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RESUMEN

Este trabajo es realizado debido a que surge el problema del incorrecto uso de hormonas
vegetales, que si bien es cierto son parte fundamental del crecimiento de las plantas en el
sector de la agricultura, muchas veces son empleadas sin algtn criterio de concentracién
adecuada o sin tomar en cuenta factores como su fotosensibilidad que genera degradacion
por accién de la luz o la toxicidad para seres vivos que terminan ingiriendo los excesos
de hormona que se mantienen disueltos y son transportadas por el agua de cultivo hacia

un destino final como son mares, rios o lagos, generando contaminaciéon ambiental.

Frente a ello, se busca dar una solucién desde la investigacion cientifica, haciendo un
proceso quimico de encapsulamiento de dichas hormonas en una matriz biopolimérica
natural, tal es el caso del alginato. Con la finalidad de que la matriz las proteja de la

exposicion a la luz y del contacto de éstas con el medio.

Para cumplir con las expectativas mencionadas, se empezd estudiando la naturaleza de
este biopolimero, para lo cual se le realiz6 la caracterizacién por Espectroscopia FTIR y
Viscosimetria, mientras que en el caso de particulas de alginato, se caracterizaron por las

técnicas de Microscopia Electrénica de Barrido (SEM) y Anadlisis Termogravimétrico

(TGA).

En paralelo se ejecutd la caracterizacion de la hormona acido 1,3-indol acético (AIA)
mediante Espectrometria UV, en la cual se encontré que la longitud de onda de maxima

absorbancia de la auxina (tipo de hormona) es a 280 nm.

Ademas se le realizd ensayos de estabilidad a diferentes tiempos 24, 48 y 72 horas y
posterior a ello se obtuvo una curva de calibracion (de la hormona vegetal), para poder
cuantificar mas adelante la cantidad de hormona &4cido 1,3-indol acético cargada y

liberada de las matrices con alginato.

De otro lado, el disefio factorial 23, que tuvo como pardmetros de evaluacién a la
concentracion de alginato (% Alginato), concentracién de hormona (% Hormona) y
concentracion de CaCl, (% CaCl), fue de mucha utilidad, ya que brind6 informacion de
que matrices especificas se deberian emplear como sistemas de liberaciéon de mejor
performance, las cuales fueron M3 (3% Alginato, 2% CaClz y 0.1% Hormona) y M7 (3%
Alginato, 2% CaCl; y 0.05% Hormona).



. Asimismo, previamente a la seleccion de las matrices M3 y M7, una inferencia obtenida
en base a las graficas logradas en el disefio experimental, es que a menor concentracién
de alginato y mayor concentracidon de hormona, existe mayor velocidad de liberacion de
la hormona. De igual manera, se obtiene una velocidad media de liberacién de 0,09

mg/hora.

Luego de esto, se caracterizan dichas matrices escogidas a través de Espectroscopia FTIR,

SEM y TGA.

Se debe mencionar tambié€n que los ensayos de liberacion controlada, fueron evaluados
por parametros fiscoquimicos de temperatura, agitacién, forma de preparacién y
liberacion en medio acuoso. Cuyos efectos mostraron la cantidad de hormona (en gramos)
que abandona la matriz polimérica, en un determinado tiempo (minutos), dato
caracteristico de una determinada matriz y que puede ser adecuada para uno o varios tipos

de planta.

Otro factor de suma importancia es el modelo cinético para la liberacion, donde las
matrices de alginato se correlacionaron con el modelo matematico de Korsmeyer-Peppas,
que indica que se produce la liberacidon por difusidn a través de la particula hidratada

hacia la parte exterior.

Finalmente se debe tener en cuenta que la hormona usada en este trabajo es el acido 1,3-
indol acético. Esta pertenece a la familia de las auxinas y ha sido seleccionada en esta
investigacidn, ya que tiene una notable predominancia en la rizogénesis (desarrollo de las
raices); ademads otras de sus funciones principales son dirigir el movimiento de los

fotosintatos (alimentos y azlcares) hacia toda la planta e influenciar en el crecimiento de

las plantas.
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INTRODUCCION

En los ultimos afios se ha puesto de manifiesto el alto indice de demanda global de
produccién agricola, debido a la incrementacién poblacional consumidora mundial. Ello
ha hecho que muchas investigaciones se centren en mejorar sostenidamente la
productividad de los cultivos, asi como la calidad de los alimentos. Por tanto, para lograr
con estos cometidos, es de suma importancia la aplicaciéon de hormonas vegetales o
reguladoras de crecimiento en las plantas bajo pardmetros especificos de concentraciéon y

de manera progresiva [!].

Asimismo, otro aspecto relevante a tener en cuenta, es que las propiedades fisioldgicas
de las plantas se encuentran reguladas por diversas interacciones y reacciones quimicas,
teniendo en estos eventos como principales agentes participativas, a las hormonas
vegetales; que especialmente actian en situaciones donde el clima o el abonado del suelo
no favorecen el desarrollo de los cultivos. Estas se pueden encontrar en cinco primordiales
grupos: citoquininas, giberelinas, acido abscisico, etileno y auxinas (el acido 1,3-indol

acético, es analizado en esta Tesis). 2]

Siendo las auxinas, las que estimulan directamente en el crecimiento de las plantas y
ademads presentan un rol importante en la modulaciéon de la construccion del sistema

radicular. 4]

Para lograr activar el principio fundamental de cada hormona en el sitio exacto de la
planta, se necesitan de matrices que presenten ciertos requisitos tales como ser
biocompatibleé, biodegradables, no ser nocivos y por supuesto ser capaces de realizar
sistemas de liberacion controlada (controlando la velocidad y tiempo de entrega de la
hormona vegetal). Todas estas condiciones las cumplen los biopolimeros y uno de ellos

es el alginato. )

De esta manera, es conveniente realizar una breve descripcion de este particular
polisacérido, que se le conoce también como copolimero aniénico lineal. Se encuentra
basicamente en algas marinas y adicionalmente en su estructura presenta dos tipos de
residuos.de acido hexurdnico que son el bloque 3-D-manurénico (Bloque M) y.el bloque

a-L-gulurénico (Bloque G). (¢!



I. OBJETIVOS

Prosiguiendo con el alto nivel de exigencia que se desarrolla en el Laboratorio de
Biopolimeros y Metalofarmacos (LIBIPMET), concerniente al campo de sistemas de
liberacion controlada de hormonas vegetales (para este trabajo son las auxinas), teniendo
como matriz principal al polisacarido alginato, en esta Tesis se logra profundizar aiin mas
el conocimiento acerca de este biopolimero natural y entender sus extraordinarias

funciones en el area agroindustrial.

I.1 OBJETIVOS GENERALES

» Preparar particulas de alginato cargadas con la hormona vegetal acido 1,3-indol

acético, para realizar ensayos de liberacion controlada de esta hormona en medio

acuoso.
1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Caracterizacion estructural y fisicoquimica de alginato.

» Preparar las particulas de alginato cargadas con la hormona 4cido 1,3-indol acético
(AIA)

> Realizar un disefio factorial 23 para el estudio y andlisis de la influencia de la
concentracion de CaClz, concentracion de la hormona y concentracidon de alginato,
en la velocidad de liberacién y cantidad liberada de la hormona 4acido 1,3-indol
acético, en medio acuoso.

» Preparar y caracterizar las matrices de alginato cargadas con la hormona acido 1,3-
indol acético (AIA), que presentan mejores capacidades de liberacion controlada,
conforme al Disefio Factorial 2* y las matrices de alginato sin cargado de hormona,
a nivel estructural, térmica y morfoldgica.

» Identificar el mecanismo cinético de liberacion de la hormona AIA a partir de
particulas de alginato, en medio acuoso.

»> Usarel progfama Spartan 14 para s-imular las interaccioneé entre las moléculas del

biopolimero entrecruzado con iones Ca?* y las moléculas de la hormona 4cido 1,3-
indol acético (AIA).



II. MARCO TEORICO

I1.1 ALGINATO

Es un polisacdrido natural aniénico [7), que se produce generalmente en algas pardas
(Phaeophyceae) o en las paredes bacterianas #], como 4cido alginico. Este dltimo fue
descubierto, extraido y patentado por Standford °). Asimismo, su extraccion es con una
solucion alcalina diluida, luego se aisla al procesarlo con acidos minerales y se obtiene la

sal sédica del alginato; que es la mas utilizada en la actualidad. %

Por otro lado, este biopolimero es muy hidrofilico, ya que posee una gran proporcion de

radicales hidroxilos (OH) en su matriz. ['!]

Ademas su estructura es descrita como un copolimero binario lineal, que contiene
fracciones de acido B-D-manurdnico (M) y 4dcido a-L-gulurénico (G), unidos por enlaces
glicosidos 1-4 12139 vy dispuestos en la cadena polimérica en bloques homogéneos
contiguos (MMM o GGG), de forma intercalada (MGMG) 13! o0 también por bloques
separados aleatoriamente (Bloque M - Bloque G — Bloque MG) ['®!7], tal como se muestra

en la Figura IL.1.

f-o-mannuronate (M) a-.-guluronate (G)

ooc: .&.d id
on oaC o
M G

G G M

MMMMGMGGGGGMGMGGGGGGGGMM GM GM GGM

M-biock G-block

Figura II. 1. Caracteristicas estructurales del alginato 0]

a) Monoémeros: Disposicién 4C; de dcido B-D manurdnico (M)
y écido a-L gulurénico (G)

b) Cadena con bloques Gy M

¢) Fracciones o bloques M, G y MG
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Figura II. 2. Fracciones o bloques M, G y MG con esquema desdoblado L

Es importante mencionar, que la viscosidad de una solucidn de alginato es equitativo a su
peso molecular. A su vez, comercialmente este biopolimero varia su peso molecular en

el rango de 32000 a 400000 g/mol, debido a los diversos tipos de algas que existen. ['°]

Se conoce también, que las propiedades fisicas y mecanicas del polisacarido en mencion,
dependen fuertemente de la secuencias de sus bloques G y M. En caso, contenga mas
acido gulurdnico, presentard una mayor solubilidad en agua, que el otro que contenga
mayor proporcion en acido manurdnico. Luego de solubilizarse, formard una solucién
coloidal viscosa. Un dato adicional que se rescata, es la casi insolubilidad del alginato en
soluciones superiores al 30% hidroalcohdlicas, solventes organicos y soluciones acidas

de pH menor a 3. [10-18]

Por otra parte, ademas de encontrar el valor critico del pH del disolvente para su
disolucidn, el alginato también presenta otros dos parametros a tener muy en cuenta. El
primero es la fuerza i6nica del medio, que consiste en alterar ciertas propiedades como la
extension de la cadena, la viscosidad, la conformacion del polimero; por tanto la
solubilidad de la solucidn esta sujeta a la variacion de este pardmetro. Y el segundo es la
presencia de iones (cationes divalentes) gelificantes en el medio, tales como Ca®*, Ba*'y
Sr**, que forman los hidrogeles de alginato. En consecuencia con este factor; si se

necesitara disolver el biopolimero, se debe tener una solucion libre de iones de

reticulacion. %]




De igual manera es conocido, que mientras se encuentre mayor predominio de. grupos
gulurdnicos (G) en estos biopolimeros, creardn geles mas resistentes en presencia de
cationes divalentes reconocidos; ya que existen interacciones firmes de estos bloques con
dichos iones 9. Pasa todo lo inverso, cuando hay interaccion de los bloques MG con

estos cationes (forman uniones débiles). (2!}

Para poder evidenciar la formacion de geles de alginato, depende basicamente de dos
métodos de reticulacion, que se detallan en seguida y que en el siguiente item es
desarrollado con mayor alcance. El primer método es un “acople interno”, en el cual la
fuente de iones estd dentro de la solucion de alginato y requiere de manera indispensable
de dos parametros como su solubilidad o del pH, que necesitan ser difundidos
controladamente a lo largo de la solucidn, para asi activar la liberacion de los iones de
reticulacion. El segundo método y quizd el de mayor empleabilidad por su también
practicidad, consiste en la fluidez, desde un lugar externo, de los iones de reticulacién a

través de la solucion de alginato. (2%

Una caracteristica sobresaliente de los hidrogeles de este polielectrolito; es que se les
considera como potenciales sistemas de entrega de fArmacos. La liberacion del elemento
activo, se reduce en aquellos derivados de alginato con alto contenido de bloques G, ya
que presentan menor permeabilidad que aquellos con alto contenido de bloques M, lo que

impide su difusion. 23]

Otros usos con amplia gama de aplicacion de este polisacarido (en su forma de gel),
pueden ser hallados en la encapsulacion de hormonas en la agricultura, alimentos,
principios activos farmacéuticos, materiales biomédicos, entre otros. Ademas en la
industria, los geles de alginato pueden usarse como matriz para la liberacion de proteinas,

asi como para la encapsulacion de células vivas. 2425

Por ultimo el alginato de calcio también es muy util para entregar fairmacos de manera
controlada hacia el tracto intestinal; debido a que tiene la capacidad de contraerse a pH
acido e hincharse a pH neutro o basico. Aparte de ello, se le suma sus propiedades de

biodegradabilidad, biocompatibilidad y no toxicidad. (26)



I1.2 RETICULACION IONICA

Tal cual se ha mencionado con anterioridad, el alginato presenta la propiedad de afinidad
a iones, con precision hacia los cationes divalentes y trivalentes. Es esta razén, por la cual
primordialmente se lleva a cabo la formacidn de hidrogeles de dicho polisacarido (Figura
[1.3) con diversas propiedades de estabilidad y fisicoquimicas. A su vez, esta unidn

depende de la proporciéon M/G de los bloques del biopolimero. 27:281

También, el alginato tiene alta compatibilidad por los metales del segundo grupo de la
tabla periddica; pero que conforme baja en el periodo Ba>Sr>Ca>Mg, reduce su afinidad

por estos. (2%

Siguiendo esta explicacidn, el mecanismo para la conformacion de la estructura del gel
de alginato, implica la dimerizacién de dos de sus bloques G; que se adhieren formando
una especie de modelo de caja de huevos (“Egg-box model”, Figura I1.4), en presencia de
iones calcio (Ca**). Esta unidn se da especificamente, a través de los 4tomos de oxigeno
(de los grupos carboxilatos) de las unidades guluronato (G), con dichos iones metalicos

blandos. Cabe agregar, que cada cation de calcio se une a 4 bloques G. (30311

Es por ello que, se evidenciara una formacién de gel de mayor rigidez, si se tiene a este
polisacarido con un alto contenido de bloques G; de igual forma habrd una baja

predisposicién para las rupturas de los enlaces glucosidicos. 2%

‘_'

Figura II. 3. Preparacion de hidrogeles de Alginato =
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Figura IL 4. Reticulacion del alginato, modelo "Egg-box" EiL

Otras formas que se dan para la reticulacion del alginato son debido a:

*¢ Reticulacion celular
¢ Reticulacion covalente

\/

s¢ Foto-reticulacion

I1.3 HORMONAS VEGETALES

El término "hormona vegetal" fue empleado por primera vez en 1948 por Thimann,
refiriéndose a trazas de sustancias orgéanicas que habian sido sintetizadas en ciertas partes

de la planta y que podian ser transportadas hacia otras partes de esta, para cumplir con

alguna funcién fisiolégica especifica. 3%

Paralelamente a esta primera idea, se conoce en la actualidad que las hormonas vegetales
inciden en la regulacion de los multiples procesos fisioldgicos de las plantas, en
concentraciones minimas; cuyo rango de intervalo varia de 10 M a 10 M. A diferencia
de otras fuentes como nutrientes o vitaminas, que necesitan de mayores concentraciones

para lograr tener un impacto positivo en dichos procesos. 33!



Por su parte, las plantas han ido desarrollando sistemas finamente compenetrados y
estrictamente regulados, con el propdsito de adecuar su fisiologia y metabolismo en
respuesta a estimulos externos. Ademas de adaptarse a las condiciones ambientales (pH,

temperatura, etc) en donde se encuentran. 34l

De otro lado, los procesos funcionales influenciados por las también llamadas
fitohormonas 3, son primordialmente las respuestas frente al estrés bidtico y abidtico,
asi como el crecimiento y desarrollo de la planta %37) dentro de las cuales, intervienen
en la defoliacién, desarrollo de frutos, crecimiento del tallo, desarrollo de tejidos,
dormancia de semillas, germinacién de semillas, tropismos, induccién a la floracidn,

senescencia, division celular, quiescencia, entre otras. 383940

Desde un enfoque empresarial, para que los resultados globales sean econémicamente
viables, el empleo de las hormonas vegetales debe darse eficientemente (en relacién a su
intervalo de concentracién éptima para ciertos tipos de plantas y a otro aspecto como el
sistema por el cual van a ser liberadas de manera periddica y controlada). Sélo asi, las
compaiiias agricolas podran obtener grandes beneficios; tales como mejora en la variedad,
productividad y periodo de aprovisionamiento de multiples productos vegetales; como

consecuencia de ello, se conseguird un costo-beneficio favorable. 14!

Hoy en dia, las fitohormonas son divididas en cinco grandes grupos: auxinas, giberelinas,
citoquininas, etileno y 4cido abscisico. Cabe mencionar también que existen otros cuatro
grupos complementarios: jasmonatos, acido salicilico, brasinoesteroides y strigolactonas

(2], La descripcion de los grupos principales, se detalla en seguida.

Las auxinas, se caracterizan por ser sintetizadas en los meristemas apicales y en las hojas
Jovenes; asi como también de ser participes de casi todas las etapas del ciclo de vida de
la planta 4344 Fundamentalmente en sus procesos de crecimiento *°! (acelerando el
desarrollo radicular, llevado a cabo por el acido 1,3-indol acético, auxina natural mas
comin) (4647481 v regulacién de la divisién celular; que involucra directamente la

interrupcién de su expansion. (4]



Tambi€n son muy relevantes en los eventos que tienen lugar al desarrollo de la semilla,
la rizogénesis °%°!) o enraizamiento de esquejes de tallo (enraizamiento adventicio), la
hiperpolarizacion de la membrana, los cambios en la endocitosis %3341, |a formacién de

érganos, la dominancia apical, el gravitropismo y la diferenciacién vascular. (%)

Concerniente a los mecanismos de transporte de las auxinas, se identifican a dos de ellos.
El primero, un mecanismo no polar de mayor rapidez, en el floema, donde estaria
asociado con procesos de divisién del cambium y ramificacion de raices (33, En cambio
el segundo, se da por un mecanismo polar, mediado por proteinas transportadoras de

salida de auxina; las mas jerarquicas son las conocidas como PINFORMED. (53]

Adicionalmente, las auxinas cominmente son transportadas basipetalmente de los brotes

hacia la base de la planta y en forma acrépeta desde las raices. %

Algunos nombres principales de auxinas se ponen de manifiesto en las siguientes

imagenes:

OH

Figura IL 5. Acido 1-Naftaleno-1-acético
C12H 100, 7



OH

Figura IL 6. Acido Indolacético
C1oHsNO, B8

El siguiente grupo importante de hormonas vegetales, son las citoquininas, que se derivan
de la adenina. Estas se sintetizan principalmente en las puntas de las raices y de inmediato
son transportadas acropetalmente en la savia del xilema, a través del impulso de
transpiracion, direcciondndolas hacia el tejido ubicado encima del suelo. Asi mismo, se
citan principalmente a la zeatina (Figura II.7), 6- Bencil adenina y kinetina (Figura [I.8)

como algunos ejemplos de estas fitohormonas. 3%0}

De otra parte, tienen como responsabilidad promover y sostener la division celular de las
plantas, ademas de estar presentes en procesos de proliferacién de yemas axilares,
floracidn, senescencia foliar y en las actividades de diferenciacion, como la regulacion

del desarrollo vascular, el crecimiento primario de la raiz o la iniciacion de los brotes
[60,61] '

Figura IL 7. Zeatina (CioH,3N50) 2]



Figura IL 8. Kinetina (C10HsNsO)

Luego de haber detallado tanto las auxinas y las citoquininas, en la Figura I1.9 se bosqueja

el perfil de interaccion y funcion entre estas dos hormonas vegetales en la division celular.

