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1 Introduccioén

Desde la Antigliedad, la agricultura y la ganaderia han sido dos actividades que han
ido unidas, ya que los desechos de la ganaderia eran los abonos de los cultivos. Sin
embargo, a dia de hoy, son dos actividades independientes. En la actualidad, hay una
busqueda constante de fertilizantes y abonos para optimizar el uso de los suelos. La
fertilizacién es, por definicion, el conjunto de técnicas que mantienen los sustratos y las
plantas en su estado mas 6ptimo, ya que facilita a los sustratos los nutrientes necesarios
para optimizar las propiedades de los cultivos y plantas. Dependiendo de la
administracibn que se haga de ellos se puede acelerar o retrasar el crecimiento,
manipular la capacidad de arraigo a un terreno, la resistencia a la falta de agua, a los
cambios de temperatura y a enfermedades [1].

Tradicionalmente, los fertilizantes se han afiadido directamente a los sustratos o a las
plantas o se han disuelto en agua, lo cual ha supuesto una mala administracion de la
cantidad necesaria, Tanto la falta como el exceso de nutrientes tiene un efecto negativo
sobre el crecimiento de las plantas. Otro problema debido a la administracion directa de
los fertilizantes es que los elementos fertilizantes sufren la volatilizacion, lixiviaciéon vy
drenaje, que contribuyen a la contaminacion del medio y de las aguas subterraneas.

En la actualidad, la tendencia es a reemplazar los fertilizantes tradicionales por los de
liberacion controlada, ya que reducen el exceso de sustancias activas en el medio
ambiente que puedan resultar toéxicas, optimizando el uso de los nutrientes y abaratando
costes. Estos sistemas se denominan asi ya que liberan los nutrientes minerales hacia el
sustrato de forma continua en el tiempo evitando los problemas antes mencionados y
reduciendo los riesgos de una mala fertilizacion [1-4].

Los sistemas de liberacién controlada de fertilizantes suelen ser cubiertas poliméricas
superabsorbentes [4, 5], los cuales cuando se degradan pueden dejar residuos en el
suelo que pueden causar salinizacion [6]. Por ese motivo, la tendencia actual es utilizar
polimeros biodegradables que no dejen residuos que puedan ser perjudiciales.

Uno de estos polimeros es el quitosano, biopolimero de origen natural procedente de
la cascara de los crustaceos. Debido a sus propiedades como biocompatibilidad,
biodegradabilidad, permeabilidad y no toxicidad ha sido ampliamente utilizado como
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biopolimero para la liberacion controlada [7-9]. Ademd&s, se puede utilizar en la
fabricacion de fibras, membranas, geles y microesferas.

1.1 Elementos fertilizantes

Los fertilizantes son compuestos que suministran a las plantas y cultivos las sales
minerales imprescindibles para su desarrollo, u otros elementos inorganicos que, aln no
siendo esenciales, estimulan o inhiben la absorcion de otros nutrientes en la cantidad
necesaria.

La clasificacion de los nutrientes esenciales de las plantas se hace teniendo en
cuenta la cantidad necesaria para un buen desarrollo. Los elementos que se necesitan en
mas cantidad se denominan macronutrientes y son: hidrogeno, oxigeno y carbono, que
son obtenidos del agua y el diéxido de carbono, y nitrégeno, fésforo, potasio, calcio,
magnesio y azufre que se encuentran en los suelos [10, 11]. Los demas elementos que
también son indispensables pero en menor cantidad se denominan micronutrientes y son:
hierro, manganeso, boro, molibdeno, cobre, zinc y cloro. Otros micronutrientes pero que
no son necesarios en todas las plantas son: sodio, silicio, cobalto y vanadio [11, 12].
Actualmente, otros elementos como rubidio, estroncio, aluminio y bario, se consideran
beneficiosos para las plantas, ya que pueden estimular la absorcién de iones que se
encuentran en menor cantidad,o inhiben la absorcion de los que estan en exceso [11].
Estos elementos, en su mayor proporcion, son absorbidos por las plantas cuando se
encuentran en forma de iones en los suelos [13].

De forma natural, el fésforo, el potasio, el calcio y el cloro proceden de la erosion de
minerales y de la descomposicion de la materia organica, mientras que el nitrégeno
proviene de los microorganismos de los suelos [11, 14]. Debido a las cosechas,
lixiviacion, volatilizacion y erosién de los suelos, gran parte de estos elementos
desaparecen, y la fertilizacion es la encargada de reponer la falta de los nutrientes
necesarios en los cultivos.

