuyé cuando la cantidad de pimiento
fue constante (100 g) y el volumen de metanol se increment6 (50, 100,
200, 400 mL). En ambos casos, la AA no parecié alterarse
significativamente. De esta forma, se puede predecir que el metanol tiene
una gran capacidad para extraer polifenoles del pimiento siempre que
exista una buena interaccion entre el pimiento y el metanol. Por lo tanto,
mayores cantidades de metanol no contribuyen a mejorar la extraccion
de polifenoles. Por el contrario, contribuyen a diluir los extractos
obtenidos. Resultados similares se encontraron en la literatura (Galvan
d’Alessandro et al., 2012).

Tabla 7.6. Contenido total de polifenoles (TPC) y actividad antioxidante (AA) de los extractos

obtenidos utilizando diferentes cantidades de pimiento (P) y metanol (M). Se utilizaron
cddigos para modelar los parametros (-1: valor minimo; 1: valor maximo). Las diferentes

letras usadas como superindice en las distintas columnas evidencian diferencias

significativas (p <0,05).

TPC
- - AA (mg

P M - Cédigo  Cddigo (mg
@ (mL) Relacion P M GAE/mI GAE/mI
extracto)

extracto)

50 50 1/1 -1 -1 443,42 13924, 74
100 100 1/1 -0,71 -0,71 361,3° 13614,7*
200 200 1/1 -0,14 -0,14 316,5° 1232478
400 400 1/1 1 1 297,50 11741,3¢
100 50 2/1 -0,71 -1 564,3° 12801,3°F
100 200 1/2 -0,71 -0,14 289,7¢ 12534,7°
100 400 1/4 -0,71 1 131,1° 9578,0F
50 100 1/2 -1 -0,71 308,8™ 13088,0"
200 100 2/1 -0,14 -0,71 557,0° 12791,3°F
400 100 4/1 1 -0,71 548,8¢ 12161,3%P
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Ademas, en este caso, un modelo cuadratico podria predecir la
respuesta de TPC (Ecuacion 3). Sin embargo, la AA debe describirse con
un modelo de interaccion de dos factores (2FI, Ecuacion 4). Ambos
modelos fueron obtenidos dependiendo de las cantidades de pimienta (P)
y metanol (M) utilizadas Tabla 7.7. Nuevamente, la falta de ajuste y el
valor de error puro indicaron la buena reproducibilidad de los resultados

experimentales.
TPC =344,3 + 115,8-P — 197,5-M - 115,1-P? + 139,1-M? (3)

AA=11864,4+172,4-P -1170,1-M + 911,9-P-M (4)

Tabla 7.7. Exponentes del modelo obtenido para el contenido total de polifenoles (TPC) y la
actividad antioxidante (AA) de los extractos obtenidos utilizando diferentes cantidades de

pimiento (P) y metanol (M).

TPC AA

Exponente F p Exponente F p
Modelo - 64,86 <0,0001 - 24,67 <0,0001

LIS 344,3 - i 118644 . .

independiente

P 115,8 83,24 <0,0001 172,4 0,8622 0,3678
M -197,5 242,39 <0,0001 -1170,1 39,70 <0,0001
P-M - - - 911,9 18,15  0,0007

p? -115,1 19,36  0,0006 = = >

M? 139,1 28,25  0,0001 - - -
Falta de ajuste - 8,39 0.0533 - 1,96 0,1741

La superficie de respuesta generada por estos modelos se muestra en
la Figura 7.2. EI TPC se vio afectado cuadraticamente por la cantidad de
pimiento y el volumen de metanol en la misma medida (exponentes
similares), aunque no se encontraron interacciones significativas entre
ellos. Por el contrario, estas variables afectaron linealmente la AA,
siendo el efecto del metanol el mas influyente (mayor exponente).

Ademas, se observo un fuerte efecto sinérgico entre ambas variables. La
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optimizacion de estas variables independientes para obtener la maxima
TPC y AA con la menor cantidad de pimiento y metanol posible se logro
con 89,1 g de pimiento y 50 mL de metanol (relacion pimiento:metanol
1,8:1).

TPC (mg GAE/mL extracto)

Figura 7.2. Superficie de respuesta del contenido total de polifenoles (TPC) y la actividad
antioxidante (AA) de los extractos obtenidos utilizando diferentes cantidades de pimiento y
metanol. Las temperaturas y los tiempos se codifican de -1 a 1 siendo los valores minimo (50
g pimiento 0 50 mL de metanol) y maximo (400 g de pimiento 0 400 mL de metanol),
respectivamente.

7.3.1.3 Efecto del disolvente de extraccion

Aparte del metanol, se evaluaron el agua y etanol como disolventes
de extraccion. Para ello, se usaron la temperatura y tiempo éptimos de
extraccion (50 °C y 34,7 min, respectivamente) y una aproximacion de
las cantidades dptimas de pimiento y disolvente (100 g de pimiento y 50
mL de disolvente; relacién pimiento:disolvente 2:1). En la Tabla 7.8 se
muestra el TPC y la AA obtenida con los diferentes disolventes de

extraccion.
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Tabla 7.8. Contenido total de polifenoles (TPC) y actividad antioxidante (AA) de los extractos
obtenidos utilizando diferentes disolventes. Las diferentes letras usadas como superindice en

las distintas columnas evidencian diferencias significativas (p <0,05).
Disolvente | TPC (mg GAE/mL extracto) AA (mg GAE/mL extracto)

Metanol | 564,72 12801,37
Agua | 438,4 13994,78
Etanol | 398,4° 15664,7°¢

El metanol fue el mejor disolvente para la extraccion de polifenoles,
ya que permitié el mayor TPC. Este resultado podria deberse a dos
efectos. Primero, la mayor polaridad del disolvente mejoro la extraccion
de polifenoles, como ya fue informado por Do et al. (Do et al., 2014).
Por otra parte, todos los grupos polifendélicos tienen una gran solubilidad
en disolventes alcohdlicos. Esto ultimo podria ser la razén por la cual el
agua, aunque tiene mayor polaridad que el metanol, no obtuvo el mejor
valor de TPC, ya que los taninos condensados, las ligninas y los acidos
hidroxicinamicos (grupos polifendlicos) no se pueden disolver en agua,
lo que reduce los rendimientos de extraccién de polifenoles en este
disolvente (Haminiuk et al., 2012). En cuanto a la AA, su
comportamiento fue opuesto al del TPC, aunque todos los disolventes
fueron capaces de extraer polifenoles con alta AA.

7.3.1.4 Efecto de la parte del pimiento empleada en los procesos de
extraccion

También se analizaron el TPCy la AA de los polifenoles extraidos de
diferentes partes del pimiento (entero, pulpa o residuos). Para ello, se
utilizo6 la temperatura y tiempo éptimos de extraccién (50 °Cy 34,7 min,
respectivamente) y cantidades de pimiento y disolvente optimas (100 g
de pimiento y 50 mL de metanol). Los resultados que se muestran en la
Tabla 7.9 indican que los desechos de pimiento tenian mas contenido de

polifenoles que la pulpa de pimiento. Sin embargo, los polifenoles
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encontrados en la pulpa tenian mayor AA que los encontrados en los
desechos. Esto puede deberse al tiempo que estos polifenoles llevan en
la planta, ya que el peddnculo, las semillas y el pericarpio (parte de
desecho) son las primeras partes que se forman en el pimiento (Rylski,
2018).

Tabla 7.9. Contenido total de polifenoles (TPC) y actividad antioxidante (AA) de los extractos
obtenidos utilizando diferentes partes del pimiento. Las diferentes letras usadas como

superindice en las distintas columnas evidencian diferencias significativas (p <0,05).

Disolvente | TPC (mg GAE/mL extracto) AA (mg GAE/mL extracto)

Entero | 564,72 12801,337
Pulpa | 465,64 14951,338
Residuos | 542,45 7878,00°

7.3.2 Sintesis de nanoparticulas de 6xido de zinc: método

quimico vs. verde

Una vez optimizado el proceso de extraccion de polifenoles se
sintetizaron nanoparticulas de ZnO. Estas nanoparticulas se sintetizaron
mediante el método quimico y el método verde. En esta Gltimo, se
utilizaron extractos del pimiento entero y de los residuos obtenidos con
las condiciones dptimas de extraccion (50 °C y 34,7 min de mezclado,
100 g de pimiento/residuos de pimiento y 50 mL de metanol) como
agente reductor. Cabe mencionar que el uso de los residuos se seleccion6
debido a que, aunque tenga la menor actividad antioxidante, beneficia el
modelo de economia circular, dandole un nuevo uso a unos residuos

infravalorados.

Por lo general, la sintesis quimica obtuvo un rendimiento superior
(70-85%) que la verde (1-5% en el caso del pimiento entero y 20-40%

para los residuos de pimiento) en todos los sistemas evaluados en este
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capitulo. Por lo tanto, alin es necesaria una optimizacion de la sintesis de

nanoparticulas verdes para aumentar el rendimiento del proceso.

7.3.2.1 DRX

La Figura 7.3 muestra el patrdn DRX de todas las nanoparticulas
sintetizadas a diferentes concentraciones de precursor y relacion
precursor:agente reductor. Todos los perfiles presentaron los nueve picos
caracteristicos (20 =31.,8, 34,5, 36,4,47,7, 56,7, 62,9, 66,4, 68,0 y 69,1°)
de zincita hexagonal ZnO (indexada por JCPDS Card No. 01-089-0510)
(Jabeen etal., 2014). A su vez, los perfiles de las nanoparticulas quimicas
mostraron otros picos (20 = 29,9 y 45,5), que corresponden a impurezas
debidas a la presencia de NaOH durante la sintesis. Estas impurezas
fueron NaZnCls-H20 y Zn2OCl2-H20.
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Figura 7.3. Perfiles de DRX de las nanoparticulas de ZnO obtenidas usando NaOH (4, A’ y
A”’), polifenoles de pimiento (B, B’y B”’) y polifenoles de residuo de pimiento (C, C’y C”)
como agentes reductores a diferentes concentraciones de precursor (8, 20 y 40 mg/mL) y
relaciones precursor:agente reductor (1:1 (A, B, C), 1:2 (4°, B’. C’) y 2:1 (A”". B’y C”)).

