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RESUMEN

El proyecto final realizado representa un trabajo de desarrollo de agroinsumos ecolégicamente
amigables basados en nanoarcillas funcionalizadas a escala de planta piloto, a partir de formulaciones

previamente realizadas a escala laboratorio.

Para la inmovilizacion de principios activos, que el soporte sea biocompatible e inerte representa un
requerimiento importante para que no interfiera con la estructura nativa de los mismos, y, por lo tanto, no

interfiera en su actividad biolégica. Notablemente, todas estas caracteristicas convergen en la Bentonita (Bent).

En primer lugar, se llevaron a cabo distintas formulaciones de Bent-Q y Bent-AS modificando variables
clave del proceso para lograr una optimizacion de la obtencién de las nanoarcillas. Una vez producidas las
diferentes nanoarcillas, se realizaron ensayos de caracterizacion en la busqueda de determinar si las variaciones
realizadas en el proceso original tienen alguna influencia en las propiedades finales de los productos y se
alcanzaban resultados similares a los obtenidos a escala laboratorio. Se logré hacer un analisis cualitativo y
cuantitativo a partir de los ensayos de Difraccidon por Rayos X, termogravimétricos, de espectrofotometria

Infrarrojo, de microscopia y de otras propiedades relevantes.

Una vez finalizada la etapa de caracterizacidon se estudid, junto con el Instituto de Investigaciones
Bioldgicas (lIB), la efectividad de las arcillas funcionalizadas en escala planta piloto como promotoras de

crecimiento y/o inductoras de tolerancia a estrés salino en plantas de tomate.

A partir de los resultados obtenidos en los ensayos de caracterizacién y las propiedades bioldgicas
logradas por los distintos productos, se selecciond la nanoarcila Bent-Q4-5min como la formulacion éptimay se
hizo un analisis de factibilidad econdmica de su produccion a escala planta piloto. Se conformd un proyecto de
inversion con bases en el Parque Industrial de Mar del Plata, se realizdé un estudio de mercado para estimar la
potencial demanda a nivel nacional y se disefié una planta capaz de producir hasta 14.000 kg anuales de Bent-
Q. Utilizando los métodos de tasa interna de retorno y tiempo de repago se determind que el proyecto seria

rentable.



CAPITULO 1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS DE LA TESIS

Introduccion
La agricultura representa un extenso ambito de la actividad humana, abarcando la ciencia y tecnologia

relacionadas con la produccién y aprovechamiento de vegetales. Esta actividad se dedica no solo a la
alimentacion, sino también al desarrollo de combustibles y una amplia gama de productos industriales®. En la
actualidad, enfrenta una serie de desafios significativos, particularmente vinculados al cambio climatico, la
urbanizacidn, cuestiones ambientales como la acumulacion de pesticidas y fertilizantes, asi como al considerable
crecimiento demogréfico global proyectado a superar los 9 billones de habitantes para el afio 20502. Por otro
lado, los cambios ambientales asociados a las condiciones climaticas altamente dinamicas traen consigo el
desarrollo de nuevas enfermedades y problemas asociados al uso extensivo de fitosanitarios en la agricultura
que desafian la generacion de nuevas herramientas agrotecnoldgicas. Ademas, ante la disminucion de los
recursos petroliferos a nivel mundial, es previsible que los productos y materiales agricolas vuelvan a ser
considerados como la base del comercio y la manufactura, generando asi demandas adicionales en la produccion
agricola?.

Los pesticidas o agroquimicos son sustancias destinadas a prevenir, destruir, repeler o disminuir el dafio
de cualquier plaga. El término pesticida incluye un amplio rango de compuestos como insecticidas, fungicidas,
raticidas, molusquicidas, herbicidas, etc. Las plagas pueden ser insectos, patdgenos vegetales, microbios, aves,
etc. que pueden destruir propiedades, propagar o ayudar a propagar enfermedades®*. Gracias a los
agroquimicos se ha logrado aumentar considerablemente la produccién de alimentos desde mediados el siglo
pasado, y la necesidad actual de aumentar la produccion de alimentos debido al rapido crecimiento de la
poblacién humana mantiene la presidn sobre el uso intensivo de pesticidas y fertilizantes®. Para tener una idea
en numero, la produccién de granos alimenticios aumenté de 1783 millones de toneladas en 1994° a 2847
millones de toneladas al final del afio 2023’.

En todo el mundo, el 40% de los productos agricolas se pierde debido a enfermedades de las plantas,
malezas y plagas colectivamente®. De no haber sido por los pesticidas las pérdidas de productos cosechables por
malezas, enfermedades y plagas de insectos hubieran sido mucho mayores*®. Estas pérdidas de produccién
habrian disminuido la oferta de productos cosechados, incrementando asi los precios de los mismos. Con esto
no solo se evitaron pérdidas econdmicas considerables para los productores, sino que también se pudo
alimentar a una mayor parte de la poblacién a un menor costo para sus bolsillos. Ademas, estas sustancias no
solo protegen los cultivos de los dafios provocados por las plagas, sino que también aumentan
considerablemente los rendimientos de cultivos. Los pesticidas también previenen los brotes de enfermedades
mediante el control de roedores e insectos contribuyendo a mejorar la salud humana. Se calcula que
aproximadamente 7 millones de muertes de personas en todo el mundo han sido prevenidas por el uso de
insecticidas, eliminando estos vectores de enfermedades, como pueden ser la fiebre amarilla, encefalitis, peste
bubdnica, fiebre tifoidea, etc®.