[ ———
e —— Diferenciacion
Diferenciacion texmninal
Dimsion .,
Celular \ Totpotencia
Darmmancia
Competencia
para dividacse
o
[ 9
E=presion de gen%s*—————-"*'
de dimsion
AUXINAS
CITOQUININA
AUXINAS , CITTOQUININAS

Figura II. 9. Anilisis del Modo de Interaccién entre las Auxinas'y Citoquininas en la
Divisién Celular %



Las giberelinas son una vasta familia de fitohormonas diterpenoides tetraciclicas, que
promocionan el crecimiento longitudinal de las plantas, la induccion de enzimas

hidroliticas en semillas germinadas, el desarrollo de la fruta y la induccién floral (65661,

Dos estructuras de este tipo de hormonas vegetales son elucidadas en las siguientes

graficas:

Figura IL 10. Giberelina GA, %

HO

O

Figura IIL 11. Giberelina GA, ©*

Siguiendo con la secuencia de descripcidon de los grupos mas relevantes de hormonas
vegetales, el acido abscisico es detectado en la planta, a través de procesos fisiologicos,
moleculares y celulares; exactamente en las actividades enzimaticas antioxidantes, los

ajustes osmoéticos, la induccion de expresion de genes y el cierre estomatico. (67

Adicionalmente participa en la dormancia y germinacion de semillas, en la transicion
floral y en respuestas a estreses abioticos; tales como salinidad, frio, sequia y radiacion
Uv. 62



Finalmente el etileno, no es estrictamente considerado como una hormona, pero es
claramente un compuesto activo en el desarrollo vegetal; que se sintetiza a partir del
aminodcido metionina. Ademas cumple roles de expansién celular, maduracién de frutos,
resistencia ante la infeccion de patdgenos, adaptacion a condiciones de estrés, senescencia

y abscision de hojas y flores. 38.68]

En el siguiente cuadro se elucida un resumen de los principales efectos fisiolégicos que

cada uno de los grupos de hormonas vegetales realizan en la planta.

Cuadro II. 1. Principales efectos fisioldgicos originados por los grupos de hormonas

vegetales en las plantas

[38]

Efectos | 4, vinas | Citoquininas | Giberelinas |  2€9° | Egileno
Fisiologicos | i T | | Abscisico
Incremento del : ,
. " lul Si, en Si, en
amano. N ciertos Si ciertos No No
en cultivos de
.. casos €asos
tejidos
A Si No si Si Si
Trépicas
Activael . i
crecimiento de Si Si, en ciertos Si No No
frutos casos
Abscision  de Si Si No, de S Si
hojas y frutos . : manecra : :
directa
Perjudica el
crecimiento No No Si, lo activa | Lo inhibe | Lo inhibe
del tallo
Mantenimiento:
dela 1 ; Se ,
dominancia 3 No Si desconoce Si
apical
Frena el reposo No. Io Si, en
de las yemas No Si Si o dilce ciertos
vegetativas €asos




De igual manera, en el Cuadro 1.2 se pone de manifiesto un extracto de los lugares de

sintesis de los grupos de fitohormonas que dan lugar al desarrollo de la planta.

Cuadro II. 2. Lugares de sintesis de los diversos reguladores de crecimiento

[64]

LRTAN g, 3 e R

o | [ L
e O s R
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A

Meristemas, primordios foliares, polen

Auxinas Hojas Jovenes
Semillas y frutos en expansion
Citoquini Raices, frutos
ftoquininas Tejidos seminales
. . Semillas en desarrollo
Giberelinas

Brotes en activo crecimiento

Acido Abscisico

Hojas (cloroplastos y plastidios)

Etileno Todos los tejidos seglin etapa de desarrollo
Brasinoesteroides Polen, hojas, semillas, brotes y flores
Salicilatos Estructuras reproductivas, hojas
Meristema apical
Hojas jovenes
Jasmonatos

Frutos inmaduros
Meristema radical

Cabe sefialar un aspecto importantisimo e indispensable a tener en cuenta respecto a los
tipos de hormonas vegetales, que si bien es cierto se han descrito las bondades que cada
uno de estos grupos presentan en las diversas y complejas etapas de la planta; no siempre
son eficientes a cualquier dosis de aplicacion. Ya que, para que un cierto tipo de planta
obtenga grandes beneficios en sus procesos, requiere una previa planificacion de la etapa

de aplicacion, la espec.iﬁcidad del cultivo, la especificidad de estaciones y la cantidad

6ptima que debe suministrarse. (6!




. De lo contrario existird una caida en la actividad bioldgica y por consecuencia ante un
incremento de dosis de hormona se tendran resultados negativos en el funcionamiento de

las plantas. 6%

Es asi precisamente, debido a este inconveniente; que se han desarrollado muchas
investigaciones respecto a cdmo ayudar a mejorar la inyeccién de hormonas vegetales,
bajo ciertas concentraciones y mediante ciertos mecanismos que garanticen su
productividad. Este es el caso de la utilizacion de sistemas de liberacion controlada, ya
que presentan ventajas puntuales, de como transportar lentamente las fitohormonas hacia
un sitio localizado, evitar su disminucion en el proceso y lo mds importante avalar su uso

eficiente. ("%

I1.4 LIBERACION CONTROLADA

Como preambulo a esta seccion, es sabido que en las formulaciones convencionales de
agroquimicos como herbicidas o pesticidas; el rendimiento de los procesos de liberacion
controlada de sus elementos activos hacia un cultivo, esta directamente asociado a sus

materiales de soporte. 7%

Sin embargo, existe una gran desventaja, en caso el ingrediente activo se libere
raudamente; que es la disminucidn en su concentracion durante este suceso. Por
consecuencia, este compuesto se encontrard por debajo de la concentracién minima
requerida para obtener un buen resultado biologico. Las razones por las cuales se pierden
de forma rapida estos elementos quimicos, son debidas a la realizacion de diferentes
procesos de degradacion (degradacion fotolitica, degradacion hidrolitica y degradacion
microbiana). Ademas de pérdidas por evaporacion, lixiviacion y volatilizacion que

ocurren post insercion en el cultivo. (7!

A causa de estas desfavorables eventualidades, se han realizado varias investigaciones en
la agricultura, para llegar a garantizar que haya una reduccion de fitotoxicidad,
disminucién de la contaminacidén ambiental y que el nivel de concentracidn sea constante

de los agentes activos, al momento de su entrega en los campos de cultivo. [7>73)

Es por ello, que se debera recurrir a sistemas de liberacion controlada (ver Figura I1.12)
o sostenida de estos componentes, a través de formulaciones que contengan biopolimeros

como el alginato. (74



Degradation Procasses:

Photolytic degradation
Hydrolytic degradation
Microbial degradation
Soil sorption

li'roblemsa | Lostsby:
- Volatilization
- Evaporation

- Leaching

Environmental and health problems
- Phytotoxicity

- Genotoxicity

- Woater and soil pollution

¢ Alternative

Controlled release systems

L.

Figura II. 12. Representacion esquemitica del uso del agente activo en la agricultura
y alternativa de uso de sistemas de liberacion controlada =

Cabe mencionar en esta parte, que previamente dichos elementos activos han sido
encapsulados mediante técnicas como secado de pulverizacion, spray-drying o gelacion
ionica (ver Figura I1.13); este ultimo método es comunmente empleado ya que los protege
de condiciones adversas del medio. También se le identifica como técnica de goteo con

alginato por que se da una reaccién entre el polisacarido y un ién de carga opuesta. [°)

Agitador

L0 ——————— =
Solucion de

alginato de sodio Solucion de

calcio |

Figura II 13. Sintesis de perlas de alginato por el método de gelificacion iénica "




Analizando con mayor prolijidad los sistemas de liberacidon controlada, una gran ventaja
es que estos tienen la capacidad de suministrar el producto activo de manera lenta y
progresiva con cierta velocidad hacia un lugar especifico de la planta (Ver Figura [1.14)
[”21 De esta forma, se reduce notablemente el impacto nocivo de los agroquimicos en el

medio ambiente. Asi como el gran beneficio que significa la seguridad de mantener una

alta eficiencia bioldgica del elemento activo. 7677}
Controlled release system &
- Active zone
Time
Bioactive Polymeric
compound material

Figura Il 14. Representacion de un sistema de liberacion controlada de compuestos
bioactivos basado en polisacaridos en agricultura AL

Existen otros factores muy importantes, entre ellos el pH, luz, temperatura, fuerza
osmdtica, enzimas, campos magnéticos, que sirven como inductores para proporcionar
compuestos activos hacia un lugar en especifico, bajo una velocidad establecida a lo largo
del tiempo en un sistema de liberacion controlada (ver representacién en la Figura [1.15)
a través de matrices poliméricas. Ademas se difunde hacia diversos campos de aplicaciéon

entre los cuales se tienen areas de agricultura (que es la aplicacion del presente trabajo),

productos farmacéuticos, cosmética e industria de alimentos. [8]




Sistema convencional

Sistema de liberacion controlada

Liberacion (%)

Tiempo

Figura II. 15. Representacion grafica de sistemas convencionales y de liberacion
controlada en aplicaciones agroquimicas 77)

Hay en la actualidad reportes en estudios de empleabilidad de alginato como matriz para
liberacion controlada de ingredientes activos. Uno de ellos, usa este biopolimero dentro
de su formulacidn para liberacion controlada del insecticida imidacloprid e informa que
la movilidad en el suelo del componente activo (44.7%) disminuye en relacidn al producto
técnico (82.3%). En adicién a esta informacion, se ha dado a conocer que la utilizacion

de sistemas poliméricos para estos fines, reduce la volatilizacién del elemento activo. 7!

Es necesario entonces entender la importancia de la utilidad de los polimeros naturales en
la agricultura, ya que presentan todos los requisitos primordiales como biodegradabilidad,
solubilidad, naturaleza ecoldgica, rentabilidad, disponibilidad y difusién para ser

dispuestos en los sistemas de liberacién controlada. ")

Ademas, se prefiere la conformacion de hidrogeles o perlas de los biopolimeros, ya que
en estas formas tienen la capacidad de retener agua del suelo, por tener redes poliméricas

hidrofilicas tridimensionales y reticuladas que se hinchan répidamente. (8%

Por estas razones, los hidrogeles biodegradables han recibido mucha atencién del sector
agricola en los altimos afios. Un factor principal es que permiten la liberacion prolongada

controlada de fertilizantes en el suelo, favoreciendo en el crecimiento de las plantas. [




De igual manera, el uso gradual de fertilizantes a través de estos sistemas de liberacion
controlada, ha contribuido también con disminuir la tasa de mortalidad de las plantas,
reducir la frecuencia de riego, minimizar los costos destinados y ayudar a mejorar el

rendimiento en cultivos. 1

I1.5 MODELOS CINETICOS DE LIBERACION

Se encuentran informaciones de suma envergadura respecto a los diversos modelos
cinéticos que evidencian liberacion de un farmaco o elemento activo, a partir de las
distintas cantidades de dosificacidon o concentracién segun sea el caso (farmacos u
hormonas vegetales) y que se clasifican basicamente en dos grupos: modelos

mecanicistas o reales y modelos empiricos o no mecanicistas. %%

El modelo real o mecanicista, hace referencia a fendmenos reales; entre los cuales se da
paso a la disolucidn, difusién, degradacién, hinchamiento y erosion. Entre las principales
leyes predominantes, se encuentran la ley de difusion (segunda Ley de Fick), asi como la

propuesta por Korsmeyer y colaboradores, en relacién al hinchamiento del polimero. (83

El modelo empirico o no mecanicista, se basa en ecuaciones matematicas con fundamento
descriptivo, mas no en acontecimientos reales quimicos, fisicos y/o bioldgicos. De esta
manera, se denota un escaso aporte en cuanto a los mecanismos de liberacién del agente
activo. Algunos ejemplos de este tipo de modelo son el de Hopfenberg; basado en la
erosion del polimero, el modelo relativo a redes neuronales artificiales (ANNs), entre

. otros. (831

Es imprescindible conocer que la cinética de liberacion de ingredientes activos
manifiesta ser un fendmeno complejo de modelar, ya que para que un fairmaco logre ser
absorbido es obligatorio que esté en solucion. Para lo cual necesariamente dependera del
tamafio de particula, del medio donde se libera, de la forma cristalina, de la cantidad, de

la solubilidad y del método de elaboracién. (82

Pero cominmente se determina la cantidad de principio activo que se libera desde la red

.polimérica en funcién del tiempo. (84




. A continuacion se describen los principales modelos cinéticos de liberacion:

v Modelo de Orden Cero (83

Un hecho particular es que en este modelo, la velocidad se mantiene fija a lo largo del
tiempo; ademds al tener un perfil de liberacidon ideal, permite tener una accion

farmacologica prolongada.

Otras caracteristicas son que las formulaciones no se desagregan al ejecutarse la entrega

controlada del farmaco y no depende de la concentracion del farmaco.

ac i
de = ®
C= Cy—kt | .... Ecuacion II.1

v'  Modelo de Primer Orden (8¢

Fue propuesta en 1967 por Gibaldi y Feldman. Este modelo indica que los agentes activos
hidrosolubles en matrices porosas, se liberan de manera equitativa en relacién a la
cantidad remanente de su interior; ocasionando asi una reduccion en la cantidad del

elemento activo liberado por unidad de tiempo.

ac e
a1t
InC= InCy— kyt | .... Ecuacion I1.2

Donde:

C: Concentracion del principio activo en un tiempo t
Co: Concentracion inicial del principio activo
t: Tiempo

ki: Constante de velocidad que depende de las condiciones experimentales.




v Modelo de Hixson-Crowell (8¢

No tiene en cuenta los sistemas donde se producen cambios de didmetro y de sus areas
superficiales, en otros términos de una probable difusién del elemento activo a partir de
la matriz polimérica. En lo que si se interesa este modelo, es por la dependencia de la tasa

de liberacidn del principio activo respecto de la velocidad de disolucidn de sus particulas.

Se identifica que el area de la particula se encuentra en proporcion a la raiz ciibica de su

volumen, obteniendo una ecuacidn descrita como sigue:

t1/3 = Kst | .... Ecuacién I1.3

Donde:
W,: Cantidad inicial de principio activo en la forma de dosificacion farmacéutica
W:: Cantidad restante de principio activo en la forma farmacéutica en el tiempo t

K;: Constante de correlacion superficie-volumen.

En sintesis este modelo se aplica a formas farmacéuticas (comprimidos), en las cuales la
disolucidn se realiza en planos paralelos a la superficie del farmaco, siempre y cuando
sus dimensiones son reducidas gradualmente; consecuentemente la forma geométrica de

partida permanece invariable todo el tiempo.

v Modelo de Higuchi #7

Este modelo matematico indica que la porcidn de principio activo liberado se encuentra

en funcidn de la raiz cuadrada del tiempo.

— = k¥t .... Ecuacién 1.4




Donde:

M;: Cantidad absoluta de principio activo liberado en un tiempo t

M.: Cantidad de principio activo liberado en tiempo infinito, que corresponderia a la

proporcién total absorbida dentro del sistema
k: Constante que hace referencia a las variables del disefio del sistema

¢: Tiempo en marcha desde el comienzo de la liberacién del principio activo.

Asi mismo, la relacidon M;/M también tiene equivalencia al porcentaje de liberacion del

principio activo, Q.

Q= kit .... Ecuacion I1.5

Hoy en dia el uso de este modelo es amplio para la liberacién por difusiéon de agentes
activos poco solubles, a través de matrices sélidas. Asimismo, se le conoce también como

mecanismo Caso I o Fickiano.

v' Modelo de Korsmeyer-Peppas ¥

Se basa en relacionar el modelo de liberacién del principio activo con el tiempo, dado a
partir de sistemas poliméricos que tienen caracteristicas de hinchamiento. Cabe destacar
también, que este modelo se ajusta de un 60 % a 70 % respecto de la cantidad de agente

activo liberado.

—_—= kt? .... Ecuacidn 1.6

Donde:

M, /M. Fracciédn del principio activo liberado en un tiempo t
k: Constante de velocidad de liberacién

n: Exponente de liberacion



Se sabe también que el valor de » caracteriza distintas matrices poliméricas con sus
respectivas liberaciones, por lo que en seguida se manifiesta las interpretaciones que

corresponden a los diferentes valores que toma este coeficiente de difusion: (87

n < 0,45 (0,5; segun geometria de la matriz) : La Cinética de Liberaciéon adopta un

mecanismo de “Difusion Fickiana”

0,45 (0,5; segin geometria de la matriz) <n < 0,89 (1,0; segin geometria de la matriz) :

La Cinética de Liberacion presenta un mecanismo “No Fickiano”

n = 0,89 (1,0; segin geometria de la matriz) : Tiene un mecanismo de liberacién “No

Fickiano” con transporte de Caso Tipo II (relajacion-erosion)

n > 0,89 (1,0; segiin geometria de la matriz) : Adopta un mecanismo de liberacién “No

Fickiano” con transporte Super Caso [I

En el siguiente cuadro se complementan los modelos cinéticos en funcidn a su coeficiente

difusional:

Cuadro IL 3. Caracterizacién de modelos cinéticos por el valor de n &%

Modelo Ecuacion Coeficiente Difusional (n)

M
Orden Cero e n=1

M .
M,

Higuchi M, = KV n=0,5

M,
Korsmeyer-Peppas In T Ink+iInt 0,5<n<1,0




I.6 CRITERIOS USADOS PARA ESTIMACION DE LOS MODELOS
CINETICOS

Hay muchos criterios que han sido desarrollados con el objetivo de asegurar la precision
de algiin modelo tomado y su proximidad con los factores principales que ejercen en
dicho modelo cinético. Cominmente, se asocia a todo sistema de liberacién (matriz
polimérica) de principio activo con algun modelo cinético que presente una mayor
probabilidad de estar involucrado, para lo cual en teoria se esperaria que se encuentre

dentro de un intervalo de confianza alto para su aceptacién. 8%

En seguida se expone algunos criterios de aceptacion de mayor relevancia:

v Coeficiente de Correlacion de Pearson y Coeficiente de Determinacion R, R’

El coeficiente de correlacion de Pearson generalmente se denota por R y es una
herramienta estadistica que brinda informacién de la relacion entre dos variables
aleatorias de forma lineal. Una vez evaluado el valor de R, podréa inferirse respecto a si

hay un buen ajuste con el modelo cinético. ¥

Por otro lado, el coeficiente de determinacién R?, no es mas que el cuadrado del
coeficiente de correlacion y es usado cominmente para medir el grado de ajuste del

modelo de regresion con los datos de la variable en estudio. )

v’ Coeficiente de Determinacion ajustado, R? 447 2

Evidencia la variabilidad total explicada por el modelo de regresion, teniendo en
consideracion el nimero total de parametros que van a ser estimados o estudiados en la

cinética.