Los 6valos rojos indican los picos de las impurezas NaZnCls-H20 y Zn2OCl2-H20.
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El porcentaje de ZnO en las nanoparticulas sintetizadas quimicamente
varid segun la concentracion del precursor (ZnCly) (las concentraciones
mas altas dieron lugar a una menor pureza) y la relacion precursor:agente
reductor (la relacion 2:1 dio lugar a las nanoparticulas mas puras) (Tabla
7.10). Las nanoparticulas verdes sintetizadas a partir de polifenoles no
presentaron impurezas. Esto indica una gran ventaja de la sintesis verde
frente a la quimica, ya que permite producir nanoparticulas de ZnO puras
(100% de pureza en la parte cristalina, que es la que se puede analizar

con esta técnica).

Los picos de difraccion agudos observados en los perfiles de DRX
indican la alta cristalinidad de las nanoparticulas. De forma consistente,
todas las nanoparticulas presentaron un indice de cristalinidad (cantidad
cristalina y no amorfa en las muestras) superior al 60%. Sin embargo, no
se observaron patrones claros de comportamiento determinados ni por la
concentracion de ZnCl, ni por las proporciones precursor:agente
reductor. Con respecto al tamafio del cristal, el método verde condujo a
nanoparticulas mas pequefias en comparacion con el método quimico
(24-43 y 35-70 nm para nanoparticulas verdes y quimicas,
respectivamente). Tamafios similares fueron reportados previamente
(Ahmed et al., 2017) por otros extractos de polifenoles, como Nephelium
lappaceum L. (25-40 nm), L. lechenaultiana (20-65 nm) o Aloe vera
(25-40 nm). Ademés, en general, cuanto mayor sea la concentracion de
ZnClz a la misma proporcion de precursor:agente reductor, menor
tamafo tendran las nanoparticulas. El tamafio de las nanoparticulas es
muy importante para la aplicacion en horticultura, ya que tienen que ser
asimiladas por los poros de las raices de las plantas, que tienen un
diametro entre 5y 40 nm (Eichert et al., 2008).
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7.3.2.2 TEMy EDAX

Se seleccionaron las nanoparticulas quimicas sintetizadas con una
relacion 1:2 de precursor:agente reductor y con una concentracion de
precursor de 8 mg/mL; asi como aquellas sintetizadas por el método
verde (tanto con el pimiento entero y los residuos de pimiento) con una
relacion 1:1 de precursor:agente reductor y una concentracién de
precursor de 8 mg/mL. Esta seleccion se realizé por su tamafio de cristal
(cercano a 35 nm), siendo este el tamafio Optimo para su incorporacion
en cultivos (Eichert et al.,, 2008). La microestructura de estas
nanoparticulas se muestra en la Figura 7.4 (A, B y C para nanoparticulas
quimicas, de pimiento y de residuos de pimiento, respectivamente) asi
como su distribuciéon de tamano (A’, B’ y C' para las nanoparticulas

quimicas, de pimiento y residuos de pimiento, respectivamente).
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Figura 7.4. Imagenes TEM y distribucién de tamafio de las nanoparticulas de ZnO
obtenidas usando NaOH (A y A"), polifenoles de pimiento (B y B') y polifenoles de residuos
de pimiento (C y C") como agentes reductores.

Las nanoparticulas obtenidas quimicamente tenian una estructura mas
esférica que las verdes. Ademas, aunque el tamafio medio de las
nanoparticulas fue similar en los tres casos (35 nm, en consonancia con

los tamafios obtenidos por DRX), la distribucion de tamafios fue mas
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heterogénea para las nanoparticulas obtenidas quimicamente que para las

verdes.

Por otro lado, los analisis de EDAX muestran que todas las
nanoparticulas presentan cierta contaminacion superficial (5, 1 y 3%
atdbmico para nanoparticulas quimicas, pimiento y residuos de pimiento,
respectivamente). Estos pueden ser asignados a residuos de CI (presentes
en el precursor de la sintesis) y polifenoles (agente reductor en la sintesis
verde de nanoparticulas), quienes presentan picos a la misma energia.
Asi, todas las nanoparticulas tienen mas del 90% atoémico de pureza
(eliminando la contaminacion superficial), siendo més puras las verdes
(99 y 97% de pureza en las nanoparticulas de pimiento y de residuos de
pimiento, respectivamente, vs. 95% de pureza en las quimicas). Como
estos compuestos son generalmente amorfos, no pudieron identificarse
correctamente por DRX, correspondiendo a la parte no cristalina
identificada en la Tabla 7.10.

7.3.2.3 SEM

Las imagenes SEM de las diferentes nanoparticulas se muestran en la
Figura 7.5. El andlisis de estas imagenes afirma la distribucion del
tamafo de nanoparticulas observada por TEM. Ademas, también se pudo
observar la formacion de agregados formados por estas nanoparticulas.
Aunque todas las nanoparticulas formaron agregados, las mas pequefias
fueron de las nanoparticulas obtenidas de pimiento entero (13 + 7 um) y,
las de mayor tamafio, fueron las nanoparticulas obtenidas de desecho de
pimiento (33 = 8 um). La formacion de aglomerados de tamafio similar
también fue reportada en trabajos previos (Benitez-Salazar et al., 2021).
Estos resultados podrian deberse a la menor actividad antioxidante de los

extractos de polifenoles de desecho de pimiento, que inhiben en menor
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medida la tension superficial de las nanoparticulas que los obtenidos del
pimiento entero. Por su parte, las nanoparticulas obtenidas quimicamente
mostraron una agregacion media (22 + 20 pum), aunque con gran
dispersion, posiblemente debido a las impurezas presentes en su
composicion. Por tanto, se puede concluir que la presencia de las
estructuras complejas de los polifenoles contribuye a la funcionalizacién
de las nanoparticulas, lo que evitaria la agregacion. No obstante, los
polifenoles deberian conservar su actividad antioxidante (es decir, no
degradarse) para poder transmitir dicha propiedad a las nanoparticulas

obtenidas.

Figura 7.5. Imégenes SEM de las nanoparticulas de ZnO obtenidas usando NaOH (A 'y

A"), polifenoles de pimiento (B y B") y polifenoles de residuos de pimiento (C y C') como

agentes reductores.

7.3.24FITR

La Figura 7.6 muestra el perfil FTIR de las nanoparticulas
seleccionadas. Todas las muestras presentaron los dos picos
caracteristicos de las nanoparticulas de ZnO (Xiong et al., 2006;
Sharmila et al., 2019): uno a 505 cm, asociado al complejo defecto de
vacancia de oxigeno (complejo Vo.) en ZnO, y el otro, a 437 cm?,

correspondiente a la vibracion de flexion del enlace Zn-O (6Zn—0),
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siendo mas pronunciado en las nanoparticulas verdes. La presencia de
estas Ultimas bandas demuestra que las nanoparticulas de ZnO se han

sintetizado con éxito.
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Figura 7.6. Perfiles FTIR de las nanoparticulas de ZnO obtenidas usando NaOH,
polifenoles de pimiento y polifenoles de residuos de pimiento como agentes reductores.
Ademaés de estas dos bandas, también se observaron otros picos de

absorcién que pueden atribuirse a modos vibratorios asociados a los
polifenoles o a las impurezas que quedan en la sintesis quimica, que ya
se observaron en el anlisis de EDAX. La banda a 3400 cm™ se puede
atribuir al estiramiento de los grupos OH (vOH) presentes en el extracto
de polifenoles y NaOH (Shigesato et al., 1988). Las bandas débiles a
2900 y 2850 cm™ surgen de las vibracionales de estiramiento de los
grupos CH2 y CH (vCHz2; vCH de anillos aromaticos en polifenoles),
presentes en todos los compuestos organicos, incluidos los polifenoles
(Sivam et al., 2012). La banda en 1625 cm™ se puede atribuir a la
vibracion de estiramiento de los grupos carbonilo (vC = O), lo que podria
corresponder a los polisacaridos presentes en los pimientos que han
pasado al extracto (Janaki et al., 2015), y también a la humedad presente

en las muestras. A su vez, las bandas a 1384 cm™ surgen de grupos
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fenolicos que quedaron en las nanoparticlas (Scano, 2021). Finalmente,
la banda a 1039 cm™ se puede atribuir a la flexion C—-OH (8COH) de
alcoholes aromaticos, secundarios y terciarios, es decir, grupos OH
unidos a los grupos fendlicos y carbohidratos que también pueden haber
sido extraidos (Scano, 2021). Como se mencion0 anteriormente, estos
compuestos son generalmente amorfos, por lo que no pudieron ser
identificados correctamente por DRX, correspondiendo a la parte no

cristalina reportada en la Tabla 7.10.

7.3.3 Incorporacion de nanoparticulas de ZnO a matrices

bioplasticas

Tras sintetizar las nanoparticulas, estas fueron introducidas en las
matrices bioplasticas de SPI/Gly para utilizarse como fertilizantes en los
sistemas de liberacion controlada. En este sentido, se evaluo, en primer
lugar, la concentracién de nanoparticulas incorporadas (1,0, 2,0y 4,5%
en peso) y la temperatura de moldeo utilizada (70, 90 y 110 °C). Para
ello, se seleccionaron las nanoparticulas quimicas sintetizadas con una
relacion 1:2 de precursor:agente reductor y con una concentracion de
precursor de 8 mg/mL. Esta seleccion se realiz6 porque estas
nanoparticulas tienen un tamafio de particula Optimo para su
incorporacion en cultivos (35 nm), asi como por su rendimiento, que fue

mayor que el de las nanoparticulas verdes.