El nitrdgeno forma parte de procesos metabdlicos y enzimaticos de las plantas [10].
Es absorbido por la raiz en forma de nitrato NO;” 0 amonio NH,*, aunque la mas habitual
es como nitrato [11]. EI amonio de los suelos puede ser transformado por
microorganismos en nitratos, o volatilizado a la atmdsfera en forma de amoniaco NHg, lo
que implica pérdidas de amonio de los suelos y problemas ambientales. El amoniaco al
ser un gas, puede llegar a terrenos vecinos y causar dafios en la vegetacion. Respecto a
los nitratos, si se encuentran en exceso, son lixiviados a capas acuiferas subterraneas
que quedan contaminadas [4].

El fésforo es absorbido por las plantas como iones H,PO, 0 como HPO,%, y es
necesario para la formacién del ADP y ATP de las plantas, de los acidos nucleicos,
coenzimas, fosfolipidos y la fosforilacion de azlucares [10, 14]. Los fosfatos son iones con
alta capacidad de reaccion y pueden reaccionar con otros compuestos de los suelos y no
ser absorbidos por la planta. Ademas, un exceso de fertilizantes fosfatados puede ser
lixiviado, acelerando la eutrofizacién en los medios acuaticos y aumentando el nimero de
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algas, provocando la desaparicion del oxigeno del agua y llevando a los peces a la
muerte [4].

El potasio es absorbido por las plantas en su forma iénica K*, y participa en procesos
enzimaticos, como activador de enzimas, ademas de encargarse de la apertura y cierre
de los estomas y participar en la fotosintesis [10]. Las pérdidas de potasio se deben
principalmente a la lixiviacion, lo que contribuye a la eutrofizacion, al igual que el fosforo
[15].

El calcio es absorbido por las plantas como Ca?*, y forma parte de las paredes
celulares, es un regulador de membrana y de las actividades enzimaticas y reduce los
excesos de NO; [10]. El calcio se encuentra, de forma natural, en los suelos calcareos.

El cloro, absorbido por las plantas en su forma de ion CI, es el encargado de los
procesos de 6smosis y equilibrio iénico [10]. Normalmente, la cantidad de cloro que se
encuentra en los suelos es suficiente para los cultivos, ya que se necesitan en poca
cantidad. Es un elemento altamente soluble, lo que facilita que cuando esta en exceso
sea drenado. Puede reaccionar con otros elementos, como el sodio, formando sales que
salinizan los suelos.

Algunos de los fertilizantes que contienen estos elementos son el nitrato amonico
(NH;NO3), el nitrato potasico (KNOs) y el cloruro de calcio (CaCly). EI NH4;NO3, es el
fertilizante mas utilizado junto con el amoniaco liquido. Es compatible con la mayoria de
los fertilizantes, a excepcion de la urea, y su reaccion en el suelo es adificante, por lo que
se recomienda para terrenos salinos 0 neutros. Ademas, es aconsejable afiadirlo al suelo
tapado o enterrado para evitar la volatilizacién [16]. El KNO; es una sal idénea para
mezclar con otros fertilizantes, recomendandose su uso en suelos con tendencia a la
salinidad ya que tiene un bajo indice de salinidad [16]. EI CaCl, es una sal neutra muy
utilizada como fertilizante puesto que aporta calcio y no tiene efecto alcalinizante [17].

Cuando se decide hacer un fertilizante con distintos elementos, hay que tener en
consideracion las compatibilidades entre ellos, ya que no deben reaccionar entre ellos ni
antes ni después de la formulacion. Si los fertilizantes no son compatibles entre ellos,
pueden emitir calor, gas o humedad, degradando el granulo, aglutinandose y cambiando
la composicion quimica de la mezcla [16]. Ademas, hay que tener en cuenta las
interacciones ioénicas entre los diferentes iones en el suelo, ya que provocan el aumento
(sinergismo) o la reducciéon (antagonismo) de la absorcién en una planta. Se ha
observado que un aumento de potasio en suelos, reduce la absorcion de calcio y
magnesio. También que el calcio en exceso insolubiliza los fosfatos del suelo y el exceso
de cloro reduce la absorcion de NOs . Al contrario, un aumento de nitrégeno en los
suelos mejora la absorcion de potasio [11, 18].
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1.2 Quitosano

Este biopolimero es un polisacéarido derivado de la quitina, que se encuentra en los
caparazones de algunos crustdceos e insectos, a los que les confiere rigidez e
impermeabilidad, y en las paredes celulares de algunas plantas y hongos [8, 19].

De forma industrial, el quitosano se obtiene a través de la desacetilacién alcalina de la
quitina. Ambos polimeros son quimicamente similares a la celulosa, de la que difieren en
que el grupo hidroxilo del carbono 2 de la unidad de anhidroglucosa, ha sido sustituido
por un grupo acetamido (quitina) o amino (quitosano) [20-22], como se observa en Figura
1. A partir de la quitina, se obtiene quitosano cuando éste ha perdido al menos el 50% de
los grupos acetilo [23].

H o  NH

CH,
QUITINA QUITOSANO

Figura 1.Estructura quimica de a) quitina y b) quitosano.