N- Y (N ~1
N (Y- ¥) Wb

Rizj=1- ) .... Ecuacién I1.7

Donde:
N: niimero de valores experimentales en el modelo
p: numero de pardmetros a estimar en el modelo

¥; —Y;: residuo del dato i-ésimo



Y;, Y3, ¥z valor observado, predicho y promedio

v Criterio de Informaciéon de Akaike, AIC %

En primer lugar AIC es un indice empleado para seleccionar el mejor modelo, en relacion
con la reduccién de la distancia de Kullback-Liebler; teniendo en cuenta el nimero de

pardmetros estimados en el ajuste.

Qa5 = N.In ("),2 +2.K; — mim’mo(N. In 6,2 + 2.&;‘ .... Ecuacion 1.8

Donde:
Kj: nimero de pardmetros del modelo j mas 1 (K; = p+1)

~2 . . . . ’
0°j: estimador de la varianza del error del modelo j, su valor se obtiene asi:

?:1(Yi - ?i)z
N

~}2 — .... Ecuacion 11.9

III. PARTE EXPERIMENTAL

III.1 MATERIALES Y REACTIVOS

Materiales

Buretas

Pipetas
Micropipetas

Vasos de precipitado
Fiolas

Espatulas de metal

Termdometro

vV VV V V V VYV V

Placas Petri de vidrio



Desecador

Pastillas magnéticas
Probetas

Baguetas

Pinzas con nuez

Embudos de vidrio

YV VYV VY VY

Soporte universal
Reactivos

» Hormona

e Acido 1,3 indol acético Sigma - Aldrich Chemistry (United Kingdom)

» Biopolimeros:

e Alginato de sodio Sigma - Aldrich Chemistry (United Kingdom)

> Agentes entrecruzantes:

e  Cloruro de célcio Merck (Germany)

II1.2 EQUIPOS

» Agitador magnético WiseStir MSH-20D (UNI-LIBIPMET)

» Espectrofotéometro UV-Vis Shimadzu (Laboratorio de Quimica Analitica y de
Instrumentacién, FC — UNI)

» Microscopio de Barrido Electronico CarlZeiss EVO 10 MA (Laboratorio de

Nanomateriales de la Facultad de Ciencias de la UNI)
» Espectrometro Infrarrojo 1001-R Perkin Elmer (UNI-FC)
» Conductimetro-pH metro PL-700PC (UNI-LIBIPMET)
» Estufa de calentamiento (UNI-LIBIPMET)

> Balanza Analitica (UNI-LIBIPMET)

» Equipo Termogravimétrico TGA STA 6000 Perkin Helmer (UNI-LABINFIS)




I11.3 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

I1.3.1 CARACTERIZACI()N DE LA HORMONA ACIDO 1,3-INDOL
ACETICO

III.3.1.1 OBTENCION DEL ESPECTRO EN LA REGION DEL
ULTRAVIOLETA DE LA HORMONA ACIDO 1,3-INDOL ACETICO

Se prepard una concentracién de 20 ppm de una solucién acuosa de hormona. Posterior
a ello, se obtuvo su espectro UV y fue medido en la regiéon de 190 a 400 nm en el

Espectrofotometro Shimadzu.

II1.3.1.2 ENSAYOS CUALITATIVOS DE ESTABILIDAD DE LA HORMONA
ACIDO 1,3-INDOL ACETICO EN MEDIO ACUOSO

Para este propdsito se pesaron 0.05 g de hormona vegetal e inmediatamente se disolvid
en 2 mL de etanol puro. Una vez disuelta se adicion6 48 mL de agua destilada y se

mantuvo en agitaciéon durante 5 minutos.

Finalmente esta solucidén se dejé en reposo durante 72 h con el objeto de medir su

espectro UV en tiempos de 24, 48 y 72 horas.

II1.3.1.3 PREPARACION DE LA CURVA DE CALIBRACION DE LA
HORMONA ACIDO 1,3-INDOL ACETICO EN AGUA

Se elucidd la curva de calibracién a 280 nm, en base a lo reportado por Serban y

colaboradores de forma espectrofotométrica: [°*

- Curva de Calibraciéon de ‘Baja’ Concentracion

Se disolvié 8.8 mg de hormona en 10 mL de etanol, en seguida se trasvasoé la disolucion

a una fiola de 50 mL, para finalmente ser enrasada con agua destilada.

Luego se midieron ciertos volimenes para obtener la curva de calibracién de ‘baja’

concentracién: 0, 125,250, 375, 500 y 625 pL. A su vez, cada una de estas alicuotas fue

colocada en fiolas de 25 mL y enrasada con agua destilada.




-.Una vez listas las soluciones, se midieron sus absorbancias en un espectrofotometro para
un rango de 190 nm a 400 nm. Y se bosquejo la curva de calibracién usando en cada

espectro la absorbancia de mejor performance encontrada a 280 nm.

- Curva de Calibracion de ‘Alta’ Concentracion

Se tomaron los siguientes volumenes: 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5 mL, a partir de una solucién de
176 ppm de hormona, para de forma analoga ser llevados a un volumen de 25 mL con
agua destilada. Después de la preparacion de las soluciones se procedid a la obtencion
de las mediciones de sus absorbancias, con el uso de un espectrofotémetro, dentro de un

rango de 190 nm a 400 nm.

Por ultimo, se usé la absorbancia de mayor eficiencia encontrada a 280 nm (longitud de
onda de absorcion de la hormona) para la elaboracidn de la curva de calibracién de “alta’

concentracion.

II1.3.2 CARACTERIZACION DEL ALGINATO

I11.3.2.1 DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR POR VISCOSIMETRIA

En primera instancia se pes6 1 g de alginato (sal sodica de 4cido alginico), luego se
disolvi6 con la solucién buffer NaCl 0.1 M mediante agitacion durante

aproximadamente media hora a temperatura ambiente (T= 25 °C).

De inmediato se enrasé estd solucion con el buffer hasta un volumen de 250 mL. A partir
de la obtencién de la solucién patrén de alginato de 4000 ppm, se tomaron cuatro
alicuotas de 16.5 mL, 35.8 mL, 44 mL y 55 mL. A continuacion cada una de las cuatro

muestras se llevo a un volumen de 100 mL.

Finalmente las viscosidades se registraron con la ayuda de un viscosimetro Ubbelohde,

que reprodujo un tiempo de flujo del disolvente (0,1 M NaCl) de 146.57 s a 25 °C (las

mediciones se hicieron por quintuplicado).




I11.3.2.2 ESPECTROSCOPIA INFRARROJA (IR) -

El espectro infrarrojo del alginato (en estado sdlido) se obtuvo haciendo uso de un FTIR
1001-R (Perkin Elmer), mediante el método de reflectancia total atenuada (ATR) en un

intervalo espectral de analisis de 4000 - 600 cm™.

I11.3.3 PREPARACION DE PARTICULAS DE ALGINATO SIN CARGADO DE
LA HORMONA ACIDO 1,3-INDOL ACETICO

Se calenté 100 mL de agua destilada en un vaso de precipitado de 250 mL, hasta que el
termoémetro registré 70 °C. Luego de esto, se adiciond lentamente 2 g de alginato (se
utilizé 3 g para el caso de alginato al 3%) con agitaciéon constante hasta su total
disolucién y finalmente se dejé enfriar por unos minutos. Inmediatamente la solucién

se colocd en una bureta de 50 mL (2 series).

Asimismo, en paralelo se prepard una soluciéon de 100 mL de cloruro de calcio (CaCly)

al 2% o 3%, segun corresponda y se dispuso a ser vertida en un vaso de precipitado de
400 mL.

Al tener lista esta altima solucidn se hizo gotear la solucidn de alginato sobre la solucién

cloruro de calcio (CaCly).

Una vez terminado el goteo, se procedio a lavar las perlas con agua destilada hasta lograr

un pH neutro. Luego del lavado, se secaron al vacio en un desecador.

I11.3.4 PREPARACION DE PARTICULAS DE ALGINATO CARGADAS CON
LA HORMONA ACIDO 1,3-INDOL ACETICO

Se calentd 50 mL de agua destilada en un vaso de precipitado de 250 mL, hasta que el
termoémetro registrd 70 °C. Inmediato a esto, se adiciond poco a poco 2 g de alginato (se
utiliz6 3 g para el caso de alginato al 3%) con agitacion vigorosa hasta su total disolucion

y por ultimo se dejé enfriar unos minutos.

Una acotacion importante es que esta técnica de cargado de la hormona en las particulas

de alginato se realizé por gelificacién iénica con Ca®* como lo indica Gouin. )




Por otra parte, se pes6 0.05 g de hormona, disolviéndola en 2 mL de etanol puro. Una .
vez disuelta se le adiciond 48 mL de agua destilada y se mantuvo en agitacién por 5

minutos.

Para el caso de hormona al 0.1% se pesé 0.1g de hormona y se disolvié con 15 mL de
etanol puro. Luego se le agreg6é 35 mL de agua destilada y se agit6 la solucion también

por 5 minutos.

Cuando ambas soluciones fueron obtenidas, tanto la del alginato como la de la hormona,

se mezclaron y se colocaron en una bureta de 50 mL (2 series).

Paralelamente se prepard una solucion de 100 mL de cloruro de calcio (CaCl) al 2% o

3%, segun corresponda y se coloco en un vaso de precipitado de 400 mL.

Al tener lista esta ultima solucidn se hizo gotear la solucion de alginato — hormona sobre

la solucidn cloruro de calcio (CaCly).

Una vez finalizado completamente el goteo, se dejaron reposar las particulas en la
solucion de CaCl; durante 30 minutos antes de proceder a lavarlas con agua destilada

hasta lograr un pH neutro.

Finalmente posterior al lavado, las perlas se secaron al vacio en un desecador.

I11.3.5 DISENO FACTORIAL PARA LA LIBERACION DE LA HORMONA
ACIDO 1,3-INDOL ACETICO

Para este analisis se empleo un Disefio Factorial 23 (respaldado por el software Minitab
17), cuyo objetivo fue determinar el efecto que tienen ciertos parametros durante la
preparacion de las particulas de alginato cargadas con la hormona vegetal: % de
alginato, % de CaCl; y cantidad de hormona. Al mismo tiempo, juzgd el

comportamiento de la velocidad de liberacién de dicha hormona al cabo de 2 horas. *4

Dicho lo anterior, se realiz6 un cuadro de analisis del disefio factorial y las condiciones

a evaluar de los niveles para cada una de las variables en estudio:



Cuadro III. 1."Niveles de cada una de iés variables estudiadas -

% Alginato 2 3
% CaCla 2 3
% Hormona 0.05 0.1

La matriz particular de dicho disefio factorial se presenta en el Cuadro I11.2:

Cuadro III 2. Matriz de Disefio Factorial 23

2 M7 + s 5
3 M2 - + =
4 M8 + + -
5 M5 . . +
6 M3 + - +
7 M6 - o +
8 M4 + + +

V1: % Alginato, V2: % CaCly, V3: % Hormona




I11.3.6 CARACTERIZACION DE LAS PARTICULAS DE ALGINATO

I11.3.6.1 PARTICULAS DE ALGINATO SIN CARGADO DE LA HORMONA
ACIDO 1,3-INDOL ACETICO

I11.3.6.1.1 MICROSCOPiA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)

Se obtuvo la micrografia realizada a la matriz de alginato 3% con CaCl; al 2% (sin

cargado de la hormona) en el equipo CarlZeiss EVO 10 MA del Laboratorio de

Nanomateriales de la Facultad de Ciencias de la UNI.

I11.3.6.1.2 ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO (TGA)

El ensayo de termogravimetria para la matriz de alginato 3% con CaCl; al 2% (sin
cargado de la hormona), se llevd a cabo en el equipo TGA STA 6000 Perkin Helmer,
en una atmosfera de nitrégeno, a una velocidad de calentamiento de 10 °C/ min y en el

rango de temperatura de 0 °C a 450 °C.

I11.3.6.2 PARTICULAS DE ALGINATO CARGADAS CON LA HORMONA
ACIDO 1,3-INDOL ACETICO

I11.3.6.2.1 ESPECTROSCOPIA INFRARROJA (IR)

Los espectros de infrarrojo para las matrices M3 y M7 (ver composicion en el Cuadro
I11.3), se obtuvieron a partir de las muestras secas con la ayuda del equipo FTIR 1001-

R (Perkin Elmer) y mediante el método de reflectancia total atenuada (ATR) en un

intervalo espectral de analisis de 4000 - 600 cm™'.

I11.3.6.2.2 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)

Las micrografias realizadas a las matrices M3 y M7, se obtuvieron en el equipo

CarlZeiss EVO 10 MA" perteneciente al Laboratorio de Nanomateriales de la Facultad
de Ciencias de la UNI.




- 111.3.6.2.3 ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO (TGA)

Los ensayos de termogravimetria para las matrices M3 y M7, se llevaron a cabo en el
equipo TGA STA 6000 Perkin Helmer, en una atmdsfera de nitrogeno, a una velocidad

de calentamiento de 10 °C/ min y en un rango de temperatura de 0 °C a 450 °C.

II1.3.7 ESTUDIO DE LIBER{&CI(’)N CONTROLADA DE LA HORMONA
ACIDO 1,3- INDOL ACETICO

I11.3.7.1 ENSAYOS DE LIBERACION DE LA HORMONA ACIDO 1,3-INDOL
ACEKTICO A PARTIR DE LA MATRIZ DE ALGINATO

Se sumergieron 60 mg de particulas secas de cada una de las matrices en 50 mL de agua

destilada.
Se mantuvieron a temperatura ambiente (T=25 °C) y en agitacion constante de 130 rpm.

Luego se realizaron mediciones de las absorbancias de las soluciones a 280 nm (longitud
de onda de absorcion de la hormona) en intervalos de tiempo de 5, 10, 30, 60, 120, 180,

300,480 miny de 1, 2 y 3 dias.
II1.3.8 ESTUDIOS CINETICQS DE LA LIBERAC!()N DE LA HORMONA
ACIDO 1,3-INDOL ACETICO DE LAS PARTICULAS DE ALGINATO

Una vez conforme a los analisis de los resultados del disefio experimental, se determiné
que las matrices con las mejores caracteristicas de liberacion de la hormona acido 1,3-
indol acético son M3 y M7 (esta parte se explica en la seccion IV.3), las cuales presentan

la siguiente composicion:

Cuadro III. 3. Composicion de matrices M3 y M7

M3 3% ’ 2% " 0.1%

M7 3% 2% 0.05%




En este procedimiento se evaluaron los cambios en velocidad de agitacion, temperatura
y tipo de preparacion e inmediato a ello se realiz6 el andlisis de la liberacion de dicha

hormona en medio acuoso.

Velocidad de agitacion: Se pesé 60 mg de la matriz M3, M7 y se ubicé cada una en un
vaso de precipitado que contenia 50 mL de agua destilada, posterior a estos pasos se
dejo en agitacidn constante a 130 rpm. De igual modo, en el otro caso se repitieron todas

estas etapas del proceso, modificdndose unicamente la velocidad a 200 rpm.

a

Figura IIL. 1. a. Liberacion de Hormona {&cido 1,3-Indol Acético de M3 y M7 a 130 rpm
b. Liberacién de Hormona Acido, 1,3-Indol Acético de M3 y M7 a 200 rpm

Temperatura: Se pes6 60 mg de cada una de las matrices (M3 y M7) y se ejecutd la
liberacién en un vaso con chaqueta que contenia 50 ml de agua destilada. Dicho vaso
previamente fue conectado hacia un recirculador de agua (chiller) para preservar una
temperatura constante de 15 °C. Se repitié6 el mismo proceso, pero esta vez a una

temperatura de 25 °C.




a b

Figura III. 2. a. Liberacion de Hormona écido 1,3-Indol Acético de M3 y M7 a 15 °C
b. Liberacion de Hormona Acido 1,3-Indol Acético de M3 y M7 a 25 °C

Medio de liberacion: De igual manera se pesd6 60 mg de las matrices M3 y M7 e
inmediatamente se realiz6, de forma independiente, la liberacion de la hormona de cada
matriz en medio acuoso. Este medio contenia 50 mL de agua destilada en un vaso de

precipitado.

Tipo de preparacion: Primero que nada se obtuvieron las matrices M3 y M7, mediante
el método de preparacién seleccionado. La tnica diferencia en este procedimiento, es
que en una tanda de preparacion se empled jeringa y en la otra bureta, para hacer gotear
la mezcla alginato-hormona. Finalmente se cogié 60 mg de particulas secas de cada

matriz (M3 y M7) y se ejecuté la liberacion en vasos con 50 ml de agua destilada a

temperatura de 25 °C.



IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES
IV.1 CARACTERIZACION DE LA HORMONA ACIDO 1,3-INDOL ACETICO
IV.1.1 ESPECTRO ULTRAVIOLETA DE LA HORMONA ACIDO 1,3-INDOL
ACETICO

Para empezar a entender a detalle acerca de la hormona en estudio (auxina), lo primero

que se realiza es la obtencién de su espectro UV, tal cual se presenta en la Figura [V.1:

Espectro UV de la Hormona AIA

3.5

2.5

1.5

Absorbancia

0.5

190 210 230 250 270 290 310
Longitud de Onda (nm)

Figura IV. 1. Espectro UV de la Hormona Acido 1,3-Indo! Acético

Un dato particular es que los anillos aromaticos son considerados cromoforos. En
especial, el anillo bencénico presenta en la region ultravioleta tres bandas de absorcidon

’ . re . . * ”
maximas caracteristicas de origen n—mx . Estas se encuentran segiin Seyhan a 180 nm

200 nm y 254 nm. %3]

De acuerdo al espectro obtenido (Figura [V.1), se detectan de forma sobresaliente las
bandas de absorcién a 198 nm, 218 nm y a 280 nm, que se atribuyen en primera instancia
a 8 (también conocida como segunda banda primaria de moderada intensidad), a p

(banda primaria) y a a (banda secundaria de baja intensidad) respectivamente.




Todas ellas se relacionan directamente al anillo bencénico, que evidentemente ha
sufrido un desplazamiento en sus longitudes de ondas tedricas, debido a que esta parte
aromdtica estd unida a un anillo pirrélico (compuesto heterociclico); adicionalmente

cabe indicar que el grupo pirrol no forma transiciones n-——n’.

Con respecto a lo anterior, estd también el grupo carboxilo que va a tener un grado de

influencia en el desplazamiento de las bandas principales de la auxina.

Asimismo, se identifica para la hormona acido 1,3-indol acético, que la banda
correspondiente a 280 nm del espectro logrado, es asignada al grupo indol o grupo

aromdtico indélico. %]

Es de suma importancia mencionar también que se ha utilizado como referencia la banda
a esta longitud de onda (280 nm), para obtener a través de esta, las medidas de las
absorbancias y por consecuencia permitid cuantificar dicha hormona mediante una

curva de calibracién (absorbancia vs concentracién). (3]

Por otra parte en la Figura IV.2, se ubican a los tres grupos funcionales que componen

a la fitohormona en estudio.