7.3.3.1 Propiedades mecanicas

Ensayos dindmicos de flexién

La Figura 7.7 muestra los perfiles de flexion de las diferentes matrices
bioplasticas. Todos los sistemas tienen perfiles similares en modulo

elastico (E') y viscoso (E’’), independientemente de la carga de
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micronutrientes y la temperatura del molde utilizada. De esta forma,
ambos mddulos aumentan con la frecuencia a un ritmo que tiende a
hacerse constante a alta frecuencia, dando lugar a una pendiente inferior
a 0,19. Este comportamiento puede deberse a una extension de los
enlaces que se recuperan instantaneamente, no saliendo del rango lineal

de deformaciones en el intervalo estudiado.
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Figura 7.7. Ensayos dinamicos de flexion de las matrices bioplasticas en funcion de la
concentracién de nanoparticulas de ZnO procesadas a diferentes temperaturas de molde. A:
70°C. B: 90 °C. C: 110 °C.

Una mejor comparacién de los sistemas puede observarse en la Tabla
7.11. El efecto del contenido de nanoparticulas sobre el modulo elastico
depende de la temperatura del molde. Entre las diferentes temperaturas
de molde utilizadas, a 70 °C las concentraciones de 1-2% de ZnO
mostraron una mayor deformacién critica y mddulo elastico, que
disminuyeron al aumentar la concentracion al 4,5%. Esta diferencia fue

mas notable cuando la temperatura del molde utilizada fue de 90 °C y
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110 °C. En este sentido, una baja carga de micronutrientes (1,0 y 2,0%
en peso) incremento los valores de E'y gcrit mientras que cargas mas altas
(4,5% en peso) lo redujeron. A estas temperaturas, la incorporacion de
nanoparticulas de ZnO también induce un aumento en la dependencia de
la frecuencia, que es mas evidente a 90 °C. La mejora con la carga de
micronutrientes podria atribuirse a la interaccion entre las nanoparticulas
y las cadenas proteicas que contribuye a un reforzamiento de las matrices
bioplasticas (Ramesan et al., 2018; Amjadi et al., 2019). Estas
interacciones y por ende el reforzamiento de la matriz se hacen mas
importantes al aumentar la temperatura de procesado, mejorando las
propiedades mecénicas de los bioplastico. No obstante,
independientemente de la temperatura de moldeo, existe un limite de
concentracion de nanoparticulas a partir del cual se produce el efecto
contrario de debilitamiento estructural de la matriz. Es decir, un exceso
de nanoparticulas puede llegar a interferir en las interacciones entre
cadenas proteicas reduciendo la consistencia del entramado. Asi, en la
Tabla 7.11, se aprecia una reduccion de E’ (y de &crit) al aumentar la
concentracion de nanoparticulas (a 4,5% y 70°C o a partir de 2% y 90-
110°C). Se debe tener en cuenta que un mayor contenido de
nanoparticulas implica también una reduccion del contenido proteico
disponible que puede perjudicar el desarrollo de la red proteica.
Comportamientos similares ya han sido observados en estudios previos,
donde los materiales de relleno mejoraron las propiedades mecanicas
hasta una cierta concentracion, reduciéndolas a concentraciones mas
altas (Saenghirunwattana et al., 2014; Fu et al., 2020).
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Tabla 7.11. Parametros de flexion de las diferentes matrices bioplasticas con nanoparticulas

(NPs) de ZnO incorporadas y procesadas a diferentes temperaturas de moldeo. Las diferentes

letras usadas como superindice en las distintas columnas evidencian diferencias

significativas (p <0,05).

Temperatura NPs R
°C) (Y en €crit (20) E’; (MPa) tan 8 (-)
peso)

0 0,55+0,012 435+ 20" 0,28 + 0,05
70 1,0 0,78 +0,01° 744 +358 0,23 +0,01"
2,0 1,00 £ 0,01°¢ 759+ 158 0,23 +0,02"
4,5 0,55+0,02¢ 585+30" 0,22+0,03"
0 1,07 £0,02¢ 624 +21°¢ 0,27 +0,02'
90 1,0 1,10+0,03 1105+13° 0,21 +0,01"
2,0 1,41 +0,03¢ 863 +30F 0,21 +0,02"
4,5 1,06 +0,02¢ 573+20* 0,23 +0,02"

0 1,12 +0,02¢ 561 + 124 832'%'
110 1,0 1,21 +£0,01f 1989 +103F 0,07 +0,01"
2,0 1,41 £ 0,02¢ 680 +27¢ 0,26 +0,02"

+

4,5 1,13 +£0,03¢ 583 + 114 83@,]

En cuanto a tan 9, todos los sistemas presentaron valores similares,
entre 0,2 y 0,35. Esto indica que todos los bioplasticos tenian un fuerte
caracter solido que se mejoraba con la incorporacion de nanoparticulas
0 con el aumento de la temperatura. Este comportamiento es
caracteristico en bioplésticos basados en proteinas, encontrandose en
otros trabajos. Asi, Yue et al. (2012) también encontraron este
comportamiento en la proteina de semilla de algodén (Yue et al., 2012);
los bioplasticos procesados por Perez et al. (2016) a base de proteina de
guisante muestran también este caracter solido (Perez et al., 2016); y
Gomez-Heincke et al. (2017) obtuvieron resultados similares con

proteinas de gluten de arroz, patata y trigo (Gémez-Heincke et al., 2017).
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Ensayos estaticos de traccién hasta la rotura

En la Tabla 7.12 se muestran las propiedades de traccion de las
diferentes matrices bioplasticas. En primer lugar, el esfuerzo maximo
(omax) @aumentd cuando se aplicaron temperaturas mas altas, siendo mas
notable cuando se parti6 de valores més bajos de esfuerzo (0 y 4,5% en
peso de nanoparticulas). Ademas, el 1,0 y 2,0 % en peso de
nanoparticulas aumentaron el esfuerzo maximo a la misma temperatura,
mientras que el 4,5% lo redujo. Esta evolucién confirma la existencia de
algan efecto perjudicial sobre el desarrollo de la red proteica provocado
por un exceso de nanoparticulas. Este comportamiento es similar al
obtenido con las propiedades viscoelasticas lineales en flexidn, aunque
para este parametro solo es significativo a la temperatura mas baja, lo
que indica que hay un esfuerzo méximo a partir del cual el sistema no
mejora.

Tabla 7.12. Pardmetros de traccion de las diferentes matrices bioplasticas con
nanoparticulas (NPs) de ZnO incorporadas y procesadas a diferentes temperaturas de

moldeo. Las diferentes letras usadas como superindice en las distintas columnas evidencian

diferencias significativas (p <0,05).

Temperatura NPs (% Gmax Emax
(°C) en peso) (MPa) E (MPa) (mm/mm)
0 0,7+0,2? 7,1+0,74 0,43+ 0,10'
70 1,0 1,3 +0,2 24 + 28 5,34 + 0,05"
2,0 1,1 +£0,2% 26 £ 2B 3,11+0,21"
4,5 0,6 £0,3 14 £ 4¢ 0,76 + 0,32
0 1,4 +0,1% 27 + 48 1,13 £0,14"V
90 1,0 1,3+0,1% 68 + 3P 5,54 £ 0,27"
2,0 12+0,2° 39+3F 5,20 +0,31"
4,5 1,1+0,2% 15+ 2¢ 3,12+0,25"
0 15+0,1° 13 £ 4¢ 7,21 +0,32Y
110 1,0 1,4 £0,1% 91 + 10F 8,47 + 0,42V
2,0 1,4 £0,1% 30+58 7,93 +0,37VV!
4,5 1,4 +0,1% 16 +1¢ 5,64 +0,25"
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La deformacion a la rotura (emax) Y €l médulo de Young (E) muestran
un comportamiento similar al de la tensidn maxima, aunque en este caso,
el efecto es més significativo para todas las temperaturas, y las
nanoparticulas al 1,0% en peso mostraron generalmente los valores méas

altos.

Finalmente, cabe mencionar que todas las matrices bioplasticas que
contienen ZnO presentan mejores propiedades mecéanicas que las
formulados con sulfato de zinc, lo que supone una ventaja para su

manipulacion (Jiménez-Rosado et al., 2018).

7.3.3.2 Capacidad de absorcion de agua

La Figura 7.8 muestra la capacidad de absorcién de agua y pérdida de
materia soluble de las diferentes matrices bioplasticas. Como se puede
observar, el aumento tanto de la temperatura como del porcentaje de
nanoparticulas de ZnO redujo la capacidad de absorcion de agua de las
matrices bioplasticas, haciendo que éstas perdieran su capacidad
superabsorbente. Este comportamiento podria deberse al menor volumen
libre y al mayor entrecruzamiento de los sistemas cuando aumenta la
temperatura del molde o el porcentaje de nanoparticulas, reduciendo el
espacio libre para albergar agua. Ademas, cabe mencionar que estas
matrices bioplasticas mejoran la capacidad de captacion de agua
generada por los sistemas estudiados en capitulos anteriores (Capitulo 4)
con el mismo propdsito, donde se incorporaron sales microparticuladas

en lugar de nanoparticulas, mejorando, en este caso, su funcionalidad.
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Figura 7.8. Capacidad de absorcidn de agua (A) y pérdida de material soluble (B) de las
matrices bioplasticas con nanoparticulas de ZnO procesadas a diferentes temperaturas de
molde. Las diferentes letras usadas evidencian diferencias significativas (p <0,05).

En cuanto a la pérdida de materia soluble, no hubo diferencias
significativas entre los sistemas. Tan s6lo hay una tendencia a disminuir
cuando aumenta el contenido de nanoparticulas ya que ello implica un
ligero descenso en la cantidad de glicerina presente en la matriz. Esto
indica que, aunque cambie la estructura, los bioplésticos siempre
mantienen su integridad liberando el plastificante incorporado (glicerina)
y una minima parte de la proteina soluble o las nanoparticulas
incorporadas.