El porcentaje de grupos amino, que estan libres en la molécula de quitosano, es el
responsable de las propiedades que hacen tan eficiente al quitosano. Debido a la
hidrdlisis del grupo N-acetilo, es soluble en disoluciones &cidas diluidas (acético, férmico
o clorhidrico, entre otros), que protonan los grupos amino y le confiere un caracter
altamente reactivo [24] y, a su vez, biocompatible y biodegradable, que lo hace
polivalente en todo tipo de industrias [8, 9, 25, 26]. Ademas, esté incluido y aprobado en
la cuarta edicion de la Farmacopea Europea de 2002 [27].

En el area de la agricultura, su uso se esta extendiendo ya que tiene propiedades
inhibidoras ante bacterias y hongos [9] evitando su crecimiento. Ademas, es un polimero
valido para la liberacién controlada ya que su modificacion con agentes reticulantes, que
refuerzan los enlaces entre las distintas cadenas de quitosano, hace mas resistente a la
matriz polimérica. El tripolifosfato de sodio, el 4cido citrico o la glutaraldehida [9, 28, 29] y
otros aditivos, como arcillas y/o nanoparticulas [6, 30], permiten modificar la velocidad de
liberacion del principio activo.

El uso del quitosano en fertilizantes se utiliza tanto para la fabricacién de micro y nano
particulas de quitosano, que contienen los fertilizantes dentro de la matriz polimérica [2,
6, 9], como en encapsulacion [28].

El tripolifosfato de sodio (TPP) es, en la actualidad, uno de los agentes reticulantes
més utilizados con el quitosano debido a su baja toxicidad y compatibilidad con el
quitosano [31, 32]. La reaccion entre el quitosano y el TPP esta descrita en la bibliografia
y es dependiente del pH [33, 34].
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Cuando el TPP se disuelve en agua (pH 9), se disocia en iones tripolifosféricos y en
OH-, que coexisten en la disolucion. Cuando el quitosano entra en contacto con dicha
disolucion de TPP, al ser la disolucion de quitosano acida, los iones de P,O,, °y HP.O,"
compiten con los OH por reaccionar con los grupos NH," del quitosano por
entrecruzamiento idnico, en el caso de los iones tripolifosforicos, o por desprotonacion, en
el caso de los OH'. Por consiguiente, habrd grupos amino neutralizados por los grupos
hidroxilo y grupos amino entrecruzados iGnicamente, como se observa en la Figura 2 a).
Sin embargo, como puede verse en la Figura 2 b), si el pH del TPP es ajustado a un pH
acido, solo existiran iones tripolifosféricos. En este caso, el complejo quitosano-TPP se
forma exclusivamente por entrecruzamiento idnico entre los grupos NH;" y los aniones de
TPP.
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Figura 2: Esquema de la reaccion entre el quitosano en disolucién acida y los iones de TPP: a)
neutralizacion de los grupos amino y b) entrecruzamiento iénico [33].

2 Objetivo principal

El objetivo de este trabajo es fabricar biomembranas de quitosano con post-
tratamientos de TPP, para estudiar su viabilidad como barrera de liberacion de tres
fertilizantes: NH4;NOs, KNO3 y CaCl,.

Se ha estudiado como se libera cada uno de estos fertilizantes cuando estan aislados
para biomembranas con post-tratamientos de TPP a dos pH (4 y 9) y las interacciones
entre los fertilizantes cuando estan los tres fertilizantes.
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3 Experimental

3.1 Materiales

Para la fabricacion de las biomembranas, se ha utilizado quitosano comercial de alta
viscosidad de la casa Sigma-Aldrich procedente del caparazon del cangrejo (se denotara
como CA), acido acético (C,H40,) con una pureza de 99,8% de la marca Sigma-Aldrich y
agua destilada.

Las biomembranas se han sometido a post-tratamientos con sodio trifosfato
pentabasico (TPP) de la casa Sigma-Aldrich. En algunas de las disoluciones de post-
tratamiento se ajusto el pH de la disolucion con HCI de la casa Sigma-Aldrich.

Los experimentos de transporte se realizaron con las sales que hacen de fertilizantes
una vez disueltas en agua destilada: nitrato de amonio (NH;NOs3), nitrato de potasio
(KNO3) y cloruro de calcio (CaCl,) de Panreac.

3.2 Fabricacion de las biomembranas

Las biomembranas se fabricaron a partir de una disolucién de 1% w/w de quitosano
en una disolucion al 2% w/w de acido acético en agua destilada. El protocolo que se
sigui6 para la fabricacién de las membranas fue el siguiente:

Para homogeneizar las disoluciones de quitosano con acido acético se agitaron,
debidamente tapada para minimizar la evaporacion del acido acético, durante 6 horas en
un rotor de la marca Heidolph modelo 2021 a una velocidad de 400 rpm. A continuacién,
se introdujeron en un bafio de ultrasonidos (marca FisherBrand modelo FB15050)
durante 1 hora para eliminar todas las burbujas de aire formadas.