(58]

Figura IV. 2. Grupos Funcionales de la Hormona Acido 1,3-Indol Acético




IV.1.2 ENSAYOS DE ESTABILIDAD DE LA HORMONA ACIDO 1,3-INDOL
ACETICO EN MEDIO ACUOSO

Se considera muy relevante conocer la estabilidad quimica que llega a presentar esta

fitohormona durante el tiempo de analisis y su exposicion en este intervalo.

Para lograr identificar si se dan cambios en la estructura quimica, se presenta en la
Figura IV.3 los espectros de la auxina, medidos a diferentes tiempos (24 h, 48 h 'y 72 h).

Cabe mencionar ademas que la hormona se encuentra bajo exposicion en agua.

3 4
—— 72H
—— 48H
24H

2 <

Absorbancia

0 uﬁs&

200 300
Longitud de onda (nm)

Figura IV. 3. Espectros UV de la Hormona Acido 1,3-Indol Acético a diferentes
tiempos en soluciéon acuosa

De acuerdo a caracteristicas de la hormona acido 1,3-indol acético (AIA), esta mantiene
su estabilidad en periodos no tan extendidos, por lo que es conveniente detectar hasta

que tope no se va a degradar. 7

Entonces mencionado esta parte, al hacer el andlisis de los espectros, se puede apreciar

que la hormona AIA mantiene estabilidad quimica para todos los tiempos evaluados

(hasta 72 h) en medio acuoso.




IV.1.3 PREPARAC]ON DE LA CURVA DE CALIBRACION DE LA
HORMONA ACIDO 1,3-INDOL ACETICO EN AGUA

La curva de calibracion para la cuantificacion de la hormona AIA, ha sido separada en

dos tramos, la primera menor a 3.54 ppm y la siguiente va desde 3.54 ppm a 17.6 ppm.

Estos intervalos seleccionados para elaborar dichas rectas, han sido propuestos teniendo
en cuenta la informaciéon de que las hormonas vegetales presentan alta efectividad

(concemiente a su principio activo) a minimas concentraciones en un determinado rango

(10° M — 10®M o incluso hasta de 6000 ppm). (3398

Por otra parte, las lecturas de las absorbancias se han realizado a una longitud de onda

de absorcion de 280 nm (tal cual ha sido mencionado en la seccién [V.1.1).

En efecto, los resultados para ambas curvas de calibracion satisfacen los requerimientos
que propone la Ley de Lambert-Beer, los cuales indican de forma especifica ser

aplicados a bajas concentraciones y en un rango lineal (es decir tener un R*<]). %

De las Figuras IV.4 y [V.5, se afirma que al presentar la primera curva un coeficiente
de determinacién (R?) igual a 0.9998, indica que hay correlacién entre las dos variables
que son absorbancia y concentracion; en otras palabras ambas son directamente
proporcionales en este intervalo. A su vez, la otra recta tiene un R? igual a 0.9997, por

consecuencia la grafica también se ajusta a una recta.

En seguida se presentan ambas rectas de calibracién denominadas a ‘baja’ concentracion

y a ‘alta concentracion’:

- Curva de Calibracion de ‘Baja’ Concentracion

Cuadro IV. 1. Datos de Baja Concentraciéon y Absorbancia de la Hormona AIA en
medio acuoso

0.8759 0.027
17518 0.052
2.6277 0.079
3.5036 0.104




Esta grafica sirvio para cuantificar cierta matriz polimérica, hallando su concentracion

de Hormona AIA y que cumpla el requisito de tener un rango menor a 0.10 de

absorbancia.

0.10

0.08

0.02 +

0.0

Abs =0.0295xC + 0.001
R2=0.9998

I 1 I I I
0.5 1.0 1.5 20 25

Concentracién (ppm)

3.0 3.5

Figura IV. 4. Curva de Calibracién de Baja Concentracion de Hormona
en medio acuoso y ecuacion de la recta

- Curva de Calibracion de ‘Alta’ Concentracion

Cuadro IV. 2. Datos de Alta Concentracion y Absorbancia de la Hormona AIA
en medio acuoso

3.504 0.1

7.007 0.213
10.511 0.321
14014 0.423
17.518 0.537




La grafica que se muestra ayudd a cuantificar alguna matriz polimérica, hallando su
concentracion de Hormona AIA, pero que previamente debe tener entre 0.10 a 0.54 de

absorbancia.

0.6
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0.4 Abs =0.0309xC - O.W
] R2=0.9997

0.3
J

0.2+
4 /

0.1+ -

Absorbancia

0.0

0 5 10 15 20

Concentracion (ppm)

Figura IV. 5. Curva de Calibracién de Alta Concentracién de Hormona
en medio acuoso y ecuacion de la recta

IV.2 CARACTERIZACION DEL ALGINATO

IV.2.1 DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR POR VISCOSIMETRIA

Obtencion de los valores de las constantes de la ecuacion de Mark-Houwink-

Sakurada (M-H-S):

Para calcular el valor del peso molecular promedio del alginato, en primera instancia se
procede a hallar los valores de las constantes K y a que tienen lugar en la ecuacion de

M-H-S§, bajo ciertas condiciones quimicas.

Luego de haberse encontrado los valores de ambas constantes, se sigue un
procedimiento para tener el valor de'la viscosidad intrinseca. Dicho célculo se muestra

a detalle a continuacion:




Cuadro IV. 3. Promedio de tiempos registrados a diferentes concentraciones de alginato

Mediante las siguientes expresiones, se calculan las diferentes viscosidades:

Nrei= t/to viscosidad relativa
nsp= (t—to)/to viscosidad especifica
Nred= NSp/c viscosidad reducida

nink= In (nrel)/c viscosidad inherente

Cuadro IV. 4. Resultados de los tipos de viscosidades

L

2.20 2.143401 1.143401 0.519728 0.346543

Una vez adquirida esta informacién, inmediatamente se obtienen las graficas de las
rectas de Huggins tanto para la viscosidad reducida, asi como para la viscosidad

‘inherente respecto a las concentraciones de las-soluciones con alginato.

Se muestran en los Cuadros [V.5 y IV.6, los datos requeridos para bosquejar las rectas

de Huggins:



Cuadro IV. 5. Datos de Viscosidades Reducidas y Concentraciones de Alginato

0.66 0.446409
1.43 0.466332
1.76 0.495902
2.20 0.519728

Cuadro IV. 6. Datos de Viscosidades Inherentes y Concentraciones de Alginato

0.66 - 0.391250
1.43 0.357299
1.76 0.356493
2.20 0.346543

De ambos cuadros se extraen sus datos y se grafican las rectas de Huggins:

06 RECTAS DE HUGGINS
y =0.0481x + 0.4093 u
0.5 R2=0.9387

n inherente/ 1N reducida
(L/g)
o
N
I

y =-0.0288x + 0.4065
0.3 R2=0.9209
0.2 T T —— T E T T =
0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
Concentracion
(g/L)

Figura IV. 6. Rectas de Huggins formadas por las viscosidades reducidas e
inherentes vs concentraciones de alginato



Posterior a ello, se ejecuta una extrapolaciéon a concentraciéon ¢ = 0, tanto para la
viscosidad inherente como para la viscosidad reducida, obteniéndose los siguientes

valores:

[linn = 0.4065 L/g
rlred =0.4093 L/g

Estos dos resultados de viscosidades, permiten encontrar el valor de la viscosidad

intrinseca [I]], mediante su semisuma o que es lo mismo decir sacando su promedio.

Entonces aproximadamente tendremos que:

[N]= (0.4093 + 0.4065)/2
[N]=0.4079 L/g

Expresando en dL/g. la viscosidad intrinseca queda de la siguiente manera:

N (intrinseca) = 4.079dL/g

De acuerdo a Gémez-Diaz y Navaza ['% |os valores de los parametros son:

k=73x10"%9/, vy
a = 0.92

Finalmente se aplica la ecuacién de Mark Houwink Sakurada: [1%0-101)

[N] = K(Mw)*

Mw = ((4.079)/( 7.3 x 10))1/0-%2

El peso molecular promedio del alginato es:

My = 144.6 kDa




IV.2.2 ESPECTROSCOPIA INFRARROJA (IR)

El espectro FT-IR del alginato, en el cual se identificaron las bandas caracteristicas de

absorcion del polisacéarido, es presentado en la Figura [V.7:
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Figura IV. 7. Espectro FT-IR del Alginato de Sodio

En la regién de 4000 cm™! a 600 cm’!, se observa en principio que aparece una banda
ancha a 3247 cm!| la cual le corresponde a las vibraciones de estiramiento de los grupos

hidroxilos (O-H); esto se puede explicar debido a que el alginato es un polimero
hidrofilico.

Por otro lado, se nota la presencia de una banda débil a aproximadamente 2934 cm™!, en

este caso se producen vibraciones de estiramiento de los enlaces C-H. Ademas, la banda

expuesta a 1596 cm’!' le .pertenece al estiramiento asimétrico de la vibracién del
carboxilato O-C-O.




Asimismo, la banda ubicada a 1406 cm™!, se le atribuye a la vibracion de deformacion
de C-OH con contribucion de la vibracion de estiramiento simétrico O-C-O del grupo

carboxilato.

Las bandas débiles a 1296 cm™' y a 1079 cm’!, son asignadas a las vibraciones de
deformacion C—C—H, O—-C-H y a las vibraciones de estiramiento C-O, C-C de los
anillos piranosa respectivamente. Por su parte, la banda a 1026 cm™!, es debido a las

vibraciones de estiramiento de C — O.

El espectro también muestra una banda a 949 cm™! que es a causa de la vibracion de
deformacion Ci-H de los residuos de acido B-manurodnico y finalmente existe otra banda

a 813 cm’! que le corresponderia por caracteristica a residuos de 4cido manurénico.

Conforme a lo discutido, es ideal hacer un cuadro de comparacién entre las frecuencias
experimentales versus las frecuencias teoricas que se han obtenido del espectro FT-IR

para el alginato, por lo que se muestra todo ello a detalle en el Cuadro [V.7:

Cuadro IV. 7. Grupos Funcionales obtenidos del espectro FT-IR del alginato

Grupo O-H Estiramiento 3247 3200 — 3427
Grupo C-H Estiramiento 2934 2927
Estiramiento 1596 1615
Grupo — COO - Antisimétrico y
Simétrico 1406 1415
Deformacion
Grupo —C-C-H | Vibraciones de su 1296 1301

estructura piranosa

Tensidn asimétrica
del C-O-C
1079 y 1026. 1094 y 1035

- Grupo C-0-C Vibraciones de su

estructura
piranosica




IV.3 DISENO FACTORIAL PARA LA LIBERACION DE LA HORMONA
ACIDO 1,3-INDOL ACETICO

Es fundamental realizar un disefio factorial, ya que aporta gran informacién respecto a
las variables dentro de un sistema experimental, ademas permite saber cudles de ellas

son las mas influyentes frente a algin parametro en estudio.

Para esta Tesis un resultado importante es la velocidad de liberacion debido a que se
requirié6 preparar matrices de alginato con entrega prolongada y controlada de la
hormona; en torno a este giraran tres factores esenciales: % Alginato, % Hormona y %
CaCls. Ello implica tener un disefio factorial 23, en el cual se ha identificado también la

correlacién entre estos factores en un mismo tiempo. 1%

Entonces previamente a aplicar el disefio factorial 23, se evidencia los estudios de
liberacién de la hormona AIA en las ocho matrices de dicho biopolimero cargadas, en

medio acuoso.

Paralo cual en la Figura [V.8 se dispone de los resultados del % de liberaciéon acumulada
de la hormona AIA en las diferentes matrices preparadas de alginato, teniendo como
medio el agua y bajo los tiempos de exposicion de 5, 10, 30, 60, 120, 180, 300, 480,
1440, 2880 y 4320 minutos:
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100.00% e
Ly |
"g —— M1
= 80.00%
E —— M2
3 —@— M3
< 60.00%
= —— M4
=)
8 —e—M5
o 40.00%
é —8-— M6
)-; —— M7
o~ 20.00%
—— M8

0.00% 1 ) [ - L I |
0 1000 - 2000 3000 4000 5000
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Figura IV. 8. Porcentaje de Liberacién Acumulada del Acido 1,3-Indol Acético de las ocho
matrices de alginato en agua para un intervalo de tiempo




Cabe mencionar que los valores de la ordenada en la Figura [V.8, son obtenidos
haciendo la proporcién de la cantidad de hormona liberada (en mg) en cada tiempo
medido, respecto al maximo valor de liberacidon (en mg) de hormona que llega a haber

en 60 mg de cada una de las 8 matrices en estudio.

Ademas de esta grafica, se observa que se da casi una completa liberacidn al término de
las primeras 8 horas del experimento. Inmediatamente después a este tiempo maximo
de liberacién, las medidas del porcentaje liberado de la hormona decaen, indicando de
esta forma, que probablemente se esté dando una reabsorcion del 4cido 1,3-indol acético
en las matrices del alginato. Esto tiene una explicacion, ya que se ha reportado en la
seccion IV.1.2, que la hormona no presenta degradaciéon, en otras palabras tiene

estabilidad en su estructura quimica bajo estas mismas condiciones (en medio acuoso).

Dicho todo esto y teniendo de referencia el tiempo en el cual se produce la maxima
liberacion de la hormona; se toma las mediciones de la velocidad de liberacion a las 2

horas (tiempo de analisis para el disefio factorial) de haberse ejecutado el experimento.

En seguida se muestran estos resultados en el Cuadro [V.8:

Cuadro IV. 8. Resultados de la Velocidad de Liberacion, como factor principal
del Diseiio Factorial 23, medidos a las 2 horas

8 M4 0.1006

V1: % Alginato, V2: % CaCl,, V3: % Hormona



Una vez obtenida toda la informacidn respecto de la velocidad de liberacién para cada
matriz de alginato a las 2 horas, se evalian estos resultados a través del andlisis
estadistico, especificamente del Disefio Factorial 2* y ademds teniendo de apoyo el

software Minitab 17; este estudio se refleja en la Figura [V.9:

Grafica de efectos principales para Velocidad (agua)
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Figura IV. 9. Efectos de las Variables Principales estudiadas en la Velocidad de
Liberacién teniendo como medio al agua

En este grafico, hay tres partes importantes que analizar; la primera es que mientras
aumenta la concentracion de alginato hay una disminucién en la velocidad de liberacion
de forma notoria, asimismo el porcentaje del agente entrecruzante practicamente no
tiene influencia en la velocidad de liberacidn, tal cual se puede apreciar en la Figura
IV.9. Si bien es cierto se tendria alguna expectativa de que el porcentaje de CaCl, tenga
cierto dominio en el proceso, se debe entender también que este tiene otra funcidén de
mayor jerarquia, que es darle a la matriz compactacion; ademés que el grado de

entrecruzamiento se da idnicamente como Ca?* y adicional a ello la hormona es

levemente hidrofoba.




Finalmente se indica en la Gltima parte, que conforme la concentracién de la hormona
aumenta, la velocidad de liberacidon también aumenta, siendo este factor el mas

influyente en el disefio factorial.

Todo lo que se ha venido explicando en esta seccidén fue de vital importancia, ya que
ayudo bastante a controlar cada parametro para una efectiva forma de liberacion de la
hormona AJA. Un dato adicional es que la velocidad media de liberacién de la hormona

fue de 0,09 mg/hora.

En esta nueva figura, que es conocida como grafica de superficie; se ilustra la
correlacién que existe entre los dos pardmetros mas influyentes (% Alginato y %

Hormona) respecto a la velocidad de liberacion:

Grafica de superficie de Velocidad (agua) vs. Hormona, % Alginato

Valores fijos
% CaCl22.5

0.15

Velocidad (aguab s
0.100

0.05

% Alginato

Figura IV. 10. Grifica de Superficie de la Velocidad de Liberacion en relaciéon a los
parametros de % Alginato y % Hormona cuyo medio es el agua

De la Figura V.10, se puede afirmar que para este modelo que tiene dos factores

relevantes, tiene mayor velocidad de liberacion de la hormona, siempre y cuando haya

menor % Alginato y mayor % Hormona.




Con lo expuesto en esta seccion, el modelo del Disefio Factorial 2°, prioriza dar un
alcance respecto a la velocidad de liberacién de la hormona AIA de forma controlada y
gradual, en otras palabras aquellas matrices de alginato que presenten una menor

velocidad de entrega de dicha hormona en el tiempo.

Ademas, es importante conocer de este estudio, que se han seleccionado en total dos
matrices poliméricas de los dos grupos de cuatro matrices (una por cada grupo). Los
grupos se distinguen por tener concentraciones de 0.05 % y de 0.1 % de la hormona

acido 1,3-indol acético.

Asimismo, de acuerdo al Cuadro IV.8, se denota inteligiblemente que para las matrices
del biopolimero: M1, M7, M2 y M8 (todas estas con igual porcentaje de hormona de
0.05%), la que presentd menor velocidad de liberacion de la hormona en estudio, le
correspondio a M7 (0.0528 mg/h) y cuya composicién fue dada por Alginato 3%, CaClz
2% y Hormona 0.05%. Esta informacion, ha sido complementada a la vez con el analisis
de los resultados de las graficas de Efectos de las Variables Principales (Figura IV.9) y
de Superficie de la Velocidad de Liberacion (Figura [V.10), que fueron explicadas lineas

arriba.

De igual manera, para el otro grupo de cuatro matrices de alginato: M5, M3, M6 y M4
(con 0.1% de hormona para cada una de ellas), las que presentaron menor velocidad de
liberacién de la hormona AIA fueron M3 y M4. De estas matrices, se seleccion6 a M3
(velocidad de entrega de 0.1023 mg/h y cuya composicién fue de Alginato 3%, CaCla
2% y Hormona 0.1%), ya que, a pesar de que la variable % CaCl; no fue el factor mas
influyente, se analiz6 que hubo ligeramente menor velocidad de liberacidon cuando se
obtuvo una menor concentracion de esta variable en la Figura [V.9 y esta caracteristica

Jjustamente le correspondio a dicha matriz elegida.

En sintesis, la matriz factorial sugirié centrar toda caracterizacion de las particulas de
alginato cargadas con la hormona AIA, en las matrices M3 (Alginato 3%, CaCl2 2% y

Hormona 0.1%) y M7 (Alginato 3%, CaCl; 2% y Hormona 0.05%).




IV.4 CARACTERIZACION DE LAS PARTICULAS DE ALGINATO

IV.4.1 PARTICULAS DE ALGINATO SIN CARGADO DE LA HORMONA
ACIDO 1,3-INDOL ACETICO

IV.4.1.1 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)

Tal como se puede visualizar en las micrografias de alta resoluciéon que se obtuvieron
en el equipo CarlZeiss EVO 10 MA, las particulas de alginato ‘base’ (3% Alginato y
2% CaCl,) muestran superficies lisas en las tomas que han sido seleccionadas de forma

aleatoria. 14

Estés caracteristicas percibidas del biopolimero de partida, permitieron ser comparadas
con las micrografias, que son presentadas en la seccién [V.4.2.2, de las matrices M3 y

M7.