7.3.3.3 Liberacidon del micronutriente en agua

Las matrices bioplasticas procesadas a una temperatura de molde de
90 °C con diferente concentracion de nanoparticulas incorporadas se
seleccionaron para evaluar su perfil de liberacion en agua. Como se
puede observar, todos los sistemas presentaron una liberacién rapida en
tiempos de prueba cortos, probablemente debido a la mayor diferencia
de concentraciones entre el sistema y el medio. Esta liberacién se

estabiliza en el tiempo hasta alcanzar el tiempo maximo de liberacion.
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Figura 7.9. Liberacion del micronutriente en agua para las matrices bioplasticas con
nanoparticulas incorporadas y procesadas a 90 °C. A: Conductividad vs. tiempo. B:
Porcentaje de liberacion vs. tiempo.

En cuanto al tiempo maximo de liberacién, a mayor concentracion de
nanoparticulas, mas prolongada es la liberacion en el tiempo. Esto indica
que todas las nanoparticulas incorporadas se liberan de forma controlada.
Ademas, este tiempo maximo de liberacion es superior al encontrado
cuando se utilizan sales microparticuladas (240 min) en lugar de
nanoparticulas (240-300 min) (Jiménez-Rosado et al., 2020), lo que

indica que en esta ocasion se controla mejor la liberacion.

Cabe mencionar que la liberacién controlada en suelo fue imposible
de evaluarla debido a la baja conductividad generada por las
nanoparticulas, asi como su nula solubilidad y pequefio tamafio que hizo

que la presencia de las nanoparticulas no se detectara en el agua de
lixiviado.

7.3.3.4 Biodegradabilidad

Finalmente, en la Tabla 7.13 se indica el tiempo de degradacion de
cada matriz bioplastica. Como se puede observar, las temperaturas mas
altas del molde conducen a matrices bioplasticas mas duraderas, lo que
sin duda esta relacionado al mayor desarrollo de la matriz y a las mejores

propiedades mecanicas observadas con el aumento de la temperatura. Sin
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embargo, la incorporacion de nanoparticulas en las matrices bioplasticas
provocO que esta degradacion fuera mas réapida, excepto para los
sistemas con 1,0% en peso de nanoparticulas. Este comportamiento
podria deberse a que, cuando se liberan las nanoparticulas, existen mas
huecos libres donde la matriz bioplastica es méas susceptible a la
degradacion, acelerando asi este proceso. Este comportamiento ya ha
sido informado por Abdullah et al. (2020) (Abdullah et al., 2020). Cabe
sefialar que, en todos los casos, las matrices bioplasticas se descomponen
en sus elementos primarios (principalmente nitrogeno), sirviendo como
fertilizante suplementario para el cultivo y no siendo necesario su
remocion después de su uso. Ademas, se podria modificar el tiempo de
degradacion de las matrices bioplasticas mediante la incorporacion de
nanoparticulas y un cambio de temperatura del molde, haciéndolos muy
versatiles, por lo que podrian ser utilizados en todo tipo de cultivos
horticolas.
Tabla 7.13. Tiempo de degradacion de las diferentes matrices bioplésticas con

nanoparticulas (NPs) de ZnO incorporadas y procesadas a diferentes temperaturas de

moldeo.

Tiempo de degradacion (dias)

NPs (% enpeso) | -oos  gooc  110°C

0 40 60 70
1,0 40 60 70
2,0 20 40 50
4,5 10 20 30

7.34 Comparacion de matrices con ZnSO4-H,0,

nanoparticulas quimicas y nanoparticulas verdes

Finalmente, se compar6 las matrices elaboradas con 10% en peso

ZnS04-H20 (microparticulas) y 4,5% en peso de nanoparticulas de ZnO
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obtenidas por el método quimico y el verde (usando los extractos ricos
en polifenoles obtenidos de los restos de pimiento en las condiciones
Optimas). Esta concentracién de nanoparticulas se seleccion6é para
igualar la cantidad de zinc incorporado en las matrices con micro y
nanoparticulas. Todas estas matrices se procesaron con el método A
usando etanol como medio de extraccion, a partir de matrices

biopléasticas moldeadas a 90 °C .

7.3.4.1 Propiedades mecanicas

La Figura 7.10 muestra los perfiles del modulo elastico (E’) y viscoso
(E’’) obtenidos mediante compresion dindmica de las diferentes
matrices. Como se puede observar, todas las matrices presentaron un
caracter altamente solido (E’>E’”). Ademas, en todos los sistemas el

maodulo elastico (E') aumenta solo ligeramente con la frecuencia.
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Figura 7.10. Propiedades dindmicas a compresion de las diferentes matrices.

Una mejor comparacion de los sistemas puede observarse en la Tabla
7.14. Los sistemas no presentaron diferencias significativas en los
valores del moédulo elastico (E’1). No obstante, los sistemas con
nanoparticulas presentaron una mayor deformacion critica (gcrit) Y

tangente de pérdidas, lo que explica su menor rigidez. Esto puede
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deberse al menor volumen de particulas que tienen que ser incorporados
en los sistemas con nanoparticulas para conseguir la misma
concentracion de zinc (10 vs. 4,5% para ZnSO4-H»0 y nanoparticulas de
ZnO0, respectivamente).

Tabla 7.14. Parametros de compresion de las diferentes matrices. Las diferentes letras

usadas como superindice en las distintas columnas evidencian diferencias significativas (p
<0,05).

Sistemas grit (%) E’1(MPa)  tan 6; (-)
ZnS0,-H,O | 0,04+0,022 36+0,3* 0,08+0,02
NPs quimicas | 0,07 £0,01° 42+0,5* 0,20 +0,04"
NPs verdes | 0,07 +0,01° 45+05* 0,20+ 0,02"

7.3.4.2 Capacidad de absorcion de agua

La Figura 7.15 muestra la capacidad de absorcion de agua y pérdida
de material soluble de las diferentes matrices tras su inmersion en agua
durante 24 h. Como se puede observar, la incorporacion de
nanoparticulas genera una capacidad de absorcion de agua mas alta que
la incorporacion de la sal convencional. Esto puede deberse a la
diferencia en la fuerza idnica que genera el sulfato con respecto a las
nanoparticulas en el medio de absorcion, ya que estas Ultimas no son

solubles en agua.
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Figura 7.15. Capacidad de absorcion de agua y pérdida de material soluble de las diferentes
matrices. Las diferentes letras usadas las columnas evidencian diferencias significativas (p
<0,05).

En cuanto a la pérdida de material soluble, la matriz con ZnSO4-H-0 fue
la que present6 un mayor valor, seguramente debido a la mayor cantidad
de sal presente en la misma (10,8%), mientras que los que tienen

nanoparticula presentan una pérdida menor (aproximadamente 4,5%).

7.3.4.3 Liberacion del micronutriente

La Figura 7.15 muestra el porcentaje de liberacion del micronutriente
en agua medido en el medio acuoso a partir de la conductividad generada
por los nutrientes liberados. Como se puede observar, la incorporacion
de nanoparticulas hace que el tiempo maximo de liberacion sea mayor
(320 y 390 min para las nanoparticulas quimicas y verdes,
respectivamente, frente a 240 min para el ZnS04.H20). Esto puede
deberse a la solubilidad de la sal frente a las nanoparticulas, como se ha

comentado anteriormente.
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Figura 7.16. Cinética de liberacion del micronutriente en agua de las diferentes matrices.

Otro hecho observable es que las nanoparticulas verdes tienen una
liberacion mas lenta que las quimicas. De esta forma, las matrices con
nanoparticulas verdes tienen una pendiente de liberacion menos
pronunciada, aunque su tiempo de liberacion no es significativamente
diferente. Este comportamiento puede deberse a la superficie mas
reactiva de las nanoparticulas verdes, las cuales aln retienen restos de

polifenoles, que ayudan a su interaccion con las cadenas proteicas.

En cuanto a la liberacion controlada en suelo fue imposible de
evaluarla al igual que antes debido a la baja conductividad generada por
las nanoparticulas, asi como su nula solubilidad y pequefio tamafio que
hizo que la presencia de las nanoparticulas no se detectara en el agua de
lixiviado.

7.3.4.4 Biodegradabilidad

La biodegradabilidad de las diferentes matrices fue evaluada
visualmente durante su descomposicién en el suelo. El aspecto de las
matrices tras ser desenterradas a diferentes tiempos puede observarse en
la Figura 7.17. Como se puede observar, las matrices con nanoparticulas

tienen un tiempo de biodegradacion menor que las obtenidas con
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ZnS04-H20. Este comportamiento puede deberse a la inestabilidad
superficial de las nanoparticulas que provoca que la matriz de proteina
se degrade mas rapidamente (Abdullah et al., 2020). No obstante, se
puede observar que las matrices con nanoparticulas verdes tienen un
tiempo de biodegradacion mayor que las nanoparticulas quimicas. Esto
se puede deber a los restos de polifenoles que quedan en las
nanoparticulas verdes, que interaccionan con la matriz permitiéndole una

mayor estabilidad.

o I II I I

Dia 0 Dia 40

Nanoparticulas
quimicas

Nanoparticulas
verdes

Dia 0 Dia 30

Figura 7.17. Biodegradabilidad de las diferentes matrices.
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7.3.4.5 Evaluacion en cultivos

Finalmente, la funcionalidad de las matrices para suministrar zinc a
los cultivos se evalud en pimientos. En la Tabla 7.15 se muestran los
datos obtenidos en la evaluacion de los pimientos tratados con las
matrices que contienen ZnSO4-HO y nanoparticulas de ZnO
sintetizadas por método quimico y verde. También se incluy6 un control
positivo (con fertilizacion convencional) y un control negativo (sin
fertilizacion). Ademas, en la Figura 7.18 se puede observar el aspecto
visual de los diferentes pimientos. Como se puede observar, todas las
plantas tratadas con las matrices tuvieron una mejor respuesta que las
tratadas mediante fertilizacion convencional (mayor peso y carga de
micronutriente). Ademas, las plantas asimilaron mejor las nanoparticulas
que el ZnSO4-H20, presentando un mayor contenido de micronutrientes.
Este efecto podria deberse al tamafio de las nanoparticulas, que pueden
ser mejor asimiladas por las raices de las plantas (Khan et al., 2019).
Finalmente, las nanoparticulas verdes presentaron un mejor resultado
que las quimicas. Este efecto puede deberse a la mejor asimilacion de las
impurezas superficiales que presentan las nanoparticulas verdes
(polifenoles) que también son beneficiosos para el crecimiento de las
plantas (Wang et al., 2020).

