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INTRODUCCION

Entre los principales desafios del futuro, se encuentra el de asegurar alimentos para
satisfacer el aumento en la demanda, para lo cual es necesario, entre otras cosas, aumentar
la eficiencia de los cultivos, asi como también disminuir las pérdidas producto de la falta de
fertilidad en los suelos. Para enfrentar esta problematica se utilizan fertilizantes que
compensen las carencias del suelo y satisfagan las necesidades nutricionales de las plantas.
Los fertilizantes nitrogenados como la urea, presentan una utilizacion efectiva del nitrégeno
de entre el 40-70% (Bilal Beig, 2020), esta baja efectividad es producto, entre otros factores,
de una rapida liberacién de la urea en el suelo, que puede provocar dafios al cultivo, asi
como también contaminacién en fuentes de agua subterranea debido a filtraciones y
liberacion de amoniaco a la atmdsfera. Muchos autores sugieren realizar una cobertura
polimérica sobre los fertilizantes ordinarios de urea, para disminuir la tasa de liberacién en el
suelo (Bilal Beig., 2020). Inicialmente se utilizaron materiales de cobertura sintéticos, no
biodegradables, los cuales desencadenaron problemas, debido a su lenta o nula
descomposicion en el suelo. Es por este motivo, que ultimamente el enfoque se centrd en
buscar coberturas para los fertilizantes basadas en polimeros naturales biodegradables o
blends de polimeros. Entre estos materiales se encuentra el Poli-3-hidroxibutirato (PHB),
derivado de fuentes naturales, que constituye un polimero biodegradable aceptable para
esta finalidad (Costa M. , 2013).
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OBJETIVOS
* Utilizar el PHB producido por Halomonas titanicae KHS3 como material de
encapsulacion o recubrimiento de urea.
* Evaluar diferentes protocolos para la encapsulacion o recubrimiento de urea.
* Analizar la cinética de liberacién de urea a partir de los productos encapsulados o
recubiertos.
METODOLOGIA

Obtencién del PHB.

A partir de biomasa liofilizada y seca (2 lotes de 5,84 g y 4,996 g respectivamente) se extrajo
el PHB. Para esto, la biomasa liofilizada se resuspendié en 200 mL de una solucion de
HCIO 1%, y se agitd a temperatura ambiente durante 1 h. Posteriormente se llevd a un
volumen final de 1 L con la solucién de HCIO y se incubd 1 h a 37°C en un agitador orbital a
200 RPM. En esta etapa se consigue la lisis de las bacterias y la liberacién del PHB. Luego
se procedié a colectar el PHB liberado por centrifugacion a 15500 g durante 10 minutos a
4°C. Se descarto el sobrenadante y el pellet se resuspendié en etanol, se volvié a centrifugar
a 15500 g y se retird el sobrenadante. Luego se dejé secando bajo campana para favorecer
la evaporacion del etanol. Finalmente se liofilizd el PHB resultante para su almacenamiento y
posterior uso.

Obtencidn de las particulas.

Las particulas fueron preparadas por investigadores del Instituto de Investigaciones en
Ciencia y Tecnologia de Materiales (UNMdP-CONICET). Brevemente, se preparé una
solucion de PHB 3,5 % p/v en acido acético glacial y una solucién al 3 % p/v de Urea. Se
colocd la solucion de urea en un vaso de precipitado, y se agregd por goteo mediante
velocidad de infusion controlada la solucion de PHB, generando una dispersion de alto
rendimiento mediante homogeneizacion con Ultraturrax. Para preparar las particulas de
Urea-PHB-PVA, la suspensién de urea y PHB se agregé a la solucion de PVA 1 % (p/v).
Luego del procesamiento, se colocaron ambas suspensiones en agitacion magnética (750
rom) durante 1 h, para favorecer la evaporacién del solvente. Posteriormente, se dejé en
agitacion durante 6 h, para garantizar la evaporacion total del solvente residual.

Obtencién de granulos recubiertos y laminas de PHB-urea.

Se prepard una solucion de PHB 5% (p/v) en cloroformo, incubando en bafio maria a 40°C
durante 10 min., para favorecer la disolucién. Posteriormente se integro la solucién de PHB
con 1,8497 g de granulos de urea en un vaso de precipitado y se agité durante 5 minutos en
agitador orbital. Se volcaron los granulos recubiertos sobre la superficie de un colador plano,
permitiendo drenar el exceso de soluciéon de PHB a la vez que se evaporaba el solvente.
Una vez secos, los granulos se recuperaron y se pesaron para inferir la cantidad de PHB
depositado sobre su superficie.

Se prepararon laminas de PHB conteniendo urea de diferentes dimensiones con algunas
diferencias en los procedimientos. Una de ellas (lamina 1) se prepar6 agregando 250 mg de
urea en polvo a una solucién de PHB 5% (p/v) preparada como se indicod previamente. Se
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volco la mezcla sobre una de las mitades de una caja de petri, y se dejo evaporar el solvente
en agitacion mecanica suave. Por otra parte, se prepararon laminas mas pequefias (laminas
2 y 3) vertiendo la solucién de PHB 5% (p/v) sobre una cantidad conocida de urea en polvo,
dispuesta sobre una de las mitades de una caja de petri. Sin homogeneizar, se incubé de
manera estatica hasta la evaporacion completa del solvente.