En seguida se da a conocer como se conforman las particulas del polisacdrido sin la
hormona AIA, irradiadas por un haz de electrones y teniendo un diferencial de potencial

alcanzado de 5 kV:

Figura IV. 11. Micrografias Obtenidas de las Particulas de Alginato
sin cargadas de Hormona Acido 1,3-Indol Acético




IV.4.1.2 ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO (TGA)

En la siguiente curva de andlisis termogravimétrico es importante identificar los eventos
que se desarrollan para las particulas de alginato (3% Alginato y 2% CaClz). Uno de los
aspectos mas destacados en esta técnica de caracterizacidn, es llegar a obtener las
pérdidas de masa, que son expresadas en porcentaje y estan regidas por la variacion de

la temperatura. (1051061

Para la prueba de andlisis por termogravimetria, se ha de emplear una velocidad de

calentamiento de 10 °C/ min.
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Figura IV. 12. Termograma de las Particulas de Alginato sin cargado de Hormona
Acido 1,3-Indol Acético

En la Figura IV.12, se presentan tres eventos importantes de degradacién para las
particulas de alginato U9, La primera etapa empieza con calentamiento desde
temperatura ambiente (cercana a 25°C) hasta 178 °C y tiene un porcentaje de pérdida
de masa de 25.74 %. Se le atribuye a este intervalo, la evaporacién de las moléculas de

agua, que han sido atrapadas y fisisorbidas por la matriz polimérica. (1%7- 108!



En la segunda etapa se da el calentamiento gradual desde 178 °C hasta 257 °C, durante
este intervalo se llega a perder 17.58 % de masa. Ademas se le asigna a la desorcion y

degradacién preliminar de alginato. ['%%)

Finalmente la tercera etapa va desde 257 °C hasta 314 °C y se logra obtener un valor de
14.49 % de pérdida de masa. Este intervalo es relacionado con la mayor degradacion de

alginato. (10°]

Juntando toda esta informacion se certifica que durante estos tres procesos de
degradacion térmica (178 °C, 257 °C y 314 °C), representaron un 57.81 % de pérdida

de masa de las particulas de alginato de partida.

Se resalta ademas que, existe evidencia de producirse por encima de 314 °C, la
formacidén y desintegracion de ciertos compuestos organicos: primero del carbonato de

calcio (CaCO3) y luego del 6xido de calcio (Ca0O). (22

IV.4.2 PARTICULAS DE ALGINATO CARGADAS CON LA HORMONA
ACIDO 1,3-INDOL ACETICO

IV.4.2.1 ESPECTROSCOPIA INFRARROJA (IR)

En la Figura [V.13, se puede observar tres espectros FT-IR, que han sido obtenidos en
un rango espectral de 4000 - 600 cm'. Estos les corresponden a la hormona AIA pura
(trazo de color azul), a la matriz polimérica elaborada M3 (Alginato 3%, CaCl2 2% y
Hormona 0.1%), cuyo color de trazo es negro y a la matriz de biopolimero preparado

M7 (Alginato 3%, CaCl, 2% y Hormona 0.05%), cuyo trazo es de color rojo.

Asimismo, para estos bosquejos de espectros, se tiene como propdsito, corroborar si los
grupos funcionales caracteristicos tanto para el alginato y la hormona acido 1,3-indol

acético se siguen manteniendo, aun cuando estos pueden ser conformados dentro de una

sola matriz.

Esta informacion permitié afirmar, que existe la posibilidad de que las particulas de

alginato puedan cargar a la hormona AIA.
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Figura IV. 13. Espectros FT-IR de las Particulas de Alginato (M3 y M7) cargadas con la
Hormona AIA y Espectro de Hormona AIA pura

El analisis de las conformaciones de las bandas de absorcién que aparecen en los
espectros FT-IR de las particulas de biopolimero M3 y M7, respecto al espectro del
alginato (ver en la seccién IV.2.2), indica que ambas matrices presentan a lo largo del
rango espectral, las bandas principales de absorcion que tiene la estructura de este

polisacarido.

Para desglosar esta idea, primero se registra dos bandas a 1596 cm™' y 1406 cm’!, tanto
para M3 como para M7. Estas corresponden a los estiramientos antisimétricos y

simétricos del grupo carboxilato (O-C-O), conforme a lo estudiado. (192!

Asimismo, se manifiestan la bandas de 1296 cm™ (vibraciones de deformacién C—C—H,
O—C-H); de 1079 cm’! (vibraciones de estiramiento C-O, C-C) y la de 1026 cm’
(estiramiento de C — O); estas tres bandas se dan en M3 y M7, ademaés son particulares
de los estiramientos de los anillos piranosa en el alginato (ver Cuadro IV.7 de

comparacién).



-Por su parte, las bandas de absorcion relacionadas a la hormona AIA también han sido
analizadas y a la vez fueron comparadas con las bandas que presentan las particulas de
alginato M3 y M7. En primera instancia, se visualiza una banda aguda muy intensa a
3390 cm™!, que es la principal peculiaridad en la hormona 4cido 1,3-indol acético, ya

que se le atribuye al enlace N-H de su grupo indol. [!!%

De igual manera, otra banda fuerte y tipica en esta hormona se da a 1700 cm!, que se le

asigna al enlace carbonilo C=0 (vibracién de tensién). (110

Las otras dos bandas singulares de la hormona AIA, se presentan a 905 cm’,
correspondiente al enlace —OH del grupo carboxilico y por altimo la banda fuerte
visualizada a 740 cm™!, que es tipico de las vibraciones fuera del plano de los enlaces

—CH, de los anillos de benceno. [119]

Con la informacién obtenida de las bandas primordiales de la hormona AIA, ahora es

tumo de identificarlas en las matrices M3 y M7, si asi se da el caso.

Siguiendo la secuencia, se afirma que tanto para las particulas de alginato M3 y M7, se
presenta una banda aguda pero débil a 3390 cm™!, que como bien se sabe le corresponde
al enlace N-H de la parte inddlica de la hormona AIA. Ello conlleva a tener la certeza

de que las matrices seleccionadas de alginato se encuentran cargando a la auxina acido

1,3-indol acético.

Es muy importante también, que la banda a 1700 cm™' (C=0) de la hormona AIA,
aparece para la matriz M3 a baja intensidad, mientras que para M7 casi ni se nota. Una
explicacidén a este suceso, es que al estar la hormona a baja concentracion, hay
predominio del biopolimero en ese intervalo espectral. Al mismo tiempo, es bueno
inferir que a medida que se tenga mayor concentracion de hormona vegetal en la red
polimérica, la banda perteneciente al grupo carbonilo podria llegar a solapar en este

tramo del espectro a las bandas del alginato (estiramientos del grupo carboxilato).

Al tener por lo tanto, el factor concentracion de manera baja para la hormona AIA, se
percibié que para el intervalo de 1700 a 600 cm™', también seguieron apareciendo bandas

del biopolimero con amplio margen.



Por altimo, al hacer una comparacién directa entre las particulas de alginato M3 y M7,
se ha de percatar que hay una mejor resolucién en las bandas para M3 debido a que su

composicidn alberga mayor cantidad de hormona AIA.

1V.4.2.2 MICROSCOPIiA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)

Las micrografias que se van a mostrar en esta seccion, permitieron corroborar aun mas
de forma visual, que las matrices seleccionadas mediante el disefio factorial 23 (ver
seccion IV.3), correspondientes a M3 y M7; tenian la particularidad de contener a la

auxina acido 1,3-indol acético.

Entonces, para el andlisis de la Figura IV.14, se muestran tres micrografias que
pertenecen a las particulas de alginato M3. En las cuales se puede apreciar que sus
superficies son rugosas !'''! y ademas incorporan uniformemente a la hormona AIA a

través de estas.

Figura I'V. 14. Micrografias de las Particulas de Alginato M3 cargadas
con la Hormona Acido 1,3-Indol Acético



En la Figura IV.15, se ponen de manifiesto cinco micrografias, en las cuales se
evidencian también un comportamiento de distribucién constante de la hormona acido
1,3-indol acético a lo largo de las superficies de las particulas de alginato M7, quizas en
menor proporcion que en las particulas de alginato M3, debido a que presentan la mitad

en concentracion de la hormona AIA respecto a estas Gltimas.

Figura IV. 1S. Micrografias de las Particulas de Alginato M7 cargadas con la
Hormona Acido 1,3-Indol Acético



Por ultimo, es relevante también pretender revelar que, existen indicios de la hormona
AIA internamente en las particulas de alginato. Para poder determinar este objetivo,
durante la preparacion de las matrices M7, se parten por la mitad las particulas atin en
fase de hidrogel y previo a la obtencion de sus micrografias, se dejan secar en un

desecador al vacio.

Ya incursionandonos en el anélisis de estas particulas, se muestran cuatro micrografias
(ver Figura IV.16), que indican en ciertos tramos seleccionados, que determinadas
particulas cortadas a la mitad se enrollan, probablemente durante el secado de estas y

hay otras que preservan su estructura abierta.

Esto nos permite afirmar que la hormona también se localiza en la parte interna de las

particulas de alginato.

Figura IV. 16. Micrografias de Particulas de Alginato M7 cortadas a la mitad
y cargadas con la Hormona Acido 1,3-Indol Acético




IV.4.2.3 ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO (TGA)

Los siguientes termogramas que se van a presentar en esta seccion, permitieron explicar
que matrices poliméricas poseen mayor estabilidad térmica, mediante la aparicién de
sucesos, que se rigen mediante pendientes (con caidas marcadas), en ciertos tramos de
la curva termogravimétrica, a medida que se va produciendo incrementos en la

temperatura.

Para empezar este andlisis, es muy importante reconocer el comportamiento térmico de
la hormona 4cido 1,3-indol acético pura. Por lo que en la Figura IV.17, claramente se
visualiza que la hormona AIA, presenta un Unico evento en su descomposicidn,
inicidandose muy préximo a 160 °C y terminando con la pérdida de su 100 % de masa a
296 °C. Estos resultados que se han obtenido, fueron corroborados con estudios de

investigacion previos. 1'%
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Figura IV. 17. Termograma de la Hormona Acido 1,3-Indol Acético



En el caso de la Figura IV.18, que le corresponde al termograma de las particulas de
alginato M3 cargadas con la hormona AIA, al igual que para el termograma de las

particulas de alginato, presenta también tres eventos principales de degradacién.

El primer tramo empieza con calentamiento gradual a partir de temperatura ambiente
(cerca de 25 °C) hasta 184 °C, obteniéndose en este intervalo un porcentaje de pérdida
de masa de 16 %. Ademas este evento es relacionado con la pérdida de las moléculas de

agua que han sido adsorbidas en la superficie de las particulas de alginato M3.

Para la segunda etapa, el calentamiento viene dado desde 184 °C y va hasta 261 °C, aqui
se pierde 22.5 % de masa. Asimismo, se le atribuye a la degradacion inicial de la

hormona y del alginato.

Por ultimo, en el tercer evento desarrollado, el calentamiento va de 261 °C y culmina en
400 °C. Por consiguiente, se obtiene un porcentaje de pérdida de masa de 16 %. Cabe
resaltar que en dicho evento la hormona se degrada totalmente y que a su vez el alginato

llega a tener una mayor degradacion.

En sintesis, las tres etapas de degradacion para M3 son a 184 °C, 261 °C y 400 °C,

resultando en todo el proceso un 54.5 % de pérdida de masa.
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Figura IV. 18. Termograma de las Particulas de Alginato M3 cargadas con la
Hormona Acido 1,3-Indol Acético




Por otra parte la Figura IV.19, perteneciente a las particulas de alginato M7 cargadas
con la hormona AIA, mantiene también la presencia de los tres eventos particulares de

degradacién.

De acuerdo aello, el primer evento inicia a temperatura ambiente (T= 25 °C) y concluye
a 182 °C, para este tramo el porcentaje de pérdida de masa ha sido de 14.53%. Tal como
se ha venido describiendo, en este intervalo de temperatura, las moléculas de agua

fisisorbidas en las particulas de alginato M7, se evaporan en tu totalidad.

La segunda etapa va desde 182 °C hasta 264 °C. Ademas presenta 23.92 % de pérdida

de masa y le corresponde a la degradacién preliminar de la hormona y alginato.

Para cerrar el andlisis, el tercer evento empieza a 264 °C y termina a 389 °C, adquiere
un porcentaje de pérdida de masa de 15.40 % y es en esta etapa donde se produce la

degradacion al 100 % de la hormona y la mayor degradacién del polisacérido.

De toda la informacién recopilada, se determina que las etapas de degradacién para M7

surgen a 182 °C, 264 °C y 389 °C, con un 53.85 % de pérdida de masa.
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Figura IV. 19. Termograma de las Particulas de Alginato M7 cargadas con la Hormona
Acido 1,3-Indol Acético



En resumen, para.las particulas de alginato M3 y M7, se obtienen los tres eventos de -

degradacién a mayores temperaturas que las particulas de alginato sin la hormona AIA.

Esto indica que existe mayor estabilidad térmica para M3 y M7 y ademas, es este factor

que sugiere que se les asocie con el cargado de la hormona 4cido 1,3-indol acético.

Adicionalmente, se hace mencion para las figuras [V.18 y V.19, que a temperaturas
mayores a 400 °C, se tiene la certeza de producirse la formacién y desintegracion de
especificos compuestos organicos: inicialmente del carbonato de calcio (CaCOs) y

posteriormente del 6xido de calcio (Ca0). (2]

IV.5 ESTUDIO DE L’IBERACION CONTROLADA DE LA HORMONA ACIDO
1,3-INDOL ACETICO

IV.5.1 ENSAYOS DE LIBERACION DE LA HORMONA ACIDO 1,3-INDOL
ACETICO A PARTIR DE LA MATRIZ DE ALGINATO

En este proceso de liberacion de la hormona se debe considerar que, si bien es cierto se
pretende tener un sistema Optimo para su entrega, hay otros aspectos también que son

muy relevantes al momento de la ejecucion del traslado de la fitohormona.

Uno de estos factores muy criticos muestra que la liberaciéon no debe realizarse de

manera rapida sino que por el contrario esta debe darse de forma progresiva.

Siendo de esta manera, una de las razones principales por la que en la seccion V.3, se
han escogido a dos matrices (como sistemas de liberacion candidatos) del biopolimero

las cuales son M3 y M7.

La matriz M3 (Alginato 3%, CaClz 2% y Hormona 0.1%), tiene una velocidad promedio
de liberacion en agua de 0.1023 mg/h, logrando tener un pico maximo de liberacién a

las 8 horas del proceso realizado en agua como medio.

En la figura [V.20, se muestra la secuencia y evolucion que sigue la hormona AIA en el

tiempo, durante su liberacién:
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Figura IV. 20. Porcentaje de Liberaciéon Acumulada de la Hormona Acido 1,3-Indol
Acético de la matriz de Alginato M3 en agua y tiempo establecido

Asimismo, la matriz M7 (Alginato 3%, CaClz 2% y Hormona 0.05%), manifiesta llegar
a una media de velocidad de 0.0528 mg/h, concretando su tope de liberacion después de

pasadas 8 horas en medio acuoso.

Este comportamiento se esquematiza en la Figura [V.21:
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Figura IV. 21. Porcentaje de Liberacion Acumulada de la Hormona Acido 1,3-Indol
Acético de la matriz de Alginato M7 en agua y tiempo establecido



Ademas, tal como se analiz6 en la seccion V.3, para las Figuras [V. 20 y IV.21, luego
de haber liberado cerca a la totalidad de la hormona acido 1,3-indol acético (a 25 °C),

los resultados del porcentaje de liberacion en medio acuoso disminuyeron.

Este suceso, posiblemente fue a causa de una reabsorcidon de dicha hormona y esta
explicacion se complementa con la informacién de que la hormona AIA, no experimenta
algin tipo de degradacion, tal como se puede apreciar en la Figura IV.3, por lo que su

estructura quimica mantiene estabilidad.

IV.6 MODELOS CINETICQS DE LA LIBERAQI()N DE LA HORMONA
ACIDO 1,3-INDOL ACETICO DE LAS PARTICULAS DE ALGINATO

Los estudios cinéticos que han sido realizados, se han analizado para las matrices de

alginato M3 y M7 cargadas con la hormona acido 1,3-indol acético.

Asimismo, los resultados recopilados de la cinética presentan un mejor ajuste con el
modelo matematico de Korsmeyer — Peppas (ver Cuadro [V.9), el cual contempla que

existe una difusion de la hormona desde la parte interna de la particula de alginato.

Cabe resaltar, que los otros dos modelos cinéticos, tomados preliminarmente en cuenta,
de Orden Cero y de Primer Orden, se revisan y se hace una inferencia en el Anexo 1, de
las principales causas por las cuales no han sido considerados como los prototipos que

gobiernan el proceso de la liberacion de la hormona vegetal.

Retornando al modelo seleccionado de Korsmeyer — Peppas, este se rige por la siguiente

expresion, como recurso a la ecuacién de Fick y en términos de gradientes de tiempo:

.... Ecuacion [V.1

De la Ecuacién [V.1, la proporcion My/Maw hace alusion a la parte de soluto liberado en

un determinado tiempo t.



Por otra parte, # y k son dos constantes muy relevantes en cuanto a su interpretacion

dentro de la dimension de lo que significa este modelo cinético.

La primera constante (»), describe el mecanismo de transporte; mientras que la segunda

de ellas (k) relaciona la matriz polimérica/medio de disolucién.

Otro detalle de suma importancia es interpretar que cuando el valor de »n es 0.50, el
proceso de liberacién de la hormona describe un comportamiento asociado al
mecanismo fickiano, que consiste en realizar el proceso de difusion, el elemento activo
atraviesa el polimero, estimulado por el gradiente de concentracion existente entre el
sistema de liberacién y la solucion contigua, aprovechando que la velocidad de difusiéon
del solvente a través del polimero es bastante mas lenta que la relajacion de las cadenas

del mismo, permitiendo el intercambio molecular solvente-hormona. (13}

Al mencionar procesos de relajacion, se hace referencia a los tiempos determinados que
necesitan las cadenas macromoleculares para replicar a la presién de hinchamiento
osmotico y acondicionarse para recepcionar a las moléculas del disolvente que penetran

en su interior. 114

Ahora bien, para poder extraer la maxima informacion de los resultados, se ejecuta la

linealizacion de la Ecuacién V.1, tal como sigue a continuacién:

Ecuacion de Korsmeyer - Peppas:

Log(MyMw) = Logk + n x Logt .... Ecuacion IV.2

En seguida, se describe mediante los graficos obtenidos de la cinética de liberacion de
la hormona AIA, la intencidn real del modelo Korsmeyer - Peppas para las matrices M3
y M7, teniendo en cuenta la modificacion en la velocidad de agitacion, cambio de

temperatura, medio de liberacidon en agua y tipo de preparacion de las particulas de

alginato.




Cabe indicar que, las primeras graficas (Figuras [V.22, [V.26, [V.28 y [V.32) de cada
una de las cuatro condiciones, se mostraron de manera integra (rango completo de
liberacidn de la hormona AIA); notandose en estas, zonas lineales y no lineales a medida

que se fue desarrollando el proceso de liberacién.

No obstante, se trabajo el analisis inicamente en la zona lineal, ya que posteriormente
se valido el ajuste para la liberacion de la hormona AIA desde las particulas poliméricas
con el modelo cinético linealizado de Korsmeyer — Peppas, a través del coeficiente de

correlacién de Pearson (R) que presenta dicho modelo matematico.

Estos resultados se reportaron en el Cuadro [V.9 y es por ello, que las siguientes graficas
(Figuras [V.23,1V.24, IV.25,1V.27,1V.29, V.30, IV.31,IV.33, IV.34 y [V.35) fueron

bosquejadas sélo en este sector. 34

El término “ajuste de la liberacion de la hormona AIA” desde las particulas de alginato
hacia algiin modelo cinético, se refiere a que existe en todo proceso de liberacién de
alglin elemento activo, una explicacidén o descripcion de su comportamiento mediante
el uso de modelos cinéticos que son los encargados de indicar las formas de liberacién
del compuesto activo (fickiana, no fickiana, transporte tipo II, entre otros), conforme

este va evolucionando en el tiempo.