Tabla 7.15. Asimilacion de micronutrientes (MN) y fisiologia del cultivo tras el uso de las

diferentes matrices. También se incluy6 un control positivo (fertilizacion convencional) y un

control negativo (sin fertilizacion).

Hojas
. Contenido
Sistema Peso (9)
MN (mg/kg) . Tamafio (h x w)
NUmero
cm

Control positivo 35,6 63,3+1,4 16+1 15,6 x 10,1
ZNSO4-H20 155,3 625+52 14+1 14,6 x 5,6
NPs Quimicas 167,2 772+0,7 17+3 16,0x9,8
NPs Verdes 170,4 78,019 19+1 15,9 x 9,6
Control negativo 15,5 8,8+0,5 10+1 13,0x4,2
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Figura 7.18. Aspecto visual de los pimientos obtenidas tras el tratamiento con las diferentes
matrices. También se incluyeron los controles positivo (fertilizacion convencional) y negativo
(sin fertilizacion).

Por otro lado, la reduccion de la necesidad de riego fue mayor en el
caso de la incorporacion de las nanoparticulas (ya sean quimicas o
verdes) que en el ZnSO4-H20 (50 vs. 33%). Lo que es coherente con la
mayor capacidad de absorcibn de agua de los sistemas con

nanoparticulas y lo que permite tener un beneficio extra a estos sistemas.
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7.4 Conclusiones

Los polifenoles obtenidos de pimiento (Capsicum annuum) pueden
usarse para la sintesis de nanoparticulas, lo que conduce a la produccion
de nanoparticulas mas puras y rentables utilizando enfoques sostenibles.
Ademaés, el uso de residuos de pimiento como agentes reductores
representa una estrategia inteligente para el aprovechamiento de residuos
en el contexto de economia circular. Sin embargo, hay algunos aspectos
a considerar al sintetizarlos, como el método de extraccion de los
polifenoles, la concentracion de materias primas y la relacion
precursor:agente reductor utilizado durante la sintesis. De esta forma, la
sintesis verde de nanoparticulas a partir de extractos de polifenoles de
pimiento es un método que genera menos impurezas y sustancias toxicas

que la sintesis quimica.

Ademas, estas nanoparticulas pueden incorporarse en las matrices
bioplasticas en concentraciones Optimas para su uso en horticultura
(4,5% en peso). Asi, se puede unir dos lineas novedosas y de gran interés
en horticultura (sistemas de liberacion controlada y nanofertilizacion),

generando interesantes sinergias entre ellas.

Si se comparan las matrices obtenidas incorporando las
nanoparticulas (tanto quimicas como verdes) con aquellas obtenidas con
ZnS04-H20, los sistemas con nanoparticulas mejoraron la capacidad de
absorcion de agua y la asimilacion del micronutriente por parte del
cultivo. Esto supone una mejora del producto, que es mas funcional, y
un mayor acercamiento a la economia circular al sintetizar los

fertilizantes a partir de residuos de pimiento.
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7.5 Concluding remarks

Polyphenols obtained from peppers (Capsicum annuum) can be used
for nanoparticle synthesis, leading to the production of purer and more
cost-effective nanoparticles using sustainable approaches. In addition,
the use of pepper waste as reducing agents represents a smart strategy
for the use of waste in the context of the circular economy. However,
there are some aspects to consider when synthesizing them, such as the
polyphenol extraction method and the concentration and
precursor:reducing agent ratio used during the nanoparticle synthesis. In
this way, the green synthesis of nanoparticles from pepper polyphenol
extracts is a method that generates fewer impurities and toxic substances

than chemical synthesis.

In addition, these nanoparticles can be incorporated into bioplastic
matrices in optimal concentrations for use in horticulture (4.5% by
weight). Thus, two novel lines of great interest in horticulture (controlled
release and nanofertilization systems) can be joined, generating
interesting synergies between them.

If the matrices obtained incorporating the nanoparticles (both
chemical and green) are compared with those obtained with ZnSQO4-H>0,
the systems with nanoparticles improved the water absorption capacity
and the assimilation of the micronutrient by the crop. This supposes an
improvement of the product, which is more functional, and a greater
approach to the circular economy by synthesizing fertilizers from pepper

residues.
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micronutrientes a las matrices de liberacion
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8.1 Introduccion

El uso de matrices bioplasticas de base bioldgica como sistemas de
liberacion controlada de fertilizantes proporcionarian claras ventajas en
términos de cero toxicidad y alta biodegradabilidad frente a la
fertilizacion convencional y el uso de sistemas plasticos. Esto los
convierte en una propuesta atractiva para incorporar nutrientes
esenciales para la salud y el desarrollo de las plantas en horticultura
(Pulat y Yoltay, 2017; Akalin y Pulat, 2020a; Pimenta et al., 2022).

Los nutrientes son elementos necesarios para las plantas. Entre ellos,
aunque necesarios en pequefias cantidades, los micronutrientes son muy
importantes para el crecimiento y desarrollo de las plantas (Alloway,
2008). Hay siete micronutrientes esenciales en la horticultura: Hierro
(Fe), Cobre (Cu), Boro (B), Zinc (Zn), Manganeso (Mn), Molibdeno
(Mo), Niquel (Ni) y Cloro (CI). Es muy importante cubrir las necesidades
de estos micronutrientes en los cultivos para tener una produccion
satisfactoria de materiales de alta calidad (Alloway, 2008). La
deficiencia de estos micronutrientes depende de la zona de cultivo,
aunqgue, por lo general, las deficiencias méas frecuentes se encuentran
para Zn, Fe, Cuy Mn (L6pez-Rayo et al., 2016). EI Zn es necesario para
producir la hormona del crecimiento y el alargamiento de los entrenudos.
Ademas, activa las enzimas responsables de ciertas proteinas, se utiliza
en la sintesis de clorofila y en la conversion de almidones a azucares
(energia vegetal) (Silva y Uchida, 2000). El Cu activa ciertas enzimas
involucradas en la sintesis de lignina y es esencial para varios sistemas
enzimaticos (Smeets et al., 2009). También es necesario en el proceso de
fotosintesis y es crucial para la respiracion de las plantas (Ishka et al.,

2022). El papel del Fe es clave, ya que interviene en la sintesis de
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clorofila y participa en otros procesos enzimaticos y metabolicos sin los
cuales las plantas no pueden llevar a cabo su ciclo de vida (Rahman et
al., 2020). Finalmente, y Mn participa en la sintesis de clorofila,
vitaminas, ATP vy lignina, la asimilacion de nitratos, la activacion
hormonal y la division celular (Schmidt y Husted, 2019). Por ello, es
muy importante cubrir las carencias de estos micronutrientes sin
perjudicar el rendimiento productivo. Normalmente, para cubrir estas
carencias, se incorporan al suelo micronutrientes en forma de quelatos o
sales sulfatadas, siendo estas Gltimas las mas utilizadas. Sin embargo, la
alta solubilidad de los quelatos y sulfatos los hace ineficaces (la cantidad
que asimila la planta es muy inferior a la que tiene que incorporar al
suelo), especialmente en cultivos de regadio (Ferrandon y Chamel,
1988). Sales mas insolubles como los éxidos, no pueden usarse para
paliar estas deficiencias, ya que no pueden disociarse para ser
incorporados a las plantas (Wellburn, 1990). Por otro lado, actualmente
se investiga el uso de nanoparticulas (nanofertilizacion), ya que pueden
mejorar la asimilacion de nutrientes por parte de las plantas (Zulfigar et
al., 2019). Ademas, las nanoparticulas también influyen en algunos
procesos metabdlicos de las plantas, ayudandolas a movilizar los
nutrientes para su absorcion. Finalmente, el costo de su aplicacion suele
ser menor, ya que se requieren en pequefias cantidades (Seleiman et al.,
2020). Ademas, aunque sean insolubles pueden ser asimilados por las
plantas ya que su pequefio tamafio permite su asimilacion por los poros

de las plantas (Rastogi et al., 2017).

De esta forma, el objetivo principal de este capitulo fue evaluar el uso
de las matrices a base de proteina de soja, estudiadas en esta tesis, como
sistemas de liberacién controlada de micronutrientes. Ademas, se

comparé el uso de micro y nanoparticulas como proveedores de
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micronutrientes, evaluando las propiedades mecanicas y funcionales de

los diferentes sistemas.
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8.2 Materiales y métodos

Las matrices se procesaron a partir del subproducto de soja, usando la
glicerina como plastificante en proporciones 1:1, para facilitar el
procesado de las mismas mediante moldeo por inyeccién con una
temperatura de compactacion de 90 °C. Una descripcion més detallada
de estos productos se puede observar en las secciones 2.1.1y 2.1.2 del
Capitulo 2. Las matrices fueron obtenidas a partir del método A (seccién
2.7.1) usando etanol como medio de extraccion, ya que fue el método

Optimo que se obtuvo en el Capitulo 5.

Las sales microparticuladas incorporadas fueron sulfatos comerciales
de zinc, hierro, cobre y manganeso. Una descripcion maés detallada de
ellos se encuentra en la seccion 2.1.3 del Capitulo 2. En cuanto a las
nanoparticulas, estas fueron sintetizadas mediante el método quimico de
precipitacion coloidal explicado en la seccion 2.3. En este sentido, se
utilizé una concentracién de 0,2 M de precursor y 0,4 M de reductor
(condiciones 6ptimas obtenidas en el Capitulo 7 para nanoparticulas
quimicas). De esta forma, las sales microparticuladas tuvieron un tamafio
de 500-1000 um mientras que el tamafio de las nanoparticulas es de 34-
36 nm (tamafio adecuado para su incorporacion en plantas (Eichert et al.,
2008)).