Para fabricar las biomembranas, se vertieron las disoluciones biopoliméricas sobre
unas placas de vidrio con moldes circulares de 10 cm de didmetro. Se dejaron secar
(evaporacion del disolvente) debidamente tapadas a temperatura ambiente. Las
biomembranas se sometieron a un post-tratamiento al 3% w/w de TPP a dos valores de
pH diferentes (4 y 9) y durante dos tiempos de post-tratamiento (3 y 20 h)

La notacidon de las biomembranas sera CA por el tipo de quitosano, seguido del
tiempo de post-tratamiento (3 o 20h), la concentracién de la disoluciéon de TPP (3TPP) y
por ultimo el pH de la disolucién de TPP (4 0 9).

4 Técnicas experimentales

4.1 Espesor de las biomembranas

Para la fabricacion de biomembranas planas, la cantidad de disolucién biopolimérica
depositada en cada molde es diferente dependiendo del grosor de membrana que se
quiera obtener. Dado que se buscan espesores entre 30 y 40 ym, se ha realizado un
calibrado previo a partir de la fabricacién de biomembranas de diferentes espesores para
saber la masa de la disolucion necesaria para obtener esos espesores. Se han tomado
medidas de los espesores sin post-tratamiento y con los diferentes post-tratamientos
realizados en este trabajo.
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Los espesores de las biomembranas se midieron con un micrémetro digital de la casa
ISOCONTROL. Se han tomado al menos 40 medidas a lo largo de diferentes didmetros,
determinandose los espesores a partir de los valores medios medidos con un error
correspondiente a sus desviaciones tipicas (o).

4.2 Grado de hinchamiento o “swelling”

Este término hace referencia al porcentaje de liquido que es capaz de absorber una
biomembrana. Estas medidas se realizaron con trozos de biomembranas con espesores
alrededor de 35 ym, que son las que se utilizaron en los experimentos de difusion. El
grado de hinchamiento o swelling (%DS) viene definido como [35]:

ops = s~ Wa (1)

Wa

Donde W;s es la masa del trozo de biomembrana mojado, y Wy es la masa del trozo de
biomembrana seco antes de sumergirla en el liquido.

Los trozos se pesaron en una balanza de precision de la casa Sartorius, que tiene una
precision de + 0.0001 g. Una vez pesado el trozo en seco (W), se introduce en el liquido
durante un cierto intervalo de tiempo, se saca, se le quita con papel de filtro el exceso de
liquido superficial y finalmente se pesa. Esta operacién se repite varias veces a lo largo
del tiempo hasta que se alcanza un valor estable o comienza a haber pérdidas de masa.

4.3 Medidas de transporte

La cinética de liberacion de fertilizantes se realiza habitualmente en agua [28, 36], ya
gque no existe un método normalizado para determinar el paso de nutrientes a la
disolucién suelo, por lo que no se han tenido en cuenta las condiciones de campo como
lo son el tipo de suelo, textura, contenido de materia organica, acidez y humedad. Si se
ha tenido en cuenta el pH de la disolucién suelo y como ha variado en funcién de la
liberacion de los fertilizantes.

El dispositivo experimental utilizado ha sido una célula de difusion como la que se
muestra en la Figura 3. La biomembrana se coloca entre dos depdésitos, cada uno con
una capacidad de 150 mL. Uno de ellos se llena de agua destilada y el otro con la
disolucion de fertilizantes que se quiere liberar. Para homogeneizar los liquidos se utilizan
agitadores magnéticos. Los depdésitos tienen dos orificios en la parte superior, uno para
su llenado y poder introducir la sonda de medida y el otro para la medida del pH. Todos
los ensayos se realizaron a temperatura ambiente.
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Biomembrana
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Figura 3: Esquema de la célula utilizada para realizar las medidas de transporte de
fertilizantes.

Los tipos de fertilizantes y las concentraciones utilizadas fueron:

- 1 mM de NH4NO;
- 1.1mM de KNO;
- 9 mM de CaCl,
- Mezcla de los tres anteriores en las mismas concentraciones. Estos
experimentos de transporte se denotaran como MEZ seguido del elemento.
Las medidas se realizaron con una sonda imaCimus de NT Sensors que permite
medir los iones de NH,*, NOg, K*, Ca**, Cl'y el pH de la disolucién de forma simultanea.