A pesar de las ventajas mencionadas en el parrafo anterior, estas sustancias traen aparejadas serias
desventajas que seran analizadas a continuacién. El riesgo a la salud humana por pesticidas se genera
fundamentalmente de dos formas; por la exposicién ocupacional durante la produccion y aplicacion de

pesticidas y por la interaccion humana con los ecosistemas afectados. Grandes cantidades de pesticidas se
6



dispersan lejos del punto de aplicacién y llegan al suelo, aire, agua, alimento y otros sistemas. La ingesta y el
contacto con agua, aire y alimentos contaminados, asi como la acumulacién de contaminantes a lo largo de la
cadena alimentaria, pueden provocar dafios en diversas formas de vida®.

La mayoria de los pesticidas no distingue entre plagas y otras formas de vida similares, como seres
humanos, animales, otros organismos vivos e incluso el medioambiente. Son potencialmente dafiinos si se
utilizan incorrectamente. Se estima que unas 220.000 personas mueren y alrededor de 3 millones® de personas
se envenenan cada afio en paises en desarrollo por plaguicidas. Los mayores afectados resultan ser trabajadores
agricolas®.

Entre el 80-90% de los pesticidas aplicados pueden volatizarse en cuestion de dias, hecho muy comun
cuando se aplican con rociadores. Los pesticidas volatizados se evaporan en el aire y pueden causar dafio a
organismos no objetivo®. Hay una evidencia abrumadora de que algunos de estos productos quimicos
representan un riesgo potencial para humanos y otras formas de vida, ademas de efectos secundarios no
deseados para el medio ambiente. Ningun segmento de la poblacién estd completamente protegido contra la
exposicion a plaguicidas y las enfermedades potencialmente graves que pueden traer aparejados. Sin embargo,
una gran parte de los damnificados son gente de los paises en desarrollo y personas de alto riesgo de cada pais,
como son los trabajadores de produccién, mezcladores, trabajadores agricolas y rociadores®.

Los pesticidas ingresan al cuerpo humano por inhalacidn, ingestion o penetracion a través de la piel.
Sin embargo, la mayoria de las personas se ven afectadas por la ingesta de alimentos contaminados con
pesticidas®. Los efectos téxicos que producen en la salud humana son muy variables. Pueden aparecer en dias y
son de naturaleza inmediata (intoxicacion aguda) o pueden tardar meses o afilos en manifestarse y por eso se
denominan efectos crénicos o a largo plazo3. Varios sintomas como dolores de cabeza, dolores corporales,
erupciones cutaneas, falta de concentracién, nauseas, mareos, calambres, ataques de panico y, en casos graves,
aunque raramente pasa, el coma y la muerte podrian ocurrir debido a una intoxicacién aguda por pesticidas®8.

Cualquier efecto dafiino que se produzca por pequeiias dosis repetidas durante un periodo de tiempo
se denomina "efecto crénico"3. Los efectos crénicos de los plaguicidas suelen ser letales y pueden no aparecer
sintomas incluso por afios®. Estos son efectos a largo plazo que pueden afectar a mdltiples érganos del cuerpo.
Entre dichos efectos por exposicidn a ciertos pesticidas se pueden incluir defectos de nacimiento, intoxicacion
del feto, generacion de tumores benignos o malignos, cambios genéticos, trastornos sanguineos, trastornos en
nervios, alteracidon endocrina y efectos sobre la reproduccidn, alterando el nivel de hormonas reproductivas,
tanto masculinas como femeninas®?,

Los pesticidas pueden contaminar el suelo, el agua, el césped y otra vegetacién. Ademds de matar
insectos o malezas, pueden ser tdxicos para una gran cantidad de otros organismos, como las aves, peces,
insectos beneficiosos y plantas no objetivo®. Los efectos de los plaguicidas en el sistema ambiental pueden variar
desde desviaciones menores en el funcionamiento normal del ecosistema hasta la pérdida de diversidad de
especies. Una vez que estas sustancias se liberan al medio ambiente, pueden tener muchos destinos diferentes.
Cuando se rocian pesticidas en cultivos agricolas, pueden encontrar su camino a través del aire y eventualmente
terminar en otros segmentos del medio ambiente, como el suelo o el agua. Los pesticidas que se aplican
directamente al suelo pueden llegar a cuerpos de agua a través de la escorrentia superficial o pueden filtrarse a
través del suelo hacia capas inferiores de suelo y hacia el agua subterrdnea3.
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El tratamiento intensivo del suelo con pesticidas puede causar que las poblaciones de microorganismos
beneficiosos del suelo disminuyan. Si se pierden bacterias y hongos, entonces el suelo se degrada. El uso excesivo
de fertilizantes y pesticidas quimicos tienen efectos sobre los organismos del suelo que son similares al uso
excesivo de antibidticos por parte de los humanos. Si bien el uso indiscriminado de productos quimicos podria
funcionar durante algunos afios, después de un tiempo, no habria suficientes organismos benéficos del suelo
para retener los nutrientes, dando como resultado suelos cada vez menos fértiles*.