Un resumen con todas las matrices evaluadas y sus concentraciones
durante la etapa de mezclado se muestran en la Tabla 8.1. Cabe recalcar
que todas las matrices tuvieron la misma concentracion inicial de
micronutrientes en el procesado (3,63% en peso) para que se pudiera

comparar su efecto a igualdad de nutrientes.
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Tabla 8.1. Contenido de las diferentes matrices procesadas.

Sistema (SO/IT)I) (GO/IO); sal (%) Micro(r(:/t:)’;riente

Zn | 450 450 (Znsg)szo) 3,63 (Zn?)

Fe | 41,0 41,0 (Feséf-'gHZO) 3,63 (Fe?")

Cu | 430 430 (Cusé‘:ngZO) 3,63 (Cu?)

11

Microparticulas M| eSS (MnS;)gHzO) 3,63 (Mn)
(ZnsOwH,0) %90 (@n%)

Mezcla | 43,3 433 (':95(%:7%0) 0,90 (Fe®)

(CuSOs5H,0) 290 (Cu™)

(MnSé?-HzO) 0.90 (Mn*)

zn | 4775 4775 (z4r’15c’3) 3,63 (Zn?")

Fe | 47,65 47,65 (F4éZ)) 3,63 (Fe?")

Cu |47,75 47,75 (c4dso) 3,63 (Cu?")

, Mn | 4756 47,65 (,\3}]70) 3,63 (Mn?")

Nanoparticulas 11

200) 0,90 (Zn?)

12 2

Mezcla | 47,7 47,7 (Fle?) A

Ci0) 0,90 (Cu2")

(I\ij) 0,90 (MnZ)

Las matrices elaboradas en este capitulo fueron caracterizadas

utilizando las técnicas resumidas en la Tabla 8.2.

Tabla 8.2. Técnicas de caracterizacion usadas para evaluar las matrices.

Técnica Seccion
Propiedades mecanicas 2.8.2
Capacidad de absorcion de agua 2.8.4.3

Biodegradabilidad 2.8.5

Liberacién del micronutriente | 2.8.4.2
Evaluacion en cultivos . 286
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8.3 Resultados y discusion

8.3.1 Propiedades mecéanicas

La Figura 8.1 muestra las propiedades mecénicas de los sistemas en
modo compresion con diferentes microparticulas (Figura 8.1A) y
nanoparticulas (Figura 8.1B). Se ha incluido como referencia un sistema
sin ningun micronutriente (Ref). Como puede observarse, todos los
sistemas presentan un perfil similar, donde el médulo elastico (E') solo
aumenta ligeramente con la frecuencia. Estos resultados indican que los
sistemas son estables. Ademas, presentan un modulo elastico muy por
encima del modulo viscoso (resultado no mostrado). Esto hace que la
tangente de pérdidas (mddulo viscoso/maddulo elastico) de los sistemas

sea de 0,2-0,3, lo que destaca su fuerte caracter sélido.
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Figura 8.1. Propiedades dinamicas en compresion de las matrices con diferentes sales de
sulfato microparticuladas (A) y nanoparticulas de éxido metalico (B) incorporadas.

La incorporacion de cualquier micronutriente  aumenta
significativamente los valores de E'. Esto podria deberse al refuerzo que
se produce al incorporar la sal (ya sea en forma de micro o
nanoparticulas). Sin embargo, el comportamiento es diferente para micro
y nanoparticulas. Una mejor comparacion puede verse en la Tabla 8.3.

Asi, las microparticulas generan distintos refuerzos, que podrian deberse
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a posibles interacciones entre las sales metalicas (Zn, Fe, Cuo Mn) y la
proteina de soja o su actuacion como material de relleno. De esta forma,
el sulfato de cobre alcanza los valores mas altos de E', seguido por el de
hierro, porque interaccionan con las cadenas proteicas reforzandolas. Sin
embargo, los sulfatos de Zn o de Mn no parece mostrar este efecto. Cabe
recalcar que la mezcla de componentes impide también que se puedan
alcanzar las interacciones del sulfato de Cu o de Fe que requeririan una
mayor concentracion, quedandose en valores similares a las matrices con
sulfato de Zn o de Mn.
Tabla 8.3. Parametros de compresion de las matrices con diferentes sales de sulfato

microparticuladas y nanoparticulas de 6xido metalico incorporadas. El sistema de referencia

(Ref) se incluyo a efectos de comparacion. Las diferentes letras usadas como superindice en
las distintas columnas evidencian diferencias significativas (p <0,05).

Sistemas grit (%) E’1(MPa)  tan 61 (-)

Ref 0,102 0,2+0,1A 0,31+0,06'
zn 0,04 + 3,6+ 0,08 +
0,02° 0,3BE 0,02"
0,02 + < 006%
Fe 0,01° 75+04 0,02"
. , 0,02 £ 229+ 0,06 £
Microparticulas Cu 0,01° 0.4° 0,02"
M 0,03 + 35+ 0,08 +
0,01° 0,2BE 0,01"
0,04 + 5 0,08+
Mezcla 0,020 3,0+£0,3 0,02"
0,20 +
Zn 0,07 +£0,01¢ 4,2+0,5F 0,04
0,17+
Fe [0,08+0,01° 32+0,5° 003"
Nanoparticulas Cu 0,070,02¢ 51+04F %(1)?1,%
M 0,08 + 3,7 0,17 +
0,02% 0,3BE 0,02
0,21+
Mezcla | 0,06 +0,02¢ 4,7 +0,3F 0,05
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Cuando se incorporan nanoparticulas, no se observan interacciones
entre las nanoparticulas y proteinas. Asi, los sistemas de nanoparticulas
no muestran diferencias significativas en los valores de E' cuando se
cambia el micronutriente. En este sentido, las nanoparticulas actuan
como un material de relleno, que aumentan los modulos del sistema de
referencia, aunque no interacttan con la proteina. Esto puede deberse a
la fuerte interaccion de los 6xidos que no se dividen iGnicamente para

generar interacciones electrostaticas con las cadenas proteicas.

Por otro lado, la deformacion critica y tangente de pérdidas no genero
diferencias significativas entre los diferentes micronutrientes. No
obstante, la incorporacion de nanoparticulas en vez de microparticulas
genera un aumento en ambos, posiblemente debido al menor volumen de
material de relleno incorporado que le da a la matriz una mayor
flexibilidad. Es interesante destacar que todos los sistemas redujeron la
flexibilidad con respecto a la matriz de referencia (menor deformacion
critica y tangente de pérdidas cuando se incorpord sal), lo que podria

deberse a su funcion como material de relleno.
8.3.2 Capacidad de absorcion de agua

La Figura 8.2 muestra la capacidad de absorcion de agua (Figura
8.2A) y pérdida de materia soluble (Figura 8.2B) de los sistemas con
diferentes micro y nanoparticulas incluidas. Se ha incluido como

referencia un sistema sin ningun micronutriente (Ref).
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Figura 8.2. Capacidad de absorcion de agua (A) y pérdida de material soluble (B) de las
matrices con diferentes sales de sulfato microparticuladas y nanoparticulas de dxido
metalico incorporadas. Las diferentes letras usadas las columnas evidencian diferencias
significativas (p <0,05).

Como puede verse, las nanoparticulas permiten una mejor capacidad
de absorcién de agua que las microparticulas, independientemente del
micronutriente incorporado (valores cercanos a 400 vs. 100% para
sistemas de nano y microparticulas, respectivamente). Este
comportamiento podria deberse a las mayores interacciones
electrostaticas generadas por las sales microparticuladas, que inhiben los
sistemas para absorber agua (Judawisastra et al., 2017). De esta manera,
las microparticulas generaron una conductividad en el agua de 150 a 300
puS/cm, mientras que las nanoparticulas generaron valores entre 20 a 60
puS/cm, mostrando las mayores fuerzas ionicas generadas cuando hay
microparticulas en el medio. Estos resultados muestran la mejor
capacidad de los sistemas con nanoparticulas incorporadas para ser
utilizados como reservorios de agua. Este depdsito de agua permite que
el agua de lluvia o de riego que la planta no ha tomado se almacene y se
suministre lentamente cuando sea necesario, lo que le permitiria
permanecer mas tiempo sin regar. Por tanto, seria un valor afiadido para
estos sistemas. Sin embargo, todos los sistemas presentan menor

capacidad de absorcion de agua que el sistema de referencia (sin sal),
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posiblemente debido a que su estructura es mas compacta al tener sales

0 nanoparticulas.

En cuanto a la pérdida de materia soluble, todos los sistemas con sales
presentan una pérdida de material soluble superior al sistema de
referencia, lo que indica que perdieron las sales incorporadas y/o una
parte de las proteinas solubles. Aungue no se observan grandes
diferencias, los sistemas que incorporaron nanoparticulas en general
presentaron pérdidas de material soluble mas bajas que los que
incorporaron microparticulas, posiblemente debido a la menor
solubilidad de las nanoparticulas que son mas dificiles de liberar en agua.
De hecho, los sistemas con éxido de zinc o de hierro pierden menos

material soluble que la matriz de referencia.
8.3.3 Liberacion del micronutriente

Liberacién en agua

La liberacién del micronutriente calculado a partir de la conductividad
medida en el medio de liberacién (agua) con el tiempo se presenta en la
Figura 8.3 para los sistemas con microparticulas (Figura 8.3A) y
nanoparticulas (Figura 8.3B). Por lo tanto, la liberacion de sal se
representd a lo largo del tiempo. Todos los sistemas presentaron el
mismo perfil de liberacion en el agua: una primera liberacion rapida

seguida de una caida de la pendiente hasta completar la liberacion.
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Figura 8.3. Perfil de liberacion en agua de las matrices con diferentes micro (A) y
nanoparticulas (B).