Se realizaron medidas de todos los iones y del pH en funcién del tiempo en el lado del
alimento (fertilizante) como en el lado del permeado (agua destilada). Debido a la
diferencia de concentraciones, se origina un flujo constante de soluto desde el depdsito
con la concentracion de fertilizantes (alimento) hacia el depésito que contiene agua
destilada (permeado), que es directamente proporcional al gradiente de concentracion,
siendo D, el coeficiente de difusion:

dc

Jx=— a (2)

5 Resultados experimentales

5.1 Espesor de las biomembranas

Se han medido los espesores de diferentes biomembranas fabricadas sin y con post-
tratamiento de TPP a dos diferentes valores de pH y para dos tiempos de post-
tratamiento. Los resultados se muestran en la Figura 4. En todas las biomembranas se
aprecia una dependencia lineal del espesor en funcién de la masa de la disolucion
biopolimérica depositada en los moldes.
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Figura 4: Dependencia del espesor de las biomembranas sin y con diferentes post-
tratamientos con TPP a diferentes valores de pH en funcién de la disolucién de quitosano. Los
simbolos vacios corresponden a pH 4 y los simbolos llenos a pH 9.

Los post-tratamientos de TPP aumentan el espesor de las biomembranas
independientemente del tiempo que estuvieron inmersas. En los post-tratamientos de
TPP a pH 9, tanto las biomembranas sumergidas durante 3 h como las de 20 h,
aumentan su espesor un 16%. Las biomembranas sometidas a post-tratamiento a pH 4,
aumentaron mucho mas su espesor, un 48%. Esto se atribuye a que como la disolucion
polimérica (quitosano+ &cido acético/agua) que es ligeramente &cida, y un post-
tratamiento con TPP a pH 4 favorece el entrecruzamiento iénico, formando uniones entre
las cadenas polisacaridas y, por tanto, una estructura que hace que aumente el espesor.
Sin embargo, cuando se realiza el post-tratamiento a TPP 9 hay grupos amino
neutralizados que no contribuyen a la union de las cadenas polisacaridas (Figura 2). Por
lotanto, el espesor no aumenta tanto.

Velickova et al [37] fabric6 peliculas de quitosano con glicerol y Tween80 en la
disolucién, y un post-tratamiento en TPP a pH 9 de 5 min, obteniendo peliculas més
delgadas que las de quitosano solo. Al contrario, las biomembranas obtenidas en este
trabajo muestran que los espesores aumentan considerablemente con los post-
tratamientos de TPP, para tiempos de post-tratamientos largos y sin incluir ningin aditivo
en la disolucién de quitosano.

5.2 Grado de hinchamiento o “swelling”
Se realizaron ensayos para evaluar el grado de hinchamiento de las biomembranas
sometidas a los diferentes post-tratamientos. Los resultados se muestran en la Figura 5.
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Figura 5: Grado de hinchamiento de las biomembranas sometidas a los post-tratamientos de
TPP a pH 4y pH 9 durante 3 hy 20 h. Los simbolos vacios corresponden a pH 4y los
simbolos llenos a pH 9.

No se muestran las medidas de swelling de la biomembrana CA, ya que los valores
obtenidos fueron de 500% en la primera media hora y 380 % a 1 h y la biomembrana
comenzaba a deshacerse. Esto es debido a que las cadenas polisacaridas no estan
interconectadas entre ellas (reticulacién) y, por lo tanto, el agua puede introducirse
facilmente.

Las biomembranas con post-tratamientos de TPP presentan valores de swelling
menores que las biomembranas sin reticulacién, siendo estos valores estables durante, al
menos, las 24 h de medida. Ademas, se observa que el swelling es el mismo para los dos
tiempos de post-tratamiento elegidos, lo que demuestra que en las 3 h de post-
tratamiento ya se ha alcanzado la reticulacion maxima en la biomembrana fabricada con

el espesor antes del post-tratamiento de 35 um..

Los resultados obtenidos estan de acuerdo con la bibliografia. Aranaz et al [38],
Velickova et al [37] y Gierszewska et al [39] obtuvieron valores de swelling menores en
las biomembranas reticuladas que en las que no lo estan. Ademas, Aranaz et al [38]
comenta que para diferentes concentraciones de TPP (entre 1 y 5%) en distintos tiempos
de post-tratamiento (entre 1 y 4 h), el swelling de las biomembranas que fabrican fue el
mismo, lo que demuestra que, en nuestro estudio, las 3 h elegidas de post-tratamiento es
tiempo suficiente para que la biomembrana se reticule.

En la Figura 5 se observa, que el swelling es mayor en las biomembranas con post-
tratamiento de TPP a pH 9. Este reultado se debe a que, la biomembrana fabricada
procede de una disolucién de quitosano acida, por lo que presenta mayor afinidad por la
disolucion de TPP a pH 4, lo que facilita la penetracion de los iones tripolifosféricos en el
interior de la biomembrana produciendo solo entrecruzamiento i6nico y dificultando que el
agua penetre en la biomembrana. Cuando se realiza un post-tratamiento con TPP a pH
bésico, los grupos amino neutralizados por los iones OH™ no forman puentes i6nicos con
los iones tripolifosforicos, por lo que el porcentaje de unién entre las cadenas
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polisacéridas es menor. Esto favorece que el agua puede introducirse entre las cadenas
de quitosano [33]. Estos resultados verifican lo publicado por Gierszewska et al [39], que
obtiene valores de absorcion de agua menores a pH acido que bésico.