Los riesgos asociados con el uso de plaguicidas han superado sus efectos beneficiosos®. Tal situacién
deja en evidencia la necesidad de realizar nuevos desarrollos innovadores y comprometidos con el cuidado del
ambiente que aporten soluciones sostenibles en funcion de la calidad de vida de los habitantes y su entorno
ambiental. Especificamente, desde el punto de vista agroalimenticio se pretende reducir la cantidad de
productos quimicos que se aplican y aumentar los rendimientos productivos a través de la optimizacidn de los
recursos tales como el agua y los nutrientes del suelo®® utilizando la menor cantidad de agroinsumos téxicos
posibles!!. A pesar de que los plaguicidas estdn sometidos a un proceso regulatorio estricto, con el fin de
minimizar el impacto en la salud humana y el ambiente, se ha incrementado la preocupacién respecto a los
riesgos asociados a la salud. En especial los relacionados con la exposicidn ocupacional, en la que son afectados
los trabajadores agricolas, los de la industria quimica y toda persona que mezcla, carga, transporta y aplica
plaguicidas formulados®. Sin embargo, la oferta de biopesticidas o compuestos de baja inocuidad ambiental es
aun relativamente escasa®?. Frente a este escenario, la introduccién al mercado de nuevos compuestos inocuos
y de alta eficacia y calidad representa una oportunidad muy promisoria a nivel nacional e internacional. Por eso
mismo es importante la busqueda y desarrollo de pesticidas ecolégicamente amigables, basados en principios
bioactivos, de modo de reducir el impacto ambiental y atenuar las graves consecuencias hacia las personas que
se han mencionado en parrafos anteriores.

Un desafio permanente es garantizar que los agroquimicos utilizados produzcan la menor cantidad de
efectos perjudiciales tanto para el medio ambiente como para el consumo humano. En este sentido, la obtencion
y aplicacién de bioinsumos provenientes de recursos naturales constituye una alternativa de solucién a esta
problematica. Dentro de las estrategias de control integrado del cultivo se incluye el uso de compuestos
biocompatibles que aumentan la tolerancia de las plantas frente a estrés y que redundarian en una reduccion
del uso de fitosanitarios convencionales para el control de plagas y enfermedades.

Los compuestos naturales con potencialidades como bioestimulantes y antimicrobianos, tales como
extractos de plantas y de algas, hormonas, péptidos, polisacaridos y aminoacidos entre otros, se han estudiado
como alternativas muy prometedoras para reducir el uso de sustancias pesticidas y agroquimicos sintéticos*3.
Uno de ellos es el Quitosano (Q). El Q es un polimero natural, no téxico, biocompatible y biodegradable!**>, que
es obtenido a partir de la desacetilacion parcial de la quitina en medio alcalino. La quitina forma parte del
exoesqueleto de crustdceos marinos y de la pared celular de algunos hongos®® y es el segundo polimero natural
mas abundante, detras de la celulosa’:8.

Se ha demostrado que el Q induce numerosas respuestas bioldgicas en plantas y mejora la respuesta
de las mismas antes estreses bidticos y abiéticos'*1°. Cuando una planta es infectada por un patdgeno, responde
mediante la induccién de un mecanismo de defensa innato. Las moléculas que poseen la habilidad de activar
estos mecanismos de defensa de las plantas se llaman “elicitores”®. El conocimiento sobre mecanismos
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bioquimicos y moleculares de defensa de las plantas ha permitido inducir artificialmente respuestas defensivas
utilizando inductores quimicos o elicitores naturales?®®. En este sentido, el uso de Q se estad volviendo muy
importante ya que es un polimero amigable con el medio ambiente para la proteccién de cultivos'®. El Q
representa una alternativa al uso de pesticidas téxicos para el tratamiento de distintos fitopatégenos incluyendo
bacterias, hongos, virus, nematodos, etc.*>?1-23

El potente efecto del Q sobre las enfermedades de las plantas se debe a sus propiedades
antimicrobianas y actividad de elicitacion de la inmunidad innata de la planta. La actividad antimicrobiana estd
influenciada por varios factores, como el peso molecular, solubilidad, densidad de carga positiva, modificacién
quimica, pH, concentracion, capacidad quelante y tipo de microorganismo. Ademas, la naturaleza
biodegradable, no téxica y no alergénica del Q fomenta su uso potencial como material bioactivo?. Por lo tanto,
el Q puede ser un candidato prometedor para controlar de forma segura las enfermedades de las plantas. Sin
embargo, su efectividad requiere aplicaciones repetidas a lo largo del tiempo, lo que implica un uso intensivo
en dosis y, en consecuencia, representa un inconveniente técnico y econémico.