- VELOCIDAD DE AGITACION

Se analizo para la expresidn cinética desarrollada en la liberacion de la hormona AIA,
el efecto de la velocidad de agitacion; el cual se estudid en dos velocidades diferentes,
a 130 rpm y 200 rpm, bajo el modelo matematico de Korsmeyer — Peppas, que indica la
relacién entre la liberacion del elemento activo respecto al tiempo dada por una ecuaciéon
exponencial (Ecuacién [V.l) y que aplica al 60% de la cantidad total de hormona

liberada. 34



Dichas velocidades de agitacién, fueron seleccionadas con el criterio de acelerar hasta
cierto punto, el contacto entre las moléculas del solvente con la matriz polimérica y asi
lograr empezar la liberacion de la hormona AIA. Claro estd, que ambas tenian que
diferenciarse en cierto margen y ademas, no tenian que ser muy elevadas, ya que habrian
ocasionado un intercambio muy forzado entre el sistema de liberacion con su medio de

contacto.

Por tanto, teniendo en cuenta estas premisas y ademas respaldadas por la literatura

cientifica, se realizo la liberacién de la hormona vegetal a 130 rpm y 200 rpm. [!!%]

Las graficas del modelo linealizado del estudio cinético de liberacién, para la matriz de
alginato M3 cargada con la hormona acido 1,3-indol acético, se presentan en seguida,

tanto a 130 rpm como a 200 rpm respectivamente.
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Figura IV. 22. Modelo Lineal Log (M/My) vs Log t para la matriz M3 a 130 rpm
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Figura' IV. 23. Modelo Lineal Log (MJ/M,,) vs Log t pafa la matriz M3 a 200 rpm

Conforme a lo observado en las Figuras [V.22 y [V.23, se ha de percatar que el cambio
en la velocidad de agitacion (ejecutado en dos eventos separados) que se hace para la
liberacion de la hormona AIA desde la matriz M3, no origina un cambio notorio en el

perfil del prototipo linealizado de la cinética de liberacion. Ademds ambas graficas

mostraron tendencias acorde al modelo establecido por Korsmeyer - Peppas.

Asimismo, se muestran los bosquejos del modelo lineal de la cinética de liberacidn, para

la matriz de alginato M7 cargada con la hormona acido 1,3-indol acético a 130 rpm y

200 rpm.
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Figura IV. 24. Modelo Lineal Log (M/Mg) vs Log t para la matriz M7 a 130 rpm
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Figura IV. 25. Modelo Lineal Log (M¢/Mq) vs Log t para la matriz M7 a 200 rpm

En relacién a las Figuras [V.24 y IV.25, se expone que pudo haber un cambio
significativo en el perfil del modelo cinético linealizado, al realizar la variacion de la
velocidad de agitacidn, en dos sesiones independientes, durante la etapa de liberacidn

de la hormona vegetal a partir de la matriz M7.

Pero por lo general, se infiere que los resultados del efecto de la velocidad de agitacion,
en el estudio cinético de liberacion de la hormona AIA, llegaron a ajustarse
satisfactoriamente con el modelo cinético dado por Korsmeyer - Peppas, para las

matrices de alginato M3 y M7.

- MEDIO DE LIBERACION

La liberacion de la hormona 4cido 1,3-indol acético ha sido realizada en agua y se
estudiaron sus cambios cinéticos durante su liberacion, causados por el efecto del medio

siguiendo los lineamientos del modelo de Korsmeyer - Peppas.

Las dos graficas del modelo linealizado de la cinética de liberacién en agua, para las
matrices de alginato M3 y M7 cargadas con la hormona 4cido 1,3-indol acético, se

muestran en seguida:
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Figura I'V. 26. Modelo Lineal Log (M/My) vs Log t para la matriz M3 en agua

0.05

0.5 1 1.5 2.5

et

-0.05

—@®— Zona Lineal

--------- Lineal (Zona Lineal)

Log (M¢/M,)

Logt

Figura IV. 27. Modelo Lineal Log (M/Ma) vs Log t para la matriz M7 en agua

De las Figuras IV.26 y IV.27, no hubo una modificacién relevante en el modelo
linealizado de la cinética de liberacion de la hormona AIA; cuando se tiene como medio
al agua tanto para las particulas de alginato M3 y M7. De esta informacién, se destaca

que las dos figuras presentaron un comportamiento dirigido por el modelo cinético de

Korsmeyer - Peppas.




- TEMPERATURA

Otro efecto importante en el estudio de la cinética de liberaciéon de la hormona acido
1,3-indol acético, es la temperatura; que tal como se sabe, a medida que aumenta, hace
que la hormona sea vulnerable y se descomponga gradualmente. Este proceso se realizd

al5°Cya?25°C,através del modelo cinético de Korsmeyer - Peppas.

En las dos gréficas siguientes, se muestra la evolucion cinética de la liberacién de la

hormona AJA, para las particulas de alginato M3 a las dos temperaturas escogidas.
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Figura IV. 28. Modelo Lineal Log (M/M,) vs Log t para la matriz M3 a 15 °C
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Figura IV. 29. Modelo Lineal Log (M¢/M,) vs Log t para la matriz M3 a 25 °C



Al tener las Figuras [V.28 y [V.29, se muestra que el modelo linealizado de la cinética
de liberacién de la hormona AIA, mantiene su perfil en ambos bosquejos; a pesar de los
cambios de temperatura sufridos en cada proceso para las particulas de alginato M3. A
su vez, se infirid que el mecanismo de liberacién de la hormona vegetal en las dos

graficas, es gobernado por el modelo de Korsmeyer - Peppas.

De igual manera, se presentan dos figuras para las particulas de alginato M7, respecto
al perfil del modelo lineal de su cinética de liberacion de la hormona AIA,a 15°C ya

25 °C.
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Figura IV. 30. Modelo Lineal Log (M/My) vs Log t para la matriz M7 a 15 °C
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Figura IV. 31. Modelo Lineal Log (M/My) vs Log t para la matriz M7 a 25 °C



Del analisis de las Figuras IV.30 y [V.31, se afirma que no se evidencié una diferencia
significativa en el trazo del modelo linealizado de Korsmeyer - Peppas en la cinética de
liberacién de la hormona AIA, para las particulas de alginato M7 y cuando la

temperatura se modifica de 15 °C a 25 °C (en procesos independientes).

Finalmente se analiz6 que a una mayor temperatura, se incrementa el valor de la
pendiente de la ecuacion linealizada; ello indica que se manifestaria un mejor
mecanismo de liberacion de la hormona AIA. Asimismo, los resultados del efecto de la
temperatura, en el estudio cinético de liberacion de la auxina, se ajustaron
convenientemente al modelo de Korsmeyer - Peppas para las dos matrices de alginato

M3 y M7.

- TIPO DE PREPARACION

El cuarto efecto que se estudid para la cinética de liberacion de la hormona AIA, fue el
tipo de preparacién de las particulas de alginato. Para ello, se emplearon dos formas de
elaboracién. Tanto la primera como la segunda forma siguieron etapas idénticas de
preparacion; la Gnica variante fue, que para el primer proceso de obtencion se utiliz6
una bureta y para el segundo una jeringa respectivamente. Logrando de esta manera

obtener diferentes tamafios de particulas poliméricas.

A continuacién se muestran dos figuras, que representan al estudio cinético de liberacion
de la auxina, cada una con su modelo linealizado de Korsmeyer - Peppas para la matriz

de alginato M3 y con su tipo de preparacién establecido.
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Figura IV. 32. Modelo Lineal Log (M/My) vs Log t para la matriz M3 formacion de
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Figura IV. 33. Modelo Lineal Log (M/M,) vs Log t para la matriz M3 formaciéon de
particulas de menor tamaiio

De las Figuras IV.32 y IV.33, se establecid que luego de la evaluacion del efecto del
tipo de preparacién de las particulas de alginato M3; el perfil del modelo lineal de
Korsmeyer - Peppas de dichas graficas, se mantiene casi invariante, una vez realizada

la cinética de liberacion de la hormona acido 1,3-indol acético.



Asi también, se presentan dos graficas finales, cuyos estudios cinéticos de liberacion de
la hormona AIA, se realizaron con el modelo lineal de Korsmeyer — Peppas, para la

matriz de alginato M7, bajo el analisis del efecto de modo de preparacion.
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Figura IV. 34. Modelo Lineal Log (M/Mq) vs Log t para la matriz M7 formaci6én de

particulas de mayor tamaio
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Figura IV. 35. Modelo Lineal Log (M/Mg) vs Log t para la matriz M7 formacién de
particulas de menor tamaiio

Se confirma de las Figuras IV.34 y IV.35, que tampoco existe una disimilitud relevante
en el trazo del modelo lineal de la cinética de liberacion de la hormona acido 1,3-indol

acético (siguiendo el criterio del modelo de Korsmeyer — Peppas), para la matriz de

alginato M7, bajo el efecto del tipo de preparacion de las particulas de alginato.




Cabe resaltar, que practicamente este efecto de la forma de obtencién de las particulas,
no modifica la delineacién del mecanismo cinético de liberacion de la auxina AIA, para
las matrices de alginato M3 y M7. Ademas, estas cuatro graficas se desarrollan bajo el

modelo matematico de Korsmeyer — Peppas.

Prosiguiendo con la investigacion de estos cuatro efectos (velocidad de agitacidén, medio
de liberacién, temperatura y tipo de preparacion), se presentd en el Cuadro 15, un
resumen muy detallado de cada uno de ellos y de los valores que adoptaron las
constantes principales (7 y k) del modelo cinético de Korsmeyer — Peppas; ademas del
coeficiente de correlacion (R), que se extrajo del modelo linealizado de la cinética de

liberacion para cada figura:

Cuadro IV. 9. Valores calculados de &, n y R (coeficiente de correlacion de Pearson) de la
Ecuacion IV.1 en la cinética de liberacion in vitro de 1a hormona AIA bajo
cuatro efectos y cantidades cargadas en la matriz de alginato

130 rpm M3 0.430 0.258 | 0.32 | 0.9714
200 rpm M3 0.309 0.244 | 0.31 | 0.9861
130 rpm M7 0.176 0.299 | 0.26 | 0.9879
200 rpm M7 0.192 0.231 | 0.30 | 0.8824
Agua M3 0.430 0.258 | 0.32 | 0.9714
Agua M7 0.176 0.299 | 0.26 | 0.9879
15°C M3 0.303 0.198 | 0.33 | 0.9546
25°C M3 0.344 0.121 | 0.61 | 0.9931
15°C M7 0.171 0.420 | 0.16 | 0.9863
25°C M7 0.189 0.274 | 0.27 | 0.9577
Bureta M3 0.430 0.258 | 0.32 | 09714
Jeringa - M3 0.210 0.474 | 0.16 | 0.9434

Bureta M7 0.176 0.299 | 0.26 | 0.9879 |

|
Jeringa M7 0.091 0.269 | 0.25 | 0.9847




El estadistico R, que viene a ser el coeficiente de correlacion de Pearson, es un parametro
evaluado dentro de los modelos cinéticos de liberacién; ya que relaciona

cuantitativamente a las variables en estudio y verifica si entre ellas existe linealidad.

Entonces de acuerdo al Cuadro IV.9, los valores de R fueron > 0.90, en casi un 100%
de los resultados obtenidos, usando el modelo cinético linealizado de Korsmeyer —
Peppas para el estudio cinético de liberacion de la hormona AIA y teniendo como
efectos en cada proceso a la velocidad de agitacion, medio de liberacion, temperatura y

tipo de preparacion.

Ello indica, que este modelo matematico rige en méaxima medida el mecanismo de
liberacién de la auxina acido 1,3-indol acético; cuyo medio de difusion es el agua en

todos los casos.

Ademas al tener un coeficiente de correlacion > 0.90, se asegur6 que las variables de la

Ecuacion [V.1, se hayan interrelacionado linealmente en un determinado tiempo.

También de esta misma ecuacion, se debe conocer que cuando » = 0.50, el mecanismo
cinético que describe el comportamiento general de un farmaco, se adapta en relacion a

la Ley de Fick.

Por otra parte, para valores de n > 0.50 y n < 1.0, se establece que existe una difusion
anomala o no Fickiana; predominando en el proceso, la difusidn-relajacién de las
cadenas poliméricas, esto quiere decir que el sistema de liberacion es parcialmente dado
por la proporcién entre el flujo de la hormona con la gradiente de dicha concentracion;
asi como, el tiempo que demora la cadena polimérica en acoger a las moléculas que

ingresan del disolvente.

En caso se obtenga valores de » = 1.0, el mecanismo de transporte es conocido como

Tipo II; ello quiere decir que el flujo del soluto es efectuado a velocidades fijas y es

controlado principalmente por la relajacion de las mallas poliméricas.




Una vez descritas todas las condiciones de la constante » (parametro asociado al
mecanismo de transporte de la hormona); se comprobd que los resultados en el Cuadro
IV.9, mostraron valores de » oscilando entre 0.16 y 0.61. Esto quiere decir, que hubo
una minima desviacion de la difusion fickiana y que la liberacion de la hormona AIA
fue parcialmente controlada, durante el ingreso del disolvente, por la relajacién
viscoelastica del biopolimero que, debido a este desprendimiento de la tensién de sus
cadenas, genera posiblemente un hinchamiento que permite su liberacion en funcién al

tiempo.

Cabe destacar, que al analizar el efecto de la velocidad de agitacion en las Figuras [V.22
y IV.23, correspondientes a la matriz M3 (3% Alginato, 2% CaClz; y 0.1% Hormona),
se infirié que el valor de la pendiente es menor en la Figura IV.23; lo que indic6 que

posee un menor valor de n.

En consecuencia cuando la velocidad de agitacion aumenté en el proceso de liberacion
de la hormona AIA, se afirma que el valor de » disminuye y hay una menor cantidad de

hormona liberada.

En el caso del efecto de la temperatura para la matriz M3, comparando las Figuras IV.28
y IV.29, se extrajo la informacién que el mayor valor para la contante » se presentd en
la Figura IV.29, la cual tuvo una mayor temperatura durante el proceso de liberacién de

la hormona AIA y llegd a tener una cantidad superior de hormona liberada.

Para la evaluacién de la constante £ en las Figuras IV.26 y [V.27, se observ6 que el valor
de £ aumento en la matriz M7 (tuvo menor cantidad de hormona liberada), ello significa
que probablemente, en medio acuoso, se gener6 una fuerte interaccion por puente de

hidrégeno, entre los grupos OH del biopolimero y la hormona.

IV.7 MODELO PROBABLE DE INTERACCION ENTRE LA HORMONA
ACIDO 1,3-INDOL ACETICO CON ALGINATO ENTRECRUZADO CON
IONES Ca?*

En esta seccién se brinda un enfoque a nivel molecular, para poder explicar la forma en

que estarian dandose las interacciones una vez cargada la hormona AIA en las particulas

de alginato con calcio.



Los datos relevantes de partida, en torno a entender la disposicidon quimica que tienen
todos estos componentes al momento de estar en contacto; son la conformacion del
alginato con calcio a pH neutro y el valor pKa = 4.75 (a 25°C) de la auxina acido 1,3-

indol acético. (116

Una vez establecidos estos parametros, se procede a desarrollar la estructura mas
probable a través de la mecanica molecular en el programa Spartan 14. En este programa
se lograron resultados de diferentes tipos de interaccion entre las moléculas de alginato
entrecruzado con iones Ca?" y las moléculas de la hormona AIA, obteniendo que la
menor energia fue de -8265.81 kJ/mol y que correspondio a la interaccion entre dos
bloques guluronato del alginato con seis moléculas de la hormona AIA (tres moléculas

por cada bloque G) y diez iones calcio (Ca?*).

Esto indicaria que la Figura [V.36, obtenida del programa Avogadro 1.1.1 (usado para

abrir esta imagen), llegaria a ser la méas estable.

Asimismo, la imagen presentada a continuacidn, se caracteriza por presentar en gran
parte interacciones via puente de hidrdgeno entre los grupos hidroxilo OH del alginato

con los OH del grupo carboxilo de la hormona AIA.

Ademas, los grupo carboxilato de los bloques G del alginato interaccionan con los iones

calcio.

Ca?* @
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Figura IV. 36. Estructura conformada por la interaccion entre la hormona AIA con
alginato entrecruzado con Ca?* Fuente: Propio autor



V. CONCLUSIONES

> Las técnicas que se usaron para la caracterizacion del alginato de partida (FT-IR y
Viscosimetria), nos mostraron las caracteristicas fisicoquimicas del material
empleado en esta Tesis. En primer lugar, el alginato presentd bajo peso molecular
(144.6 kDa) mediante viscosimetria y sus bandas obtenidas a través de
espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR) correspondieron a
los enlaces O-H, C-H, O-C-O, C-C-H, C-C y C-O, que son tipicas de este

biopolimero.

> A partir del disefio factorial 23, se obtuvo que las matrices de alginato.con un mejor
perfil de liberacién de la hormona 4cido 1,3-indol acético, correspondieron a las
particulas elaboradas M3 (3 % Alginato, 2 % CaCl2y 0.1 % Hormona) y M7 (3 %
Alginato, 2 % CaCla y 0.05 % Hormona).

> Las técnicas de caracterizacion utilizadas en la preparacion de las particulas
cargadas y sin cargar del alginato (FT-IR so6lo para las matrices cargadas, SEM y
TGA), nos mostraron que la hormona esta presente en la matriz polimérica.
De esto, las respectivas comparaciones de los espectros FT-IR de las matrices de
alginato (M3 y M7) cargadas con la hormona AIA respecto al espectro FT-IR del
alginato inicial, mostraron que, los grupos funcionales O-C-O, C-C-H, O-C-H, C-
O, C-C, se mantuvieron del alginato de partida. No obstante, surgieron nuevas
bandas con grupos los siguientes grupos funcionales C=0 y N-H; que indica la
presencia la hormona AIA.
La rugosidad observada a partir de las micrografias de las particulas cargadas con
la hormona AIA en comparaciéon a las superficies lisas observadas en las
micrografias de las particulas sin cargar, demuestran la apariencia de dicha
hormona en la matriz polimérica.
A pesar de que todas estas técnicas mencionadas evidencian la presencia de la
hormona AIA en las particulas de alginato, los ensayos termogravimétricos no nos
mostraron una diferencia marcada en las temperaturas de descomposicién térmica.
Lo cual es debido a que se trata de dos moléculas orgénicas, que deben presentar

procesos de descomposicion a temperaturas similares.



Al ajustar los resultados a los tres modelos cinéticos dados a partir de la literatura
cientifica, se concluye que el mecanismo cinético de liberacién de la hormona AIA
corresponde al modelo establecido por Korsmeyer - Peppas. Esto significa que al
haber obtenido la constante del mecanismo de transporte #, entre 0.16 y 0.61, dicha

hormona se difunde a través de un mecanismo fickiano con ligera desviacién.

El programa Spartan 14 muestra en una primera aproximacion, las interacciones
biopolimero entrecruzado y hormona. Se dan entre dos bloques guluronato del
alginato, seis moléculas de la hormona AIA (tres moléculas por cada bloque G) y
diez iones calcio (Ca®"), que corresponden a la energia de menor valor de
interaccion, donde probablemente predominan interacciones puente de hidrogeno
entre los OH del grupo carboxilo de la hormona AIA con los grupos hidroxilo OH

del alginato.



VI. RECOMENDACIONES

La importancia de esta Tesis, es que permite generar nuevas investigaciones en el campo

agroindustrial, por lo cual se presentan en seguida algunas recomendaciones, tales como:

» La caracterizacion adicional mediante RMN - 3C o RMN - 'H, segun sea el alcance
de investigacion que se quiera llegar; con el objeto de tener maxima precisién de la

distribucion exacta entre los bloques G y los bloques M del alginato.

» La ejecucion de liberacion de la hormona 4cido 1,3-indol acético en un medio de
solucién hidropdnica, ya que en esta, se podra acondicionar una situacién mas real
de lo que probablemente pueda estar pasando en si, en un medio de cultivo. A su
vez, analizar el comportamiento de desarrollo de la planta bajo evaluaciones de

ciertas propiedades quimicas, como el pH, temperatura, fuerza idnica, entre otras.

» El andlisis de otro grupo de hormonas vegetales tales como las giberelinas o
citoquininas; encontrando para estos grupos el compuesto mas representativo. De
esta manera, ver el efecto de las fitohormonas (a ciertas dosis), que pueden causar

en determinadas plantas en estudio.

» La realizacién de nuevas formulaciones entre los grupos mas importantes de los
reguladores de crecimiento de las plantas, hasta encontrar el mejor rendimiento en
sus diferentes etapas de desarrollo; para lo cual también tienen que ser examinados
los efectos de temperatura, tipa de preparacion, velocidad de agitacion y medio de

liberacidn.



VII. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

[1] Prakash, J. (2018). Functional importance of the plant microbiome: Implications for
agriculture, forestry and bioenergy. Cleaner Production, 178, 877-879.

[2] Zwanenburg, B., & Blanco, D. (2018). Strigolactones: new plant hormones in the
spotlight. Experimental Botany, 69(9), 2205-2218.

[3] Romero, C., Chavez, R., Molina, V., y Pazmifio, A. (2018). EFECTOS DE LAS
HORMONAS VEGETALES SOBRE EL RENDIMIENTO DEL CULTIVO DE
ARROZ (Oryza sativa L.). AGRO-UTB, 1(2), 43-51.

[4] Shi, H., Zhang, S., Lin, D., Wei, Y., Yan, Y., Liu, G., Reiter, R., & Chan, Z. (2018).
Zinc finger of Arabidopsis thaliana 6 is involved in melatonin-mediated auxin
signaling through interacting INDETERMINATE DOMAINIS and INDOLE-3-
ACETIC ACID 17. Pineal Research, 65(2), 1-10.

[5] Cendejas, M., Laureen, X., & Quintero, [. (2017). SINTESIS Y
CARACTERIZACION DE ESFERAS POLIMERICAS PARA LA LIBERACION
DE FARMACOS. JOVENES EN LA CIENCIA, 3(2), 2696-2700.

[6] Lopes, M., Abrahim, B., Veiga, F., Sei¢a, R., Mendes, L., Armaud, P., Andrade, J., &
Ribeiro, A. (2016). Preparation methods and applications behind alginate-based
particles. Expert Opinion on Drug Delivery, 14(6), 769-782.

[7] Pietrobon, D. (2018). APLICACAO DE HIDROGEIS DE QUITOSANA/
ALGINATO COM PROPRIEDADE MAGNETICA NA REMOCAO DE [ONS
Pb(Il) DE SISTEMAS AQUOSOS. Tese de Mestrado. Universidade Tecnologica
Federal do Parana. Programa de Pds-Graduagdo em Engenharia Ambiental.

[8] Rivas, E., Benavides, A., Martinez, S., Garcia, H., Medrano, J., & Vera, [. (2018).
Incremento en la eficacia de la aplicacion de compuestos bioactivos suelo usando
alginato como agente encapsulante. Proyecto de Investigacion para Tesis de Grado.
Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro. Departamento de Botanica.

[9] Cuatzo, M. (2010). “EFECTO DE LAS CONDICIONES DE PROCESO EN LA
CONSERVACION DE ALIMENTOS ENCAPSULADOS POR EL METODO DE
GELIFICACION IONICA”. Tesis de Maestria. Instituto Politécnico Nacional.
Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas.

[10] Caizaluisa, A. (2018). DESARROLLO DE UN SISTEMA DE LIBERACION
CONTROLADA BASADO EN MICROPARTICULAS MUCOADHESIVAS DE
ALGINATO CON CLARITROMICINA Y METRONIDAZOL. Tesis de Grado.
Universidad Central del Ecuador. Facultad de Ciencias Quimicas.



[11] De Lima, T. (2018). APLICACAO DE NANOPARTICULAS DE PRATA E
TITANIO NA MELHORIA DAS PROPRIEDADES DE FILMES DE ALGINATO
DE SODIO PARA USO EM CURATIVOS. Tese de Mestrado. Universidade
Estadual Paulista “Julio De Mesquita Filho”. Facultad de Engenharia.

[12] Wang, L., Shankar, S., & Rhim, J. (2017). Properties of alginate-based films
reinforced with cellulose fibers and cellulose nanowhiskers isolated from mulberry
pulp. Food Hydrocolloids, 63, 201-208.

[13] Saxena, A., Bhattacharya, A., Kumar, S., Epstein, [., & Sahney, R. (2017).
Biopolymer matrix for nano-encapsulation of urease — A model protein and its
application in urea detection. Colloid and Interface Science, 490, 452-461.

[14] Soto, M., Sanchez, V., & Trujillo, M. (2014). CARACTERIZACION DE
PELICULAS SERIGRAFICAS DE TiO»/ALGINATO. Revista Mexicana de
Ingenieria Quimica, 13(1),227-236.

[15] Andersen, T., Auk-Emblem, P., & Dornish, M. (2015). 3D Cell Culture in Alginate
Hydrogels. Microarrays, 4(2), 133-161.

[16] Grassi, M., Sandolo, C., Perin, D., Coviello, T., Lapasin, R., & Grassi, G. (2009).
Structural Characterization of Calcium Alginate Matrices by Means of Mechanical
and Release Tests. Molecules, 14, 3003-3017.

[17] Donati, I., Paoletti, S., & Rehm, B. (2009). Material Properties of Alginates.
Alginates:Biology and Applications, 13, 1-53.

[18] Hecht, H., & Srebnik, S. (2016). Structural Characterization of Sodium Alginate and
Calcium Alginate. Biomacromolecules, 17(6), 2160-2167.

[19] Morch, Y., Donati, 1., Strand, B., & Skjak-Brzk, G. (2006). Effect of Ca?*, Ba?*, and
Sr** on alginate microbeads. Biomacromolecules, 7(5), 1471-1480.

[20] Lee, K., & Mooney, D. (2012). Alginate: properties and biomedical applications.
Prog Polym Sci., 37(1), 106-126.

[21] Lin, C., & Metters, A. (2006). Hydrogels in controlled release formulations: Network
design and mathematical modeling. Adv Drug Deliv Rev, 58(12-13), 1379-1408.

[22] Huamani, R. (2017). “MODIFICACION QUIMICA DEL ALGINATO CON
CISTEINA Y SU APLICACION PARA LA REMOCION DE Pb (II) Y Cd (II) EN
SOLUCIONES ACUOSAS?”. Tesis de Grado. Universidad Nacional de Ingenieria.
Facultad de Ciencias.

[23] Santhanes, D., Yee, L., Siang, F., & Coombes, A. (2018). Exploiting the versatility
of oral capsule formulations based on high M-alginate for targeted delivery of poorly

water soluble drugs to the upper and lower GI tract. Drug Delivery Science and
Technology, 46, 384-391.




[24] Castilhos, N., Sampaio, N., da Silva, B., Riegel, |., Grassi, M., & Silva, B. (2017).
Physical-chemical characteristics and potential use of a novel alginate/zein hydrogel

as the sorption phase for polar organic compounds. Carbohydrate Polymers, 174,
507-516.

[25] Hung, S., Bansal, N., & Bhandari, B. (2017). Alginate gel particles-A review of
production techniques and physical properties. Critical Reviews in Food Science and
Nutrition, 57(6), 1133-1152.

[26] Maestrelli, F., Mura, P., Gonzalez, M., Cdzar, M., Rabasco, A., Di Cesare, L., &
Ghelardini, C. (2017). Calcium alginate microspheres containing metformin
hydrochloride niosomes and chitosomes aimed for oral therapy of type 2 diabetes
mellitus. International Journal of Pharmaceutics, 530(1-2), 430-439.

[27] Costa, M., Marques, A., Pastrana, L., Teixeira, J., Sillankorva, S., & Cerqueira, M.
(2018). Physicochemical properties of alginate-based films: eftect of ionic

crosslinking and mannuronic and guluronic acid ratio. Food Hydrocolloids, 81, 442-
448.

[28] Ramos, P., Silva, P., Alario, M., Pastrana, L., Teixeira, J., Cerqueira, M., & Vicente,
A. (2018). Eftect of alginate molecular weight and M/G ratio in beads properties
foreseeing the protection of probiotics. Food Hydrocolloids, 77, 8-16.

[29] Bierhalz, A., da Silva, M., Braga, M., Sousa, H., & Kieckbusch, T. (2014). Ettect of
calcium and/or barium crosslinking on the physical and antimicrobial properties of
natamycin-loaded alginate films. LWT — Food Science and Technology, 57(2), 494-
S01.

[30] Hariyadi, D., Purwanti, T., & Adilla, S. (2018). Intluence of crosslinker
concentration on the characteristics of erythropoietin-alginate microspheres.
Pharmacy & Pharmacognosy Research, 6(4), 250-259.

[31] Zhang, B., Hu, B., Nakauma, M., Funami, T., Nishinari, K., Draget, K., Phillips, G.,
& Fang, Y. (2018). Modulation of calcium-induced gelation of pectin by
oligoguluronate as compared to alginate. Food Research International.

[32] Shi, T., Peng, H., Zeng, S., Ii, R., Shi, K., Huang, H., & Ji, X. (2017). Microbial
production of plant hormones: Opportunities and challenges. Bioengineered, 8(2),
124-128.

[33] Jacome, M. (2015). “Comportamiento agrondomico del cultivo de arroz Oryza sativa
bajo riego a la aplicacion de MPC microorganismos promotores de crecimiento y
hormonas vegetales en la zona de Babahoyo™. Tesis de Grado. Universidad Técnica
de Babahoyo. Facultad de Ciencias Agropecuarias.



[34] Beck, J., Alborn, H., Block, A., Christensen, S., Hunter, C., Rering, C., Seidl, I.,
Stuhl, C., Torto, B., & Tumlinson, J. (2018). Interactions Among Plants, Insects, and
Microbes: Elucidation of Inter-Organismal Chemical Communications n
Agricultural Ecology. AGRICULTURAL AND FOOD CHEMISTRY, 66(26), 6663-
6674.

[35] Youssef, S., Safwat, G., Baset, A., Shalaby, A., & El-Beltagi, H. (2018). EFECT OF
PHYTOPLASMA INFECTION ON PLANT HORMONES, ENZYMES AND
THEIR ROLE IN INFECTED SESAME. Fresenius Environmental Bulletin, 27(8),
5727-5735.

[36] Suh, J., Han, S., & Wang, Y. (2018). Development of an improved sample
preparation platform for acidic endogenous hormones in plant tissues using
electromembrane extraction. Journal of Chromatography A, 1535: 1-8.

[37] Moro, L. (2013). Regulagio hormonal da biossintese de antocianinas em framboesas
(Rubus idaeus) no periodo pos-colheita. Tese de Mestrado. Universidade de Sdo
Paulo. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas.

[38] Dorantes, K. (2011). Evaluacion del efecto de hormonas reguladoras de crecimiento
aplicando dos tipos de podas en Pinus greggii Engelm. en Saltillo Coahuila. Tesis de
Grado. Universidad Autéonoma Agraria Antonio Narro. Departamento Forestal.

[39] Celis, L., & Gallardo, I. (2008). ESTANDARIZACION DE METODOS DE
DETECCION PARA PROMOTORES DE CRECIMIENTO VEGETAL (ACIDO
INDOL ACETICO Y GIBERELINAS) EN CULTIVOS MICROBIANOS. Tesis de
Grado. Pontificia Universidad Javeriana. Facultad de Ciencias.

[40] Valderrama, L. (2013). Evaluacidn de cepas nativas de Azotobacter spp como agente
reductor de urea en el cultivo de cafia de azucar (Saccharum spp). Tesis de Maestria.
Universidad del Valle. Facultad de Ingenierias.

[41] Gurung, S., Mahato, S., Suresh, C., & Chetrri, B. (2016). Impact of Foliar
Application of Growth Regulators and Micronutrients on the Performance of
Darjeeling Mandarin. American Journal of Experimental Agriculture, 12(4), 1-7.

[42] Asami, T., & Nakagawa, Y. (2018). Preface to the Special Issue: Brief review of
plant hormones and their utilization in agriculture. Journal of Pesticide Science,
43(3), 154-158.

[43] Florentino, L., Silva, A., Landgraf, P., & Souza, F. (2017). Inoculagéo de bactérias
produtoras de 4cido 3-indol acético em plantas de alface (Lactuca sativa L.). Revista
Colombiana de Ciencias Horticolas, 11(1), 89-96.



[44] Bieleszova, K., Patizkova, B., Kubes, M., Husickova, A., Kubala, M., Ma, Q.,
Sedlafova, M., Robert, S., Dolezal, K., Strnad, M., Novak, O., & Zukauskaité, A.
(2018). New fluorescently labeled auxins exhibit promising anti-auxin activity. New
Biotechnology, 17, 1-27.

[45] Ozdal, M., Ozdal, O., Sezen, A., Algur, O., & Kurbanoglu, E. (2017). Continuous
production of indole-3-acetic acid by immobilized cells of Arthrobacter agilis. 3
Biotech, 7(1), 1-6.

[46] Goswami, D., Dhandhukia, P., Patel, P., & Thakker, J. (2014). Screening of PGPR
from saline desert of Kutch: Growth promotion in Arachis hypogea by Bacillus
licheniformis A2. Microbiological Research, 169, 66-75.

[47] Ibarra, J. (2017). Estudios microbioldgicos relacionados con el mejoramiento de
cultivos vegetales en zonas desfavorables. Tesis de Doctorado. Universidad de
Buenos Aires. Facultad de Ciencias Ex~~*~~ y Naturales.

[48] Li, M., Guo, R., Yu, F., Chen, X., Zhac Li, H., & Wu, J. (2018). Indole-3-Acetic
Acid Biosynthesis Pathways in the Plar neficial Bacterium Arthrobacter pascens
2721. Molecular Sciences, 19(2), 1-15

[49] Hao, X., Tang, H., Wang, B., Wang, [ 10, H., Wang, Y.,...& Wang, X. (2018).

Gene Characterization and Expressior alysis Reveal the Importance of Auxin
Signaling in Bud Dormancy Regulatio Tea Plant. Plant Growth Regulation, pp
1-16.

[50] Tenorio, R., Pérez, M., Vicente, J., M 1 L., Dreyer, ., & Pollmann, S. (2018).
[dentification of Two Auxin-Regulate itassium Transporters Involved in Seed
Maturation. Molecular Sciences, 19(7). 7.

[51] Taylor, B., & Hoover, B. (2018). Foliar Auxin Application Improves Adventitious
Rooting of Wall Germander Cuttings. Hort Technology, 28(1), 17-21.

[52] Patel, H., & Patel, M. (2018). Role of Auxins on Rooting of Different Types of
Cuttings in Fig. Int. J. Curr. Microbiol. App. Sci, 7(3), 1317-1322.

[53] Tesser, C., Letaif, M., de Araujo, J., Offringa, R., & Fett, A. (2018). Comparative
adventitious root development in pre-etiolated and flooded Arabidopsis hypocotyls
exposed to different auxins. Plant Physiology and Biochemistry, 127, 161-168.

[54] Mutte, S., Kato, H., Rothfels, C., Melkonian, M., Wong, G., & Weijers, D. (2018).
Origin and evolution of the nuclear auxin response system. eL/FE Sci, 7, 1-25.

[55] Nanda, A., & Melnyk, C. (2018). The role of plant hormones during grafting. Journal
of Plant Research, 131(1),49-58.



[56] Estrella, H. (2017).. CARACTERIZACION MOLECULAR DE GENES QUE
MODULAN LA TRANSCRIPCION Y EL TRANSPORTE DE AUXINAS Y SU
PAPEL EN LA RIZOGENESIS EN VITROPLANTAS DE Carica papaya L. cv.
MARADOL. Tesis de Doctorado. Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan,
A.C. Posgrado en Ciencias Bioldgicas.

[57] Vega, P., Canchignia, H., Gonzalez, M., & Seeger, M. (2016). BIOSINTESIS DE
ACIDO INDOL-3-ACETICO Y PROMOCION DEL CRECIMIENTO DE
PLANTAS POR BACTERIAS. Cultivos Tropicales, 37(1), 33-39.

[58] Novak, O., & Flokova, K. (2018). An UHPLC-MS/MS Method for Target Profiling
of Stress-Related Phytohormones. Methods Mol Biol, 1778, 183-192.

[59] Rosas, R. (2018). EFECTO AGUAMIEL-PULQUE Y AUXINAS-CITOCININAS
EN LA INDUCCION in vitro DE PLBs EN Phalaenopsis sp. Tesis de Grado.
Universidad Auténoma del Estado de México. Facultad de Ciencias Agricolas.

[60] Paul, S., Wildhagen, H., Janz, D., & Polle, A. (2017). Drought effects on the tissue-
and cell-specific cytokinin activity in polar. AoB Plants, 10(1), 1-18.

[61] Ramos, E., Bonilla, B., & Aguilar, M. (2018). Interacciones entre plantas y bacterias
promotoras de crecimiento vegetal. CITECSA, 10(15), 23-31.

[62] Jiang, K., & Asami, T. (2018). Chemical regulators of plant hormones and their
applications in basic research and agriculture. Bioscience, Biotechnology, and
Biochemistry, 82(8), 1-36.

[63] Jablonska, A., Matejczyk, M., & Czerpak, R. (2016). N6-benzyladenine and kinetin
influence antioxidative stress parameters in human skin fibroblasts. Mol Cell
Biochem, 413(1-2), 97-107.

[64] Meléndez, G., & Molina, E. (2002). Fertilizacion Foliar: Principios y Aplicaciones,
San José, Costa Rica: Asociacion Costarricense de la Ciencia del Suelo.

[65] Yoshida, H., Tanimoto, E., Hirai, T., Miyanoiri, Y., Mitani, R., Kawamura, M.,... &
Ueguchi, M. (2018). Evolution and diversification of the plant gibberellin receptor
GID 1. Proc Natl Sci U.S.A., 115(33), E7844-E7853.

[66] Rademacher, W. (2016). CHEMICAL REGULATORS OF GIBBERELLIN
STATUS AND THEIR APPLICATION IN PLANT PRODUCTION. Annual Plant
Reviews. 49, 359-403.

[67] Sun, D., Hussain, H., Yi, Z., Rookes, J., Kong, L., & Cahill, D. (2018). Delivery of
Abscisic - Acid to Plants Using Glutathione Responsive Mesoporous Silica
Nanoparticles. Journal of Nanoscience and Nanotechnology, 18(3), 1615-1625.

[68] Carmoni, L., Visconti, S., Aducci, P., & Marra, M. (2018). 14-3-3 Proteins in Plant
Hormone Signaling: Doing Several Things at Once. Front Plant Sci, 9(297), 1-8.



[69] Kumari, V., Dubey, A., Kumar, V., Tiwari, A., & Negi, P. (2017). Effect of plant
growth promoters on flowering and fruiting attributes of okra [Abelmoschus
esculentus (L.) Moench]. Crop Res, 52(1,2 & 3), 37-40.

[70] Phuong, N., Ha, H., Dieu, N., & Huy, B. (2017). Herbicide/Zn-Al-layered double
hydroxide hybrid composite: synthesis and slow/controlled release properties.
Environ Sci Pollut Res Int, 24(23), 19386-19392.

[71] Ramos, E., de Oliveira, J., Fernandes, L., & Singh, B. (2015). Polysaccharides as
safer release systems for agrochemicals. Agron. Sustain. Dev, 35(1), 47-66.

[72] Roy, A., Singh, S., Bajpai, J., & Bajpai, A. (2014). Controlled pesticide release from
biodegradable polymers. Cent. Eur. J. Chem, 12(4), 453-469.

(73] Li, D., Liu, B., Yang, F., Wang, X., Shen, H., & Wu, D. (2016). Preparation of
uniform starch microcapsules by premix membrane emulsion for controlled release
of avermectin. Carbohydrate Polymers, 136, 341-349.

[74] Sanchez, E., Meaurio, J., & Sarasua, J. (2017). Polimeros biodegradables con
moléculas biolégicamente activas para la prevencién de infecciones en dispositivos
biomédicos. CASEIB 2017, 139-142.

[75] Pozas, R., & Abad, J. (2010). ADSORCION DE MICOTOXINAS PRESENTES EN
LOS ALIMENTOS MEDIANTE BIOPOLIMEROS. Proyecto Final de Carrera.
Universitat Politécnica de Catalunya. Departamento Ingenieria Quimica.

[76] Flores, F., Daza, 1., Villafranca, M., Femandez, M., Morillo, E., & Undabeytia, T.
(2018). Lignin and ethylcellulose in controlled release formulations to reduce

leaching of chloridazon and metribuzin in light-textured soils. Journal of Hazardous
Materials, 343, 227-234.

[77] Ramos, E., de Oliveira, J., & Fraceto, L. (2014). Applicatioins of Controlled Release
Systems for Fungicides, Herbicides, Acaricides, Nutrients, and Plant Growth
Hormones: A Review. Advanced Science, Engineering and Medicine, 6(4), 1-15.

[78] Mishra, M. (2015). Handbook of Encapsulation and Controlled Release, Florida,
U.S.A: Taylor & Francis Group, LLC.

[79] Liu, B., Wang, Y., Yang, F., Wang, X., Shen, H., Cui, H., & Wu, D. (2016).
Construction of a controlled-release delivery system for pesticides using

biodegradable PLA-based microcapsules. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces,
144, 38-45.

-[80] Essawy, H., Ghazy, M., El-Hai, F., & Mohamed, M. (2016). Superabsorbent
hydrogels via graft polymerization of acrylic acid from chitosan-cellulose hybrid and
their potential in controlled release of soil nutrients. /nt J Biol Macromol, 89, 144-
151.



- [81] Li, X., Li, Q., Xu, X., Su, Y., Yue, Q., & Gao, B. (2016). Characterization, swelling
and slow-release properties of a new controlled release fertilizer based on wheat

straw cellulose hydrogel. Journal of the Taiwan Institute of Chemical Engineers, 60,
564-572.

[82] Cortez, P. (2015). “SISTEMAS POLIMERICOS BIOCOMPATIBLES PARA
LIBERACION CONTROLADA DE EMBELINA”. Tesis de Doctorado.
Universidad Nacional de Mar Del Plata. Facultad de Ingenieria.

[83] Murioz, B. (2015). Elaboracion y estudio de microparticulas de ciprofloxacino de
liberacién prolongada a nivel del colon. Tesis de Doctorado. Universidad de
Granada. Facultad de Farmacia.

[84] Martinez, M. (2016). Desarrollo y aplicaciones de hidrogeles para la administracién
y liberacién modificada de farmacos. Tesis de Doctorado. Universidad de Valencia.
Facultad de Farmacia.

[85] Pundir, S., Badola, A., & Sharma, D. (2013). SUSTAINED RELEASE MATRIX
TECHNOLOGY AND RECENT ADVANCE IN MATRIX DRUG DELIVERY
SYSTEM: A REVIEW. Int. J. Drug Res. Tech, 3(1), 12-20.

[86] Vasconcelos, I (2016). ESTUDO DE BLENDAS POLIMERICAS
CONSTITUIDAS POR GOMA XANTANA E POLI (ALCOOL VINILICO)
RETICULADAS COM ACIDO CITRICO PARA APLICACAO EM SISTEMAS
DE LIBERACAO CONTROLADA DE FARMACOS. Tese de Mestrado.
Universidade Federal da Paraiba. Departamento de Quimica.

[87] Bonillo, A. (2017). DESARROLLO DE COMPRIMIDOS DE LIBERACION
CONTROLADA CON UNA POLIESTERAMIDA DERIVADA DE L-ALANINA,
PADAS. Tesis de Doctorado. Universidad de Granada. Facultad de Farmacia.

[88] Leodn, V., Rieumont, J., Bordallo, E., Lépez, O., & Garcia, C. (2014). Mecanismo de
liberacion de diclofenaco a partir de un copolimero entérico base celulosa. Revista
CENIC, 45, 90-95.

[89] Charkhi, A., & Claeskens, G. (2018). Asymptotic post-selection inference for the
Akaike information criterion. Biometrika, 105(3), 645-664.

[90] Ly, A., Marsman, M., & Wagenmakers, E. (2017). Analytic posteriors for Pearson’s
correlation coefficient. Statistica Neerlandica, 72(1), 4-13.

[91] Quevedo, H., & Pérez, B. (2014). ESTADISTICA PARA INGENIERIA Y CIENCIAS,
México, D.F., México: GRUPO EDITORIAL PATRIA.

[92] Barrio, M., Alvarez, J., Diaz, L. (2004). Elaboracion de una tarifa con clasificacion
de productos para Quercus robur L. en Galicia basada en un modelo de volumen
porcentual. Invest Agrar: Sist Recur For, 13(3), 506-517.



[93] Serban, E., Diaconu, I., Ruse, E., Eftimie, E., & Nechifor, G. (2017). STUDIES ON
THE TRANSPORT OF INDOLE-3-ACETIC ACID THROUGH BULK LIQUID
MEMBRANES. Revue Roumaine de Chimie, 62(6-7), 505-509.

[94] Kincl, M., Turk, S., & Vrecer, F. (2005). Application of experimental design
methodology in development and optimization of drug release method. International
Journal of Pharmaceutics, 291(1-2), 165-174.

[95] Ege, S. (2000). Quimica Organica. Estructura y Reactividad. Tomo 2, Barcelona,
Espafia: Editorial Reverté.

[96] Rodriguez, C., Caiiizo, A., & Subramaniam, P. (1983). INACTIVACION DE LA
AUXINA [IAA POR NITRITO Y SU RELEVANCIA EN EL PROCESO DE
INFECCION DE PLANTAS FIJADORAS DE NITROGENO. Anu. Cent. Edafol.
Biol Apl Salamanca, 9, 307-320.

[97] Nissen, S., & Sutter, E. (1990). Stability of [AA and [BA in Nutrient Medium to
Several Tissue Culture Procedures. HortScience, 25(7), 800-802.

[98] Pérez, J. (2010). Estudios de Efectividad Biologica de Productos en el Cultivo de
Melén Cantaloupe (Cucumis melo var. Reticulata) F1 Chaparral. Tesis de Grado.
Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro. Division de Agronomia.

[99] Duca, D., Rose, D., & Glick, B. (2018). Indole acetic acid overproduction
transformants of the rhizobacterium Pseudomonas sp. UW4. Antonie Van
Leeuwenhoek, 111(9), 1645-1660.

[100] Gomez, D., & Navaza, J. (2003). Rheology of aqueous solutions of food additives

Effect of concentration, temperatura and blending. Journal of Food Engineering,
56(4), 387-392.

[101] Masuelli, M., & Illanes, C. (2014). Review of the characterization of sodium
alginate by intrinsic viscosity measurements. Comparative analysis between
conventional and single point methods. International Journal of BioMaterials
Science and Engineering, 1(1), 1-11.

[102] Leal, D., Matsuhiro, B., Rossi, M., & Caruso, F. (2008). FT-IR spectra of alginic
acid block fractions in three species of brown seaweeds. Carbohydrate Research,
343(2), 308-316.

[103] Hormaza, A., Figueroa, D., & Moreno, A. (2012). EVALUACION DE LA
REMOCION DE UN COLORANTE AZO SOBRE TUZA DE MAIZ MEDIANTE
DISENO ESTADISTICO. Revista de la Facultad de Ciencias, 1(1), 61-71.

[104] Yeung, T., Arroyo, 1., McClements, D., & Sela, D. (2015). Microencapsulation of
probiotics in hydrogel particles: enhancing Lactococcus lactis subsp. cremoris
L.M0230 viability using calcium alginate beads. Food Funct, 7(4), 1797-1804.



[105] Lopes, T. (2016). DESENVOLVIMENTO E AVALIACAO DE PARTICULAS A
BASE DE BLENDAS ENTRE SERICINA E ALGINATO PARA APLICACAO
AMBIENTAL. Tese de Doutorado. Universidade Estadual de Campinas. Faculdade
de Engenharia Quimica.

[106] Fontes, G. (2013). MICROENCAPSULAMENTO DE PENICILINA G PARA
TRATAMENTO PROFILATICO DA FEBRE REUMATICA. Tese de Doutorado.
Universidade Federal do Rio de Janeiro. Escola de Quimica.

[107] Mendes, F. (2017). PREPARACAO, CARACTERIZACAO E ESTUDOS DE
LIBERACAO CONTROLADA DE PANCREATINA ENCAPSULADA EM
DIFERENTES HIDROGEIS. Tese de Mestrado. Universidade Federal de Alfenas.
Departamento de Quimica.

[108] Algothmi, W., Murthy, N., Yu, Y., Shapter, J., & Ellis, A. (2013). Alginate-
graphene oxide hybrid gel beads: An efficient copper adsorbent material. Journal
of Colloid and Interface Science, 397, 32-38.

[109] Wu, D., Zhao, J., Zhang, L., Wu, Q., & Yang, Y. (2010). Lanthanum adsorption
using iron oxide loaded calcium alginate beads. Hydrometallurgy, 101(1-2), 76-83.

[110] Kamnev, A., Shchelochkov, A., Perfiliev, Y., Tarantilis, P., & Polissiou, M. (2001).
Spectroscopic investigation of indole-3-acetic acid interaction with iron(III).
Journal of Molecular Structure, 563-564(1-3), 565-572.

[111] Nayak, A., Pal, D., & Santra, K. (2015). Swelling and drug release behavior of
metformin HCl-loaded tamarind seed polysaccharide-alginate beads. International
Journal of Biological Macromolecules, 82, 1023-1027.

[112] Yang, J., Han, Y., Park, M., Park., T., Hwang, S., & Choy, J. (2007). New Inorganic
—Based Drug Delivery System of Indole-3-Acetic Acid-Layered Metal Hydroxide
Nanohybrids with Controlled Release Rate. Chem. Mater, 19(10), 2679-2685.

[113] Gonzélez, N., El-Halah, A., Contreras, J., & Rojas, B. (2018). Estudio de la
capacidad de absorcién en hidrogeles semi-interpenetrados de poliacrilamida/
poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalirato). Rev. Colomb. Quim, 47(3), 5-12.

[114] Séez, V., Herndez, E., & Sanz, L.. (2004). MECANISMOS DE LIBERACION DE
FARMACOS DESDE MATERIALES POLIMEROS. Revista Iberoamericana de
Polimeros, 5(1), 55-70.

[115] Aguilar, I. (2014). Preparacién y evaluacion en suelo de fertilizantes de liberacién
controlada (NPK) cubiertos con polimeros biodegradables. Tesis de Maestria.
" Universidad Nacional de Colombia.

[116] Ponce, L. (2012). “Determinacion de pesticidas de caracter 4dcido en frutas y
hortalizas mediante LC-MS/MS”. Tesis de Maestria. Universidad de Almeria.



VIII. ANEXOS

ANEXO 1: Modelos Cinéticos de Orden Cero y Primer Orden

Se describe mediante los siguientes graficos, la cinética de liberacion de la hormona ATA
y su progreso en el tiempo respecto a los modelos de Orden Cero y Primer Orden, para
las matrices M3 y M7; considerando los efectos de la modificacion en la velocidad de

agitacion, cambio de temperatura, medio de liberacién en agua y tamafio de preparacion:

De la ecuacidn de Orden Cero:

Qi=Qo+Koxt ....Ecuacidon VIII.I

- VELOCIDAD DE AGITACION

Se muestran las graficas de este modelo cinético de liberacidn, para las matrices de
alginato M3 y M7 cargada con la hormona &cido 1,3-indol acético a 130 rpm (para fines
practicos, los resultados de los coeficientes de Pearson a 200 rpm, se muestran directo en

el Cuadro VIIIL.1).
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Figura VIIIL. 1. Modelo Lineal Q; vs t para la matriz M3 a 130 rpm
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- MEDIO DE LIBERACION

Se muestran las graficas de este modelo cinético de liberacién, para las matrices de

alginato M3 y M7 cargada con la hormona 4cido 1,3-indol acético a 130 rpm en agua.
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Figura VIIL 3. Modelo Lineal Q; vs t para la matriz M3 en agua
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Figura VIII. 4. Modelo Lineal Q; vs t para la matriz M7 en agua
- TEMPERATURA

Las graficas de este modelo cinético de liberacion, para las matrices de alginato M3 y M7
cargada con la hormona acido I,3-indol acético a 15 °C, se muestran en seguida (los

resultados de los coeficientes de Pearson a 25 °C, se manifiestan en el Cuadro VIII.1).
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Figura VIII. 5. Modelo Lineal Q; vs t para la matriz M3 a 15 °C
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Figura VIIIL. 6. Modelo Lineal Q vs t para la matriz M7 a 15 °C

- TIPO DE PREPARACION

Para este modelo cinético de liberacion, las graficas son visualizadas para las matrices de
alginato M3 y M7 cargada con la hormona acido 1,3-indol acético mediante un tipo de
preparacion establecido (los resultados de los coeficientes de Pearson de la formacion de

particulas de menor tamafio, se observan en el Cuadro VIII.1).
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Figura VIIIL. 7. Modelo Lineal Q¢ vs t para la matriz M3 formacion de particulas de
mayor tamaio
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Figura VIII. 8. Modelo Lineal Q; vs t para la matriz M7 formacion de particulas de
mayor tamaio

En el siguiente modelo, se tiene de la ecuacién de Primer Orden:

Ln(Qy)=Ln(Qo) +Kixt . Ecuacién VIIIL.2

- VELOCIDAD DE AGITACION

Se muestra la grafica del modelo cinético de liberacion, para las matriz de alginato M3
cargada con la hormona 4cido 1,3-indol acético a 130 rpm (para fines practicos, los demas

resultados de los coeficientes de Pearson, se ubican en el Cuadro VIII.2).
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Figura VIIL. 9. Modelo Lineal Ln(Qy) vs t para la matriz M3 a 130 rpm




- MEDIO DE LIBERACION

Se observa la grafica de la matriz de alginato M3 cargada con la hormona é4cido 1,3-indol

acético, para este modelo cinético en agua (los resultados de la matriz M7, se presentan
en el Cuadro VIIIL.2).
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Figura VIII. 10. Modelo Lineal Ln(Qy) vs t para la matriz M3 en agua

- TEMPERATURA

La gréafica es para M3 cargada con la hormona AIA a 15 °C (los otros resultados de los

coeficientes de Pearson, se manifiestan en el Cuadro VIIIL.2).
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- TIPO DE PREPARACION

Para este modelo cinético de liberacion, la grafica es para la matriz de alginato M3,
cargada con la hormona AIA, mediante un tipo de preparacién establecido (los otros

resultados de los coeficientes de Pearson, se observan en el Cuadro VIII.2).
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Figura VIII. 12. Modelo Lineal Ln(Q;) vs t para la matriz M3 formacién de particulas de
mayor tamaifo

De toda la recopilacion de graficas, tanto para los modelos matematicos de Orden Cero y
Primer Orden, se hace un resumen de informacién en los cuadros VIII.1 y VIIIL.2, para
poder discernir si se ajustan o no a la tendencia desarrollada de la cinética de liberacién

de la hormona acido 1,3-indol acético a través del sistema polimérico.

Es importante tener en cuenta, que el estadistico de aceptacidn para este estudio, es el
coeficiente de Pearson (R); el cual cumple con la condicién de juzgar en un intervalo de
confianza establecido, la probabilidad de que modelo se tiene que escoger como candidato

para la explicacién del mecanismo de liberacién

.A continuacién se presentan ambos cuadros y al término de este se da una explicacion

detallada para los dos modelos de liberacién:




.. Cuadro VIII. 1. Valores calculados de R de l1a Ecuaciéon VIII.1 (Modelo Orden Cero)
en la cinética de liberacidn in vitro de la hormona AIA bajo cuatro
efectos y cantidades cargadas en la matriz de alginato

130 rpm M3 0.9822
200 rpm M3 0.8931
130 rpm M7 0.9125
200 rpm M7 0.7991
Agua M3 0.9822
Agua M7 0.9125
15°C M3 0.8506
25°C M3 0.9998
15°C M7 0.9347
25°C M7 0.8040
Bureta M3 0.9822
Jeringa M3 0.7690
Bureta M7 0.9125
Jeringa M7 0.9208

Es evidente apreciar que los valores de los coeficientes de Pearson (R), para el modelo de
Orden Cero, son menores a 0.9 (dato minimo establecido para poder evaluar la linealidad
entre dos variables) en gran medida. Ello quiere decir que este modelo, no se ajusta al

mecanismo de la cinética de liberaciéon de la hormona AIA; era de esperarse, puesto que

este modelo es basicamente ideal.




Cuadro VIII. 2. Valores calculados de R de la Ecuacion VIIIL.2 (Modelo Primer Orden)
en la cinética de liberacion in vitro de la hormona AIA bajo cuatro
efectos y cantidades cargadas en la matriz de alginato

130 rpm M3 0.9632
200 rpm M3 0.8454
130 rpm M7 0.8608
200 rpm M7 0.6961
Agua M3 0.9632
Agua M7 0.8608
15°C M3. 0.7523
25°C M3 0.9963
15°C M7 0.8943
25°C M7 0.7622
Bureta M3 0.9632
Jeringa M3 0.7370
Bureta M7 0.8608
Jeringa M7 0.8582

Mientras que para el modelo de Primer Orden, los valores de R mantienen también una

desviacion respecto al valor minimo de aceptacién (0.9) de la linealidad. Por lo que se

afirma que este modelo tampoco se ajusta a la tendencia de la cinética de liberacion de la

hormona AIA.