5.3 Medidas de transporte de fertilizantes a través de biomembranas de quitosano

Se ha medido la liberaciéon de los fertilizantes por separado para las biomembranas
sometidas a post-tratamientos de TPP a pH 4 y pH 9 para estudiar y conocer con cudl de
los dos post-tratamientos es mas lenta la liberacion.

Ademas, se han medido los tres fertilizantes mezclados utilizando biomembranas con
post-tratamientos de TPP a pH 4 a los dos tiempos de post-tratamiento, para saber cual
de los dos tiempos era mas adecuado para la libarecién de iones.

5.3.1 Transporte en funcion del pH del post-tratamiento de la biomembrana

A continuacién, se comparan los resultados de las medidas de transporte de las
biomembranas con post-tratamientos de 3 h en TPP a pH 4 y a pH 9 para los fertilizantes
NH4NO; y CaCl,. Como puede observarse en la Figura 6 y en la Figura 7, no se aprecia
una diferencia significativa en la liberacion de los iones NH,", NOg’, ca? y CI" en funcién
del pH del post-tratamiento de la biomembrana. Sin embargo, si se observan
comportamientos diferentes dependiendo del tipo de ién.

En la Figura 6 se muestra el transporte de iones NH," y NO; a través de la
biomembrana de quitosano con post-tratamientos a pH 4 y a pH 9. Las curvas de
variacién de la concentracion de cada i6n en el lado del alimento y en el lado del
permeado no son simétricas, lo que indica que los iones son fijados rapidamente a la
superficie de la biomembrana, difundiéndose después mas lentamente a través de ella.

Esta adsorcion es mucho mas acusada en el caso del i6n NH," observandose una
disminucién del 72% en la concentraciéon de NH," del alimento en las primeras 5 h,
mientras que en el del permeado solo aument6 un 5%. A partir de las 24 horas se aprecia
una liberacién mas significativa en el lado del permeado, cuando en el lado del alimento
se ha llegado la concentracion estacionaria.

Para los iones de NOg', la liberacion en el lado del permeado empieza desde el primer
momento y tiene un comportamiento lineal durante las 50 h de experimento, si bien se
observa también adsorcién de los iones en las primeras medidas. Los iones NOjs
alcanzan la concentracion de equilibrio (AC=Cajimento-Cpermeado = 0) antes que para los iones
NH," debido a que la biomembrana es mas afin a los iones NH," y, por tanto, su
coeficiente de difusion es menor.

www.conama2016.org | 11



CON n M n 201 6 DEL 26 DE NOVIEMBRE AL 1 DE DICIEMBRE. MADRID

1.25 4 1.25

. NO,
NH, —o—CA 3h 3TPP4 —o— CA 3h 3TPP4
1.00 4 —=—CA3h3TPP4 —o—CA3h3TPP4 1.00 A —m—CA3h 3TPP9 —e— CA 3h 3TPP9

—=#—CA3h 3TPP9 —e— CA 3h 3TPP9

0.75 - 0.75 4 ##ﬁ:%% %
200y
g Lo T N
E £ 050
050 S E&%é
0.25 %ﬂ/
0.25
o
0004
0.00
T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 10 20 30 40 50

tm t (h)

Figura 6: Representacion de la liberacion y adsorcion de iones de NH," y NO3™ en funcién del

post-tratamiento de la biomembrana de quitosano utilizando NH;NO3; como fertilizante. En rojo

se representan las medidas en el lado del alimento y en negro las del lado del permeado. Los
simbolos vacios corresponden a pH 4 y los simbolos llenos a pH9.

Las medidas de transporte de CaCl, se muestran en la Figura 7. Se observa que
después de 76 h las concentraciones de Ca** y CI' no alcanzan la concentracion de
equilibrio. Por tanto, la liberacién de estos iones a través de la biomembrana es muy
lenta.
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Figura 7: Representacion de la liberacién y adsorcion de iones de Ca“* y CI' en funcién del post-
tratamiento de la biomembrana de quitosano utilizando CaCl, como fertilizante. En rojo se
representan las medidas en el lado del alimento y en negro las del lado del permeado. Los

simbolos vacios corresponden a pH 4 y los simbolos llenos a pH9.

Para los iones de Ca* se observa una adsorcién en el lado del alimento
aproximadamente un 40%, apreciandose una pequefia diferencia con el pH del TPP. El
paso de iones a través de la biomembrana, es decir, el coeficiente de difusion, es bajo.
Sin embargo, es ligeramente mayor en CA 3h TPP.9.