Otro gran candidato para el control de enfermedades y el manejo del estrés en plantas es el Acido
Salicilico (AS), que es una hormona vegetal de tipo anti-estrés. El AS es un compuesto fendlico sintetizado por
las plantas con propiedades hormonales®. Regula respuestas de desarrollo, incluyendo las respuestas de
defensa frente a diversos tipos de estreses bidticos (virus, bacterias y hongos)?® y abiéticos (sequia, temperatura,
toxicidad por metales pesados y salinidad)?’.

La fitohormona antiestrés AS es una hormona con funciones en varios procesos de crecimiento y
desarrollo, incluida la activacién de las respuestas de defensa de las plantas contra varios patégenos®®. Cuando
se aplica el AS en las plantas, su efecto inductor se mantiene durante 3 a 7 dias, pero la vida media del AS dentro
de la planta es muy corta y eso hace imprescindibles varias aplicaciones a lo largo del ciclo del cultivo lo cual
conlleva a mayor operatividad y altos costos de aplicacion.

Recientemente, la nanotecnologia abrié una nueva era de sistemas de liberacién sostenida. Se han
disefiado varios nanomateriales (NMs) para la liberacidn de principios activos con aplicacidn en agricultura como
se esquematiza en la Figura 1. Se han propuesto multiples modos de liberacion de ingredientes activos mediante
la modulacién de la estructura del sistema de carga (particula, fibra, sistemas en capas, particula porosa, capsula,
emulsidn, etc.). El desarrollo de compuestos nano-encapsulados ha facilitado la estabilizacion y proteccion de
los principios activos, asi como también la posibilidad de incrementar su eficiencia de accién debido a la
posibilidad de controlar o sostener su liberacién en el sistema biolégico blanco o target®. La liberacidn
predecible y reproducible de un agente activo en un ambiente determinado y durante un periodo de tiempo es,
sin dudas, una ventaja bioldgica y ambiental altamente significativa. En el contexto de la agricultura sostenible,
la aplicacion de sistemas basados en la nanoliberacién se considera uno de los enfoques altamente

prometedores.
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FIGURA 1. A) NANOMATERIALES CARGADOS CON DIVERSOS PRINCIPIOS ACTIVOS CON APLICACION EN AGRICULTURA.
MULTIPLES MODOS DE LIBERACION DE INGREDIENTES ACTIVOS MEDIANTE LA MODULACION DE LA ESTRUCTURA DEL SISTEMA
DE CARGA (PARTICULA, FIBRA, SISTEMA EN CAPAS, BASE POROSA, CAPSULA, EMULSION). B) EFECTO DEL TAMANO PEQUENO
Y LA GRAN SUPERFICIE ESPECIFICA DE LAS NANOPARTICULAS PARA MEJORAR LA BIODISPONIBILIDAD DE LOS INGREDIENTES
ACTIVOS.3°

Aunque los nanomateriales tienen aplicaciones prometedoras en la liberacidn de agroquimicos, existen
ciertas limitaciones principalmente relacionadas a los riesgos desconocidos para la salud de los seres humanos
y las dificultades regulatorias que trae el efecto del tamafio pequefio3!. La complejidad y el costo de la tecnologia
de fabricacién también limitan el uso a gran escala de estos nanomateriales en la agricultura.

El término arcilla se usa habitualmente con diferentes significados. Desde el punto de vista
mineraldgico engloba un grupo de minerales cuyas propiedades fisico-quimicas dependen de su estructura y de
su tamano de grano, muy fino, usualmente inferior a 2 um. Desde el punto de vista petroldgico, la arcilla es una
roca sedimentaria, en la mayoria de los casos de origen detritico, con caracteristicas bien definidas. Las rocas
estan finamente granuladas y al ser pulverizadas adecuadamente se hacen plasticas en contacto con el agua, si
luego son secadas se vuelven duras como el cuero y si se cuecen se convierten en cuerpos de permanente
aspecto rocoso. Para un ceramista una arcilla es un material natural que cuando se mezcla con agua en la
cantidad adecuada se convierte en una pasta plastica. Las arcillas no corresponden a una composicion quimica
o mineralégica definida sino que son mezclas de diversas especies minerales, que varian segun la composicién
de la roca matriz y el proceso de meteorizacién. Contienen minerales de origen secundario y restos de minerales
primarios, como feldespatos, micas, cuarzo y materia organica.