Sin embargo, el tiempo méximo de liberacién solo depende del
tamafio de particula, siendo similar para cada micronutriente. Asi, las
microparticulas generaron una liberacion mas rapida que las
nanoparticulas (tiempo maximo de liberacién: 450 y 530 min para micro
y nanoparticulas, respectivamente), posiblemente debido a la mayor
solubilidad de los sulfatos (microparticulas) que de los Oxidos
(nanoparticulas) (de Romanfa et al., 2003). Cabe mencionar que los
oxidos microparticulados no pueden ser utilizados como fertilizantes,
debido a su insolubilidad, es decir, no pueden disociarse para ser
incorporados a las plantas (Wellburn, 1990). Por otro lado, los 6xidos
nanoparticulados pueden ser asimilados por las plantas debido a su

menor tamafo e inestabilidad superficial (Rastogi et al., 2017).

Liberacién en suelo

La Figura 8.4 muestra la liberacion del micronutriente en el suelo a lo
largo del tiempo de los diferentes sistemas. No obstante, debido a los
bajos valores de conductividad que producen los sistemas con
nanoparticulas incorporadas, asi como a su insolubilidad (lo que dificulta
su arrastre con el agua), los resultados obtenidos por los sistemas de

nanoparticulas no presentan valores de conductividad significativos en
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los lixiviados, por lo que no pudieron ser evaluados. Este efecto se puede
ver desde dos puntos de vista. Por un lado, puede ser una ventaja, ya que
no contamina las aguas subterrdneas y estarian disponibles para las
plantas aunque se liberen de la matriz. Por otro lado, podria ser un
inconveniente si no es asimilado por las plantas, provocando la

contaminacion por exceso de nutrientes en el suelo.
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Figura 8.4. Perfil de liberacion en suelo de las matrices con diferentes microparticulas.

En cuanto a los sistemas con microparticulas incorporadas, todos los
sistemas presentaron un perfil similar donde los primeros dias (10 dias)
se observa una liberacion mas lenta, posiblemente porque la sal ain no
ha llegado al final de la columna de lixiviacion. Luego la liberacion es
mas rapida hasta que decrece hasta alcanzar la méxima liberacion,
asimilando al perfil observado en agua, aunque en un tiempo mayor. Asi,
la liberacion controlada se prolongé durante 40 dias, siendo mas lenta
que en el agua como se predijo en estudios anteriores (Akalin y Pulat,
2020b). Este tiempo de liberacion es adecuado para cultivos de ciclo
corto, como lechuga, pimiento, calabacin o fresas, ya que podria

adaptarse a lo largo de su crecimiento y maduracion.
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8.3.4 Biodegradabilidad

En la Figura 8.5 se muestra la apariencia visual de los sistemas con
micro y nanoparticulas durante el andlisis de biodegradacion. Como se
puede observar, los sistemas con nanoparticulas se biodegradan en
menos tiempo (20 dias) que los sistemas con microparticulas (40 dias),
no observandose diferencias significativas con el cambio de
micronutriente incorporado. Este comportamiento podria deberse a la
inestabilidad superficial de las nanoparticulas, provocando que su medio
de soporte (proteinas) se degrade para buscar cierta estabilidad
(Abdullah et al., 2020). Cabe mencionar que ambas matrices con micro
y nanoparticulas también se biodegradan en menos tiempo que los
sistemas de referencia (sin micronutrientes) que necesitan 60 dias para

biodegradarse por completo.

Microparticulas

Nanoparticulas

<

Dia 0

Figura 8.5. Biodegradabilidad de las matrices con micro y nanoparticulas.
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Por otro lado, se obtuvo un valor similar al comparar el tiempo de
biodegradacion con el tiempo méximo de liberacion al suelo de los
sistemas con microparticulas incorporadas. Por lo tanto, se produjo una
liberacion controlada durante la biodegradacion del sistema,
posiblemente porque los micronutrientes interactian con la matriz
basada en proteinas. Si se predice un comportamiento similar en sistemas
con nanoparticulas, la liberacién de nutrientes es més rapida (20 dias).
Sin embargo, como se mencion6é anteriormente, estos no serian

lixiviados, por lo que seguirian siendo asimilables por las plantas.
8.3.5 Evaluacion en cultivos

En la Tabla 8.4 se muestran los datos obtenidos de la evaluacion de
lechugas fertilizadas con los diferentes sistemas. Ademas, en la Figura
8.6 se puede observar el aspecto visual de las lechugas tratadas con los
sistemas con diferentes micro y nanoparticulas, incluyendo el control
positivo  (fertilizacion convencional) y control negativo (sin
fertilizacion). De manera similar, estos resultados se pueden encontrar
en la Tabla 8.5y la Figura 8.7 para los pimientos dulces italianos. Como
se puede apreciar, la fertilizacion mejor6 la calidad de ambos cultivos,
ya que el control negativo obtuvo los peores resultados (menor contenido

de micronutrientes, peso y dimensiones).

Con respecto a los diferentes métodos de fertilizacion, el contenido
de micronutrientes es mayor en los cultivos fertilizados con los sistemas
de liberacion controlada que con la fertilizacion convencional, muy
probablemente mejorado por la exposicion continua del micronutriente,
lo que permite la liberacion controlada. Ademas, las lechugas y los
pimientos asimilan mejor las nanoparticulas que las microparticulas.

Este efecto podria deberse al tamafio de las nanoparticulas, que pueden
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ser mejor asimiladas por los poros de las plantas (Khan et al., 2019),
ademas del menor lixiviado, lo que permite que esté disponible para los
cultivos por més tiempo. Esta mayor asimilacion de micronutrientes
también se observa en la fisiologia de la planta. En este sentido, las
lechugas y pimientos cultivados con sistemas de liberacidn controlada
presentan mayor peso y dimensiones, y mayor nimero de hojas, siendo
especialmente superior cuando se utilizan nanoparticulas en lugar de
microparticulas. Todo esto se puede observar en las Figuras 8.6 y 8.7,
donde las lechugas y los pimientos tratados con nanoparticulas son mas
grandes y frondosos. Ademas, todas las plantas reflejan un color verde
en sus parametros de color, lo que indica su correcta formacién de
clorofila, indicador de que la planta se esta desarrollando correctamente
(Palta, 1990). Sin embargo, aquellas plantas fertilizadas con
nanoparticulas mostraron un color verde més parecido a los pigmentos
de clorofila (mayor croma y claridad, y menor tono), lo que demuestra
que esta fertilizacion favorece su sintesis, permitiendo que la planta
obtenga una mayor cantidad de energia y, por ende, un mayor

crecimiento, como se mencion6 anteriormente.

Por otro lado, la mezcla de micronutrientes en los sistemas de
liberacion controlada tiene un comportamiento diferente en lechuga y
pimiento. En el primero, esta fertilizacion mejora el método
convencional. Sin embargo, el sistema mixto favorece la asimilacion del
hierro y el cobre, mientras que el zinc y el manganeso son blogueados,
probablemente por los otros dos micronutrientes incorporados. Por ello,
aunque se obtienen lechugas mas nutridas y de mayor tamafio que en la
fertilizacion convencional, no existe sinergia entre los diferentes
micronutrientes para conseguir un realce completo. Este blogueo de

micronutrientes se observé en mayor medida en pimientos, donde ni
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siquiera se pudieron obtener los fertilizados con los sistemas que
contienen microparticulas. De igual forma, los pimientos fertilizados con

mezclas de nanoparticulas fueron mas pequefios que los convencionales.

Por otro lado, la capacidad de captacion de agua mostrada por los
sistemas de liberacién controlada permitié reducir en un 33% la
necesidad de riego cuando se incorporaban las microparticulas. En el
caso de las nanoparticulas, la mayor capacidad de captacion de agua de
los sistemas les permitid reducir aun mas la necesidad de riego hasta en
un 50%, siendo un potencial reservorio de agua que podria incrementar

la funcionalidad de estos sistemas.
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Figura 8.6. Aspecto visual de las lechugas obtenidas tras el tratamiento con las diferentes
matrices. También se incluyeron los controles positivo (fertilizacién convencional) y negativo

(sin fertilizacion).

364



T0F6 T+ 0+FFS69- TO0FSLT TSX001 I[F6 6CFTFI 795/ /6 08F/L'S - oAnesau [onjuo)
90FSTr 8T1F869- LOFLOE IrEvs IFL TO0F68  S0I/8°91/0°ST6T/6°65 UN/TLD/Bd/UZ
OTF6S LFFOSL TIFO6L 08X €91 [T+l  TEAC6T ¥zt N
TOFSSH €0F6LL 6TFLTE C6X 8l ITEl  £TFLULS 0.9 n semanaedouen
TOFHLY 0T1F6€L- TOFLST L6 6] IFST  +FIFvor SOSTIIT =L |
T0F6 T 0€FLL9 TOFOO9C 99X 9T IFZI T0F97E €78 uz

- - - - - - - UMD RAUZ
FOF8eh CCFHTL- STIFE9C TeXLTT IF0T OTFI9I 96LT W
LOFOTE vSTEEL- £IFE6I CLXGCT TFI  6TFIHC 80T D sepnan.redoaany
60F80F +FIF6IL- TOFOHT CLXECT IFIT  +TFeeT FCF6I =L |
60F80F SFFEHe- FIFEET F9X97TI IF0T +IFIST 01L uz
LOFS9r 06F8TL- FOFOLL TEXTITI IFIT OTFIIT  SSTUIFIEGISIT Y UN/TL)/Bd/UZ oapisod jonyuo)
pepLIE]D ouoy, BUIOL) wd (M X 1) omEWIE], OJIWNN]

(B)osag (Sy/Sm) NI\ opruiuoy  operodiodun NIy BIA)SIS
I0[0) selog

“sopuanuid Uz SDUBISIS SaJUA3[ip SO 3P 0SH ]2 sD4) a2 jap vrSojorstf A () SaIuaLgnU0II 3P UOIIDINUISE C§ DIqDL

365



Control
positivo

Nanoparticulas

Zn

Fe

Cu

Mezcla

Control
negativo

Figura 8.7. Aspecto visual de las plantas de pimientos obtenidas tras el tratamiento con las
diferentes matrices. También se incluyeron los controles positivo (fertilizacion convencional)

y negativo (sin fertilizacion).
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8.4 Conclusiones