Cuantificacion del contenido de PHB y urea en las particulas

Para determinar el contenido de polimero en las particulas preparadas tanto con PHB como
con PHB-PVA, se prepararon por triplicado suspensiones de 50 mg de urea pura como
control positivo y para cada tipo de particula en 100 mL de agua. Estas se incubaron durante
un lapso suficiente, previamente ensayado, para permitir la liberacion de la totalidad de la
urea. Se filtraron estas suspensiones utilizando filtros de fibra de vidrio previamente secados
y pesados. Las particulas retenidas se lavaron con agua destilada. Los filtros con las
particulas retenidas se secaron a 60°C durante 24 hs y fueron pesados. Por otro lado, el
contenido de urea en el filtrado fue determinado empleando un kit enzimatico colorimétrico
comercial (Uremia, Wiener Lab, Argentina), siguiendo las instrucciones del proveedor.
Liberacion de urea desde granulos y laminas en medio acuoso

Una suspensién de 100 mg de granulos de urea recubiertos con PHB en 10 mL de agua
destilada, se incubd en agitacién orbital (100 RPM) y se tomaron muestras de la fase liquida
alos 0; 2,5; 5y 10 min. Se realizé en paralelo un ensayo control en el que la suspensién
contenia 100 mg de granulos de urea sin recubrir.

Para evaluar la liberacion desde las laminas, cada lamina se suspendié en 10 mL de agua, y
se incubaron de manera estatica, tomando muestras periédicamente de la fraccion liquida,
homogeneizando previamente.

La concentracion de urea en las muestras de los distintos ensayos se determiné con el kit
colorimétrico como se menciond anteriormente.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Como se muestra en la Fig. 1.A, en el caso de las particulas de PHB-urea, la masa de PHB,
retenida en los filtros luego de haber liberado toda la urea al medio acuoso, resulté ser un
59,5% en base a la masa de dichas particulas. En el caso de las de PHB-urea-PVA, la masa
de PHB resulté ser un 22,3%. Se estima que un porcentaje de la masa de las particulas
corresponde a PVA y este fue solubilizado por el agua. Por otra parte, la concentracion de
urea cuantificada en el filtrado fue de (2,0+0,9) mM para las particulas preparadas con PHB
y de (3,910,7) mM para las de PHB-PVA. Si bien aqui se verifica que las particulas
efectivamente contienen los respectivos polimeros, segun pudo establecerse en ensayos
preliminares, la liberacion de la urea fue instantanea, no sufrié retraso cuantificable al ser
encapsulada en estas particulas, tomando como control urea no encapsulada en polvo.

En el caso de los granulos recubiertos, preparados acorde a lo descripto en el apartado de
metodologia, el porcentaje de PHB que forma parte del recubrimiento resultdé ser un 1,2 %
de la masa total de las particulas. En el ensayo de liberacion de urea desde estos granulos,
se verificd que la maxima concentracion de urea en la fraccién liquida se alcanzo a los 2,5
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min., como se observa en la Fig. 1.B. Este tiempo coincide con el requerido para alcanzar
dicho maximo en el ensayo con los granulos no recubiertos. Por lo tanto, este método
tampoco permite retrasar la liberacion de la urea empleando PHB como material de
recubrimiento.
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Figura 1: A. Grafico de barras representativo del contenido de urea en particulas de urea (control),
PHB-urea y PHB-urea-PVA (n=3). B. Curva de liberacion de urea en el tiempo para granulos
recubiertos y granulos desnudos (control). C. Curva de liberacién de urea en el tiempo para lamina 1
(250 mg de urea). D. Curva de liberacion de urea en el tiempo para lamina 2 (22,4 mg de urea) y
lamina 3 (18,6 mg de urea).

Respecto a la liberacion desde las laminas, como se puede observar en la Fig. 1.C, la nro. 1
(preparada con agitacion constante durante el proceso de evaporacién del solvente),
permiti6 cierto grado de retraso en la liberacion de la urea contenida en su interior,
alcanzando la concentracién maxima (288,86 mg) en la fase liquida a los 120 min. Por otra
parte, las laminas 2 y 3, liberan la mayor parte de su contenido de urea de manera
practicamente instantanea, detectandose esa concentracion maxima desde la primera
muestra, inmediatamente luego de ponerlas en contacto con la fase acuosa.

Se puede concluir que se pudieron obtener productos con diferentes contenidos de urea y
polimero, usando tanto urea granulada como urea polvo. Sin embargo, en las condiciones
estudiadas la mayoria de los productos formulados no permitié alcanzar un grado deseable
de retraso en la liberacion.
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