Con el reciente desarrollo de la nanotecnologia, las arcillas han encontrado multiples aplicaciones
debido a sus excelentes propiedades fisico-quimicas. Mas alld de sus usos tradicionales como materiales
ceramicos y de construccion, las arcillas se pueden emplear como adsorbentes de contaminantes naturales e
industriales, como soportes para la liberacion controlada de principios activos o excipientes en formulaciones

farmacéuticas, en el drea de cosmética, en la fabricacién de sensores y electrodos. Ademas, la versatilidad de
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las arcillas también se refleja en su creciente uso en la industria quimica para diferentes reacciones cataliticas y
foto cataliticas y para la preparacion de nanocompuestos de matriz polimérica. Las arcillas han resultado ser una
matriz inerte y biocompatible para la inmovilizacidn y proteccidon de numerosos principios activos con potencial
aplicacién en diversos campos industriales.

Las nanoarcillas son minerales naturales arcillosos que poseen al menos una de sus dimensiones en el
rango nanométrico. Las mismas se incluyen dentro de una amplia variedad de minerales arcillosos y hacen
referencia, principalmente, a los filosilicatos. Los filosilicatos se forman como resultado de la meteorizacién
guimica de los minerales de silicato en la superficie de la tierra y consisten en capas de 6xidos de aluminio y
silicio apiladas unas sobre las otras (aluminosilicatos estratificados).?

Las laminas son la unidad estructural basica de las nanoarcillas y son propensas a organizarse unas
sobre otras, como paginas de un libro. Las laminas individuales estan compuestas de capas tetraédricas y/u
octaédricas y como se ordenen es muy importante a la hora de definir y distinguir estos minerales arcillosos. En
la capa tetraédrica, los tetraedros de silicio-oxigeno estan unidos a los tetraedros vecinos compartiendo tres
esquinas, mientras que la cuarta esquina del tetraedro forma parte de la capa octaédrica. La capa octaédrica
estd generalmente compuesta por aluminio o magnesio con coordinacion 6 con el oxigeno de la capa tetraédrica
y con el hidroxilo. Las capas pueden estar compuestas a su vez por dos, tres o hasta cuatro capas de tetraedros
de silicio, [SiOa]*, y/u octaedros de aluminio, [AlO3(OH)3]®. El apilamiento de varias capas forma una “particula”,
mientras que el arreglo de varias particulas, recibe el nombre de “agregado”. Las capas pueden estar unidas
entre si por fuerzas de Van der Waals, fuerzas electrostaticas o por puentes de hidrégeno, dependiendo de cada
caso en particular, y los espacios entre las capas se denominan espacios interlaminares. En funcion del nimero
y la forma en que estas capas se empaquetan se pueden distinguir tres tipos de filosilicatos: 1:1, 2:1y 2:1:1,

esquematizados en la Figura 2.
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FIGURA 2. ESTRUCTURA QUIMICA DE LAS CAPAS DE LOS FILOSILICATOS DE TIPO 1:1, 2:1v 2:1:1.

Los filosilicatos de tipo 1:1 estan constituidos por laminas compuestas por una capa tetraédrica y otra

octaédrica. Este es el caso de minerales como la caolinita, halloisita y serpentina. Los filosilicatos de tipo 2:1 son
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aquellos que sus ldminas estdn compuestas por dos capas tetraédricas intercaladas por una octaédrica. En este
grupo se encuentran los minerales arcillosos vermiculita, pirofilita, mica y esmectita, entre otros. Finalmente,
los de tipo 2:1:1, como por ejemplo la clorita, poseen una capa octaédrica adyacente a otra capa octaédrica
dispuesta entre dos tetraédricas.

Los filosilicatos 2:1 engloban al grupo méas grande de arcillas. Estas, ademas, se dividen en dos grupos
de acuerdo a su capacidad de hinchamiento: expansibles y no expansibles. El término esmectita es utilizado para
representar una familia del primer grupo anteriormente expuesto. Muchas nanoarcillas conocidas, tanto
naturales como sintéticas, pertenecen a la familia de las esmectitas son: hectorita, nontronita,
montomorillonita, saponita y laponita. Estos minerales arcillosos son ampliamente utilizados debido a su gran
versatilidad y multiples aplicaciones. Principalmente, se destaca la montmorillonita (MMT) por su amplia
abundancia, ser ambientalmente amigables, su gran relaciéon de aspecto (relacién longitud/espesor de sus
ldaminas) y su gran area superficial. Estos ultimos dos atributos son los responsables de su gran utilizacién como

refuerzo. En la Figura 3 se puede ver la estructura tipica de la MMT.3%33
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FIGURA 3. ESTRUCTURA DE LA MONTMORILLONITA.

La MMT tiene un espaciado interlaminar de aproximadamente un nandémetro y sus laminas una
longitud de 200-600 nm. Estas laminas estdn compuestas por dos capas tetraédricas y una octaédrica. Estas
hojas estan conectadas entre ellas de tal forma de que el tetraedro de éxido de silicio (SiO4) comparte tres de
sus cuatro dtomos de oxigeno con las capas octaédricas centrales. La superficie de sus [ldminas posee una carga
negativa debido a las sustituciones isomorficas. Las mismas ocurren naturalmente y hacen referencia al
reemplazo de un elemento por otro similar sin alterar la estructura quimica del mineral. En el caso particular de
la MMT, algunos cationes Si** de la capa tetraédrica son reemplazados por cationes Al*3 y algunos cationes Al*3

de la capa octaédrica son reemplazados por cationes Fe*> o Mg*%; y los Mg*? por Li*l. Esta carga negativa
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superficial es contrarrestada por cationes inorganicos hidratados como Na*, K*, Ca*? y Mg*? que se encuentran
en los espacios interlaminares. Estos cationes pueden ser facilmente reemplazados por otros cationes, tanto
orgdnicos como inorganicos, o moléculas, segun la quimica superficial requerida. Por lo tanto, a estos cationes
se los conoce como “cationes intercambiables”. La capacidad que tiene la arcilla de retener estos cationes en
los espacios interlaminares se conoce como “Capacidad de Intercambio Catidnico” (CEC, por sus siglas en inglés)
y representa la cantidad de cationes que son retenidos por las laminas cargadas negativamente y que pueden
ser potencialmente intercambiados por otros cationes. Se lo expresa como miliequivalentes de carga positiva
por cada 100 g de arcilla (meq/100g).3233 Cabe recalcar que no es una medida de la naturaleza de los iones
intercambiables, sino que es Unicamente una medida de su cantidad. Por lo tanto, no necesariamente es una
medida del grado de sustitucion isomorfica. Si todos los cationes adsorbidos son intercambiables, si lo es ya que
los cationes intercambiables compensan la carga negativa debido a la sustitucidn isomorfica. Puede haber una
gran sustitucion isomérfica, debido a una gran adsorcion de iones pero si estos no son intercambiables se tiene
un bajo valor de CEC.

Las posibilidades que ofrece la modificacidn de este tipo de nanoarcillas por el simple reemplazo de sus
cationes interlaminares son muchas y muy variadas. Su modificacién permite entre otras cosas variar la
polaridad del mineral, su espaciado interlaminar, acidez, porosidad y su desempefio en muchas y variadas
aplicaciones. Ademas, como se menciond anteriormente, son econdmicas, presentan alta disponibilidad y son
amigables con el medio ambiente3. Es por ello que han sido empleadas en multiples aplicaciones, desde
materiales industriales hasta en productos de consumo relacionados con la salud®, destacandose
principalmente su uso como relleno en nanocompuestos de matriz polimérica3*.

La Bentonita (Bent) es una importante fuente de MMT en la naturaleza. Es una roca formada a partir
de arcillas plasticas compuestas principalmente por MMT. Ademas de MMT, la Bent suele contener cuarzo,
cristobalita y feldespato. En general, los minerales arcillosos basados en Bent exhiben propiedades como una
alta capacidad de absorcién de agua y una alta capacidad de intercambio catidnico. Estas propiedades varian
dependiendo la naturaleza del agua intersticial y de los cationes intercambiables presentes en las galerias32.

Las Bent se han aplicado para desarrollar diversos sistemas de administracion de farmacos para superar
las desventajas de muchas drogas, que incluyen baja solubilidad, baja biodisponibilidad y corta vida media
bioldgica, es decir, propiedades farmacocinéticas®>=’. Una aplicacién poco extendida de la Bent es su uso como
rectificador en suelos arenosos. Este tipo de suelos tiene bajo contenido de arcilla, y por lo tanto, bajo CEC3,
Los suelos con estas caracteristicas no tienen la capacidad de retener y suministrar los nutrientes necesarios
para las plantas, lo que en consecuencia produce bajos rendimientos. Las practicas agricolas actuales
contemplan para estos casos la adicién de grandes cantidades de fertilizantes, pero dado que el suelo tiene bajo
CEC, estos se pierden rdpidamente por lixiviacion, dejando en evidencia la escasa sostenibilidad econémica y
ambiental del sistema agricola actual®.

Para la inmovilizacidn de principios activos, que el soporte sea biocompatible e inerte representa un
requerimiento importante para que no interfiera con la estructura nativa de los mismos, y, por lo tanto, no
interfiera en su actividad bioldgica. Notablemente, todas estas caracteristicas convergen en la Bent.
Adicionalmente, se ha reportado que las nanoarcillas protegen a los agroquimicos de la degradacién por luz
UV*%, En ese sentido, EI-Nahhal y col.(1999)** demostraron que la incorporaciéon de MMT a formulaciones de los
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herbicidas fotosensibles al calor incrementaba varias veces el tiempo de vida media con respecto a las
formulaciones comerciales, debido principalmente a la fotoproteccidon provista por la arcilla. Resultados
similares fueron reportados por Giroto y col.(2015)*? en el que la presencia de MMT en formulaciones de
almidén/ametrina impartié un efecto fotoprotector, absorbiendo la radiacion UV-C, evitando asi la
fotodegradacién del herbicida.