Es posible lograr una fertilizacion controlada de micronutrientes a
partir de sistemas basados en proteina de soja, siendo mas efectiva que
la fertilizacion convencional al obtener cultivos méas nutridos y mas
grandes y siendo menos contaminante, ya que se biodegradan en
sustancias no toéxicas después de su uso. De esta forma, las matrices
basadas en proteina de soja con las propiedades mecénicas y funcionales
adecuadas podrian ser procesadas con diferentes micronutrientes en
micro y nanoparticulas. Sin embargo, los sistemas con nanoparticulas
presentaron mejores caracteristicas: mayor capacidad de absorcion de
agua, liberacion mas lenta y mayor tiempo de asentamiento en el suelo.
Todo esto permitié una mejor asimilacion de los micronutrientes en los
cultivos, lo que se tradujo en su mayor tamafio. Ademas, se puede
obtener una mayor reduccion del riego como valor afiadido de estos
sistemas. No obstante, no se recomienda la mezcla de micronutrientes en
una misma matriz (ya sean micro o nanoparticulados), ya que no presenta
efectos sinérgicos entre ellos. En este sentido, este estudio abre la puerta
a una fertilizacion novedosa, més eficiente y menos contaminante que

podria trasladarse a cultivos a gran escala.
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8.5 Concluding remarks

To sum up, it is possible to achieve a controlled fertilization of
micronutrients from soy protein-based systems, being more effective
than conventional fertilization by obtaining more nourished and larger
crops and less soil pollution, as they biodegrade into non-toxic
substances after use. In this way, soy protein-based systems with suitable
mechanical and functional properties could be processed with different
micro and nanoparticulate micronutrients. Nevertheless, systems with
nanoparticles presented better characteristics: higher water uptake
capacity, slower release and longer settling time in the soil. All this
allowed for a better assimilation of micronutrients in the crops, which
translated into their larger size. In addition, a greater reduction in
irrigation can be obtained as an added value of these systems. However,
the mixture of micronutrients in the same matrix (either micro or
nanoparticles) is not recommended, since it does not present synergistic
effects between them. In this sense, this study opens the door to a novel,
more efficient and less polluting fertilization that could be transferred to

large-scale crops.
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Reflexiones finales

Esta tesis doctoral ha generado un nuevo concepto de fertilizacion,
mas eficiente y menos contaminante, que es un punto de partida clave
para la horticultura intensiva que se plantea en estos tiempos. Asi, este
trabajo ha permitido el desarrollo de un sistema de liberacion controlada
(matriz) biodegradable y sostenible que permite suministrar

micronutrientes a cultivos horticolas de forma eficiente.

En primer lugar, se ha podido revalorizar un subproducto de soja rico
en proteinas como materia prima para el desarrollo de la matriz que
favorece la economia circular, muy beneficiosa a nivel industrial,
reduciendo la huella de carbono del producto y la generacion de residuos.
De esta forma, se ha planteado un sistema sencillo para cerrar el ciclo de
un producto que proviene de un cultivo y acaba como fertilizante para
otro, siendo este un objetivo muy perseguido por los Objetivos de
Desarrollo Sostenible de la Agenda 2030.

Respecto al procesado, el uso de un plastificante (glicerina) en
proporcion 1:1 con el aislado proteico de soja y el moldeo por inyeccion
(con 300 s de compactacion, y una temperatura de moldeo de 90 °C)
seguido de un tratamiento dehidrotérmico a 50 °C durante 24 h han sido
clave para conseguir las matrices bioplasticas con el micronutriente
incorporado. En cuanto a la sal, el sulfato fue el mas adecuado para la
incorporacion del micronutriente, mostrando las propiedades mas
adecuadas para liberarse controladamente. No obstante, fue necesaria la
eliminacion del plastificante para asegurar la correcta liberacion
controlada. En este sentido, la incorporacion de una etapa de inmersion
en etanol seguida de una liofilizacion del sistema (método A optimizado)

fue clave para obtener matrices que permitian la liberacion controlada de
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los micronutrientes, ya que permitié la eliminacion del plastificante sin
arrastrar al micronutriente incorporado que permanece de forma
homogénea en la matriz. De esta forma, los cultivos horticolas se
adaptaron correctamente a los tiempos de biodegradacion de las matrices
y la velocidad de liberacion de los micronutrientes. Ademas, su facil
fabricacion permite una gran versatilidad, debido a que permite conferir
diferentes rangos de biodegradabilidad, liberacién y carga de nutrientes.
Asi, se pueden utilizar en todo tipo de cultivos, desde cultivos de
crecimiento rapido, como la lechuga, el pimiento o el calabacin a cultivos

mas lentos como el tomate, la zanahoria y la cebolla.

Por ultimo, el uso de nanoparticulas como portadoras del
micronutriente mejoro las propiedades funcionales de los sistemas,
permitiendo una mejor asimilacion de los micronutrientes por parte de

las plantas, asi como una reduccion de la cantidad de riego necesaria.

En conclusion, se plantean dos sistemas como los mas prosperos a
nivel industrial: (i) aquel con sulfato incorporado, que mejora la
eficiencia de asimilacion de las sales convencionales, siendo un producto
asequible y competitivo frente a la fertilizacion convencional; y (ii) aquel
que incorporar nanoparticulas, siendo un producto mas exclusivo, que da

mejores beneficios y puede industrializarse como producto de gama alta.

No obstante, citando a Aristoteles “es de vital importancia para quien
desee alcanzar una certeza en su investigacion, el saber dudar todo el
tiempo”. En este sentido, esta tesis solo es el principio de un camino
largo y hay muchas proyecciones futuras que se deberian tener en cuenta.
Por ello, seria necesario escalar industrialmente la produccion de los

sistemas, asi como comprobar su uso en cultivos intensivos. Ademas,
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seria conveniente la busqueda de otros procesados, como la compresion,

que eviten el uso de plastificantes para acortar el tiempo de procesado.
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Concluding thoughts

This doctoral thesis has generated a new concept of fertilization, more
efficient and less polluting, which is a key starting point for intensive
horticulture that arises in these times. Thus, this work has allowed the
development of a biodegradable and sustainable controlled release
system (matrix) that efficiently supplies micronutrients to horticultural
crops.

Firstly, it has been possible to revalue a protein-rich soy by-product
as a raw material for the development of the matrix that favors the
circular economy, which is very beneficial at an industrial level, reducing
the carbon footprint of the product and the waste generation. In this way,
a simple system has been proposed to close the cycle of a product that
comes from one crop and ends up as fertilizer for another, this being an
objective highly pursued by the Sustainable Development Goals of the
2030 Agenda.

Regarding the processing method, the use of a plasticizer (glycerol)
in a 1:1 ratio with the soy protein isolate and injection molding (with 300
s of compaction and a molding temperature of 90 °C) followed by a
dehydrothermal treatment at 50 °C for 24 h have been key to achieve
bioplastic matrices with the incorporated micronutrient. As for the salt,
the sulfate was the most suitable for the incorporation of the
micronutrient, showing the most suitable properties for controlled
release. However, plasticizer removal was necessary to ensure proper
controlled release. In this sense, the incorporation of an ethanol
immersion stage followed by freeze-drying of the system (optimized
method A) was key to obtaining matrices that allowed the controlled

release of micronutrients, since it allowed the plasticizer remotion
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without dragging the incorporated micronutrient that remains
homogeneously in the matrix. In this way, the horticultural crops were
correctly adapted to the biodegradation times of the matrices and the
release rate of the micronutrients. In addition, its easy manufacture
allows great versatility, since it allows conferring different ranges of
biodegradability, release and nutrient load. Thus, they can be used in all
types of crops, from fast-growing crops such as lettuce, pepper or

courgette to slower crops such as tomato, carrot and onion.

Finally, the use of nanoparticles as carriers of the micronutrient
improved the functional properties of the systems, allowing better
assimilation of the micronutrients by the plants, as well as a reduction in

the amount of irrigation required.

In conclusion, two systems are proposed as the most prosperous at the
industrial level: (i) the one with incorporated sulfate, which improves the
assimilation efficiency of conventional salts, being an affordable and
competitive product compared to conventional fertilization; and (ii) one
that incorporates nanoparticles, being a more exclusive product that

provides better benefits and can be industrialized as a high-end product.

However, citing Aristotle "it is of vital importance for those who wish
to achieve certainty in his investigation, to know how to doubt all the
time". In this sense, this thesis is only the beginning of a long road and
there are many future projections that should be considered. For this
reason, it would be necessary to industrially scale the production of the
systems, as well as verify their use in intensive crops. In addition, it
would be convenient to search for other process methodologies, such as
compression, that avoid the use of plasticizers to shorten the processing

time.
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Glosario de abreviaciones

AA: Actividad antioxidante

CAA: Capacidad de absorcion de agua

CuO: Oxido de cobre

CuSOq: Sulfato de cobre

DHT: Tratamiento dehidrotérmico

DRX: Difraccién de rayos X

DSC: Calorimetria diferencial de barrido

E: Mddulo de Young

E’: Moédulo elastico

E’’: Médulo viscoso

EDAX: Analisis dispersivo de energia de rayos X
FeO: Oxido de hierro(ll)

FeSOa: Sulfato de hierro(ll)

FTIR: Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
Gly: Glicerina

H20: Agua

M: Matriz dosificadora

MBP: Matriz bioplastica

MH: Matriz hinchada



MI: Moldeo por inyeccién

MN: Micronutriente

MnO: Oxido de manganeso

MnSOa: Sulfato de manganeso

NP: Nanoparticula

pl: Punto isoeléctrico

PMS: Pérdida de material soluble

SEM: Microscopia electronica de barrido
SPI: Aislado proteico de soja

tan d: tangente de pérdidas

TEM: Microscopia electronica de transmision
TGA: Analisis termogravimétrico

TPC: Contenido total de polifenoles

US: Ultrasonidos

ZnO: Oxido de zinc

ZnSO0Oq: Sulfato de zinc

ecrit: deformacion critica

emax: deformacion a la rotura

omax. esfuerzo maximo
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