La concentracion de iones CI" en el lado del alimento disminuye muy rapidamente,
incluso muy por debajo de la concentracion de equilibrio estacionario a 9mM. En las
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primeras 24 h del experimento, la concentracién de iones CI” disminuye de 18 mM a 3
mM; sin embargo, en el lado del permeado apenas aumenta hasta 0.1 mM. La sonda de
medida permite medir la cantidad de iones Na* que se encuentran en la disolucion,
observandose que a medida que el tiempo del experimento avanza, la cantidad de iones
Na" que se encuentran en la disoluciéon en ambos depdsitos aumenta, siendo mayor en el
lado del alimento. Esto lleva al razonamiento de que gran parte de los iones CI
reaccionan con los Na* procedentes del TPP y formen sal NaCl, lo que justifica que el CI
no se difunda a través de la biomembrana.

Mi et al [33] observaron que el pH del TPP afecta a la liberacion, ya que a pH mas
bajo el grado de entrecruzamiento ibnico entre el TPP y el quitosano es mayor, lo que
hace mas lenta la liberacion de diferentes medicamentos. En relacion a la liberacion de
los fertilizantes en funcién del pH del post-tratamiento, no se verifica lo propuesto en ese
articulo, ya que se observa que las concentraciones de iones liberadas no dependen del
pH de la biomembrana, son del mismo orden de magnitud. Se puede concluir, que los
perfiles de liberacién y adsorcion de los iones NH,*, NO3, ca* y CI" en la biomembrana
no dependen del pH de post-tratamiento.

5.3.2 Transporte en funcion de la composicion del fertilizante

Se ha realizado una comparacion de los resultados de liberacion de los fertilizantes
cuando se miden por separado, y mezclados los tres, para conocer si las diferentes
interacciones entre los iones que forman parte de los fertilizantes elegidos afectan a la
liberacion. La concentracion elegida de cada uno es 1 mM de NH4NO3, 1.1 mM de KNO;
y 9 mM de CaCl,. Los experimentos se hacen en una duracion de 70 h para buscar
diferencias entre los iones por separado y juntos. Los resultados se muestran en la Figura
8.

En los resultados obtenidos de la mezcla respecto al NH;NOs;, se observa un
comportamiento ligeramente diferente para los iones de NH,". El equilibrio entre ambos
depdsitos se alcanza, tanto para la mezcla de fertilizantes como para las medidas de
NH4NOs, a las 50 h, pero los perfiles de liberacion son diferentes, ya que en la mezcla de
fertilizantes la liberacion inicialmente es mas rapida que la liberacion de los iones NH,"
procedentes del NH;NO;. También se observan unos perfiles de concentracion mas
simétricos entre el lado del alimento y del permeado cuando se utiliza mezcla de
fertilizantes. Esto puede ser debido a que la presencia de otros iones positivos (Ca®* y
K",) haga disminuir la interaccién entre los iones NH," y la superficie de la biomembrana,
disminuyendo, por tanto, la adsorcion.

La liberacion de los iones NOj3, tanto en la mezcla como medido por separado
relativos a NH,;NO3; y KNO3 siguen la misma tendencia. Cuando se hacen medidas en la
mezcla de fertilizantes, el perfil es el mismo que cuando se miden por separado,
produciéndose el equilibrio en los tres casos a las 50 h. No se observan cambios
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significativos debido a la presencia de iones CI', posiblemente se atribuye a su reaccion
con los iones de NaCl, que hacen que el cloro se neutralize.
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Figura 8: Representacion de la liberacion de los diferentes iones, cuando los tres fertilizantes estan
mezclados en la disolucién y cuando se miden por separado. En rojo se representan las medidas

en el lado del alimento y en negro las del lado del permeado. Los simbolos vacios corresponden a
la mezcla de fertilizantes y los simbolos llenos a las medidas por separado.

La mezcla de fertilizantes hace que el comportamiento de los iones de K* sea igual
gue cuando no se encuentran en mezcla, siendo el tiempo en el que alcanza el equilibrio
50 h en los dos casos, aunque en la mezcla de fertilizantes la liberacion es mas lenta.
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El comportamiento de los iones de Ca®* es el mismo encontrandose en mezcla que
por separado, aunque la adsorcion es ligeramente mayor cuando Ca®* se encuentra en la
mezcla. Los iones de K" y Ca? cuando estan en la mezcla presentan perfiles de
concentracion menos simétricos respecto a la concentracion de equilibrio que cuando
estan los fertilizantes por separado (Figura 8). Los iones de K" y Ca®" podrian estar
interaccionando con la biomembrana de forma competitiva al NH," y, por tanto, reducir
ligeramente su adsorcion.

Respecto a los iones CI" sucede lo mismo que con los iones NOj3, no observandose
una variacién significativa entre la mezcla de fertilizantes y las medidas por separado.
Estos resultados parecen indicar una interaccion tipo ionica de los fertilizantes con la
biomembrana cargada anidénicamente. Esto justificaria que para los cationes (NH," y
Ca?") se aprecien las diferencias en la liberacién cuando se utiliza la mezcla de
fertilizantes respecto a cada fertilizante por separado.