Dada la necesidad de crear productos sustentables, innovadores y biocompatibles con el mercado
agricola para reemplazar el uso de agroquimicos que impactan negativamente en el medio ambiente, en este
proyecto final se plantea el desarrollo de agroinsumos, protectores y promotores del crecimiento de las plantas
(PPC), basados en el uso de Bent como recurso natural y de origen nacional para vehiculizar principios activos.
En este sentido, se propone el escalado para la produccién en planta piloto de nanoformulaciones basadas en
Bent con Q o AS para desarrollar agroinsumos ecolégicamente amigables e inocuos para la salud humana que
cumplan, ademads, con exigencias de alta eficacia biolégica, mejor eficiencia operativa y, relativamente, bajo
costo.

Este proyecto fue desarrollado en el marco de una estrecha colaboracién entre dos grupos de
investigacion, el area de Materiales Compuestos Termoplasticos (CoMP) de INTEMA y el grupo de Fisiologia del
Estrés de Plantas del 1IB (ambos dependientes de UNMdP y CONICET), debido al trabajo interdisciplinario que
requiere. Hasta el momento, se han desarrollado en escala laboratorio Bent funcionalizadas con diferentes tipos
de compuestos: hormonas vegetales (patente WO/2017/060869 A1, Mansilla y col., 2020*%), proteinas de origen
vegetal (Mansilla y col., 2018%), aminodécidos libres (Registro patente INPI N°20190101523, Merino y col.,
2021%) y Q (Registro patente INPI N°20170103008, Merino y col., 2018%). En resumen, las experiencias
obtenidas a escala de laboratorio arrojan resultados altamente promisorios para avanzar en la aplicacién de
estos nuevos nanomateriales de precisa funcionalidad bioldgica y alta estabilidad quimica para su aplicacién en
cultivos de tomate. Los ensayos en campo e invernaculo son esenciales para la validacion de la nanotecnologia
desarrollada y para ello el escalado a nivel de planta piloto es fundamental. Por lo tanto, en este proyecto final
se pretende realizar la optimizacién de la preparacién de dos PPC de linea verde, denominados Bent-Q y Bent-
AS, para sentar las bases cientifico-tecnoldgicas para el escalado de los nuevos nanoproductos a nivel industrial.
La aplicacion de estas arcillas es complementaria al uso de fertilizantes, buscando reducir las dosis aplicadas de
los mismos. La arcilla se rocia sobre los cultivos mediante la utilizacion de pulverizadores manuales de aire
comprimido, aunque también se puede llevar a cabo utilizando avionetas o tractores adaptados para tal fin. De
esta manera, la arcilla se utiliza en forma de suspensidn acuosa para facilitar su correcta dispersion y
pulverizacion, siendo posible también la adicién de adyuvantes y/o emulsionantes, como por ejemplo el
producto marca Silwet, para favorecer que las particulas se mantengan en suspensién y las gotas rociadas tengan
una mejor adherencia a las hojas .

Cabe destacar que, en Argentina, actualmente no se identifica ningln registro de producto formulado
con los principios bioactivos que se proponen en este proyecto. Aln no existe una oferta desarrollada de
productos naturales, que sean inductores de la respuesta de defensa innata de las plantas y promotores del
crecimiento. Existen otros productos que cumplen con la funcién de optimizar el crecimiento de las plantas, pero

son mas costosos y son mas nocivos con el medio ambiente.
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Objetivos

Objetivo general
El objetivo general del presente proyecto es optimizar el escalado para la produccién en planta piloto

de agroinsumos innovadores, ecolégicamente amigables e inocuos para la salud humana basados en una arcilla
de tipo Bent de origen nacional como nanovehiculo de Q y AS como principios bioactivos que impactan en el

mejoramiento del crecimiento y rendimiento de las plantas.

Objetivos Especificos
e Adaptar la obtencidn de Bent funcionalizadas con principios bioactivos a escala piloto en base

a desarrollos previos en el laboratorio con ASy Q.
e Realizar una caracterizacién fisicoquimica de las Bent funcionalizadas.
e  Evaluar el efecto bioldgico de las nanoarcillas funcionalizadas en plantas de tomate.
e Seleccionar las condiciones de obtencién éptimas a escala piloto para cada sistema (tiempo,

temperatura de reaccion, cantidad de insumos, etc.) en funcidn del desempeiio bioldgico.

Hipotesis de trabajo
La siguiente hipdtesis de trabajo se construyo en base a los antecedentes previos y mediante un analisis

de la bibliografia existente sobre el tema.

Hipétesis general: La aplicacion de Bent, que se utilizan para la funcionalizacién de nano-vehiculos de bioactivos
a escala planta piloto tienen efectos superadores sobre el crecimiento y rendimiento de las plantas, respecto a
los mismos bioactivos aplicados libres o en solucidn.

Hipotesis especificas:

V' Las Bent son soportes naturales y constituyen nano-vehiculos adecuados para la liberacién sostenida
de compuestos bioactivos. Debido a su estructura en laminas, las arcillas son capaces de acomodar una
gran variedad de moléculas en sus espacios interlaminares incluyendo, proteinas, hormonas o
biopolimeros.

\' Es posible modificar nanoarcillas con Qy AS para obtener materiales con propiedades inductoras de los
mecanismos de defensa de plantas de tomate y protectoras frente a estrés salino.

\' La vehiculizacién de Q y AS en Bent permite mantener la estabilidad y facilitar la disponibilidad de los
mismos en los sistemas blanco donde se los aplique. Esto mejora la funcionalidad biolégica del bioactivo
respecto al mismo compuesto libre o sin estabilizar.

\ Es posible optimizar los parametros de obtencién de los nanoformulados Bent-Q y Bent-AS en planta
piloto tomando como base los procedimientos desarrollados en el laboratorio.

v Los nuevos nanoformulados desarrollados se diferencian de otros agroinsumos convencionales por su
mayor biocompatibilidad, estabilidad y efectividad de la respuesta, y permiten reducir las dosis de
aplicacién y mantener la accidn bioldgica a lo largo del tiempo en plantas de tomate.

V' Los materiales a desarrollarse confieren valor agregado a recursos naturales y son amigables tanto con

el medio ambiente como para la salud humana.
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CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS

Materia prima
La Bent utilizada en este trabajo proviene de Neuquén, Argentina, y fue proporcionada por Minarmco

S.A. No se le realizé ningun tratamiento previo a su modificacion con Qy AS. Su CEC, determinada por el método
de intercambio con azul de metileno, fue 105 meq/100 g de arcilla*’. Este dato nos indica la cantidad de sitios
catidnicos con los que cuenta la arcilla y que pueden ser reemplazados por modificador. A partir de los patrones
de Difraccion de Rayos X (DRX) de la Bent (que se muestran en la Figura A1), se identificaron las fases cristalinas
que componen la arcilla empleando el software QualX, siendo la MMT la fase principal, con el cuarzo y la
labradorita como fases secundarias®®. La composicidon quimica principal se obtuvo en estudios realizados
previamente*®por Fluorescencia de Rayos X (FRX) y los resultados se muestran en la Tabla 1. Dicha Bent tiene
una relacién SiO2/Al20s3 de 3.99 lo que esta en el rango tipico de las bentonitas y permite esperar una buena
estabilidad tanto térmica como frente a los acidos* (aspecto importante en las funcionalizaciones con AS).
Ademas, posee un alto contenido de hierro, que se puede atribuir a la ubicacién del depdsito del que se extrajo.

En la Figura 4 se muestra una fotografia de la arcilla utilizada.

TABLA 1. COMPOSICION QUIMICA DE LA BENT EXPRESADA COMO OXIDOS* *,

Composicion (% (p/p))
Si0; AlOs Fe O3 h-"IgO CaO K0 TiO, Otros”
Bent 52.3 13.1 221 1.9 4.7 1.3 2 24
*Otros = % SO3; + % Cl
** El equipo de FRX donde de analizd la arcilla permite detectar elementos a partir del Mg, por lo que no fue

Muestra

posible determinar la cantidad de Na20.

FIGURA 4. BENTONITA UTILIZADA PARA LOS ENSAYOS.

El Q, marca Parafarm, utilizado para la preparacion de las nanoarcillas, se obtuvo comercialmente de la
Drogueria Saporiti (Buenos Aires, Argentina). Su grado de desacetilaciéon obtenido por resonancia magnética
nuclear de 'H de acuerdo con el método de Lavertu y col. (2003)>° fue mayor al 90% y su masa molar,

determinada por viscosimetria capilar de acuerdo con el método seguido por De la Paz y col. (2013)%%, fue de
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531 KDa. Ademas, se utilizaron acido acético (HAc) y AS adquiridos en Biopack (Buenos Aires, Argentina) y

Quimica Kubo (Mar del Plata, Argentina), respectivamente.

Equipamiento utilizado para la preparaciéon de nanoarcillas

\/

Placa calefactora con agitacion magnética (Figura 5a): Marca Dlab, modelo MS7 H550-S con sonda de
temperatura PT100 con control de agitacidon y temperatura. Rango de velocidad: 0-1500 rpm. Mdaxima
temperatura de calentamiento: 550 2C. Este equipo fue utilizado para calefaccionar durante la

preparacién de las soluciones de Q y AS previo a verterlas en el reactor.

\  Agitador mecanico a hélice (Figura 5b): Para la preparacion de las soluciones de Q y AS, se empled un

agitador marca DLAb modelo 0S20-S, con control de velocidad de agitacidn en el rango de 50-2200

rpm.

Reactor (Figura 5c). Se utilizé un reactor multipropésito de vidrio borosilicato marca Figmay con control
de temperatura y agitacion. Capacidad: 10 L. Sistema de calefaccién mediante velas calefactoras de
cuarzo y sonda de temperatura PT100. Sistema de agitacion mecanica con eje agitador 4 de paletas
(hélices) a