5.3.3 Transporte en funcién del post-tratamiento

En la Figura 9 se muestran los resultados de los experimentos de transporte utilizando
la mezcla de fertilizantes para las biomembranas de quitosano con post-tratamiento de
TPP a pH 4 durante 3 horas y 20 horas.

Se observa que la liberacién y la adsorcion de los iones por parte de la biomembrana
es la misma para las biomembranas de CA 3h 3TPP4 y CA 20h 3TPP4. Esto demuestra
que las 3 h de post-tratamiento son suficientes para reticulizar la biomembrana. Este
resultado esta de acuerdo con los resultados mostrados de las medidas de swelling.

Los resultados de la biomembrana con post-tratamiento de 20 h, corrobora la
disminucién significativa de la adsorcion de los iones NH,” en la superficie de la
biomembrana cuando se utiliza la mezcla de fertilizantes. De igual forma, sucede con los
iones Ca”, ya que los resultados obtenidos tanto de adsorcién como de liberacién son los
mismos.
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Figura 9: Representacion de la liberacion y adsorcion de los diferentes iones, cuando los tres
fertilizantes estan mezclados en la disolucién, en funcién del tiempo de post-tratamiento de la
biomembrana de quitosano. En rojo se representan las medidas en el lado del alimento y en negro
las del lado del permeado. Los simbolos vacios corresponden a 3 h de post-tratamiento y los
simbolos llenos a 20 h de post-tratamiento.

Respecto al resto de los iones, NOs*, K" y CI', se verifican los comportamientos de
adsorcion y liberacion ya estudiados, no observandose diferencias.
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6 Conclusiones

En el presente estudio, se han fabricado biomembranas de quitosano que se han
sometido a post-tratamientos de TPP variando su pH para estudiar su viabilidad como
barrera de liberacion de fertilizantes.

Se ha observado que cuando el post-tratamiento se hace a pH &cido, los espesores
de las biomembranas son un 48% mayores que en las biomembranas sin post-
tratamiento. Sin embargo, cuando el post-tratamiento se hace a pH 9, los espesores
aumentan solo un 10%. Las medidas de swelling muestran que, la reticulacion de la
biomembrana reduce el hinchamiento, siendo éste menor cuando el post-tratamiento se
realiza a pH acido. Tanto las variaciones del espesor como los resultados del swelling
estan relacionadas con el pH de la disolucion de post-tratamiento. El quitosano, a ser un
biopolimero catidnico, tiene afinidad por las disoluciones &cidas, lo que facilita al TPP
penetrar en el interior de la biomembrana, haciendo que su espesor sea mayor y que el
swelling se reduzca en relacion a los post-tratamientos a pH basico.

Se han realizado medidas de la concentracion de los diferentes electrolitos en funcion
del tiempo, para los diferentes fertilizantes por separado y mezclados. Se ha observado
que no hay diferencias significativas cuando se miden las concentraciones por separado
y con el fertilizante en mezcla, y que el pH de la disoluciéon de post-tratamiento tampoco
afecta a la liberacion. Por tanto, estos iones disueltos en agua, a estas concentraciones,
no interaccionan significativamente entre ellos.

Los tiempos en los que se alcanza el equilibrio de cada i6n es diferente. Mientras que
los iones Ca* tienden a quedarse dentro de la biomembrana, los iones de CI reaccionan
con los iones Na* del TPP y no se produce liberacién. Por otro lado, los iones NH,", K*
NOs alcanzan la concentracion de equilibrio entorno a las 50 h.

Se ha observado que los iones de NH,", tanto en mezcla como en NH,NO3, tienden a
ser adsorbidos por la biomembrana en las primeras horas del experimento. En cambio, su
liberacion depende de si el fertilizante estd mezclado o no, ya que cuando se libera sélo
NH4NO; la liberacién es mas lenta que cuando se encuentra en mezcla. Lo mismo
sucede con los iones K*, cuando se encuentran en mezcla su liberacion es mas lenta. En
cambio, los iones de Ca®* cuando se encuentran en mezcla siguen teniendo el mismo
comportamiento, siendo la adsorcion ligeramente mayor. Se piensa que cuando los iones
de K"y Ca® estan en mezcla compiten con los iones NH,* por atravesar la biomembrana
y por ese motivo su adsorcién es menor. En cambio, el comportamiento de los iones NO3’
es el mismo, independientemente de la composicién del fertilizante. Lo mismo sucede
con los iones CI, que independientemente del fertilizante a liberar, en mezcla o por
separado, los iones CI' no son liberados por la biomembrana, pero se observa una
disminucion drastica de su concentracion en el permeado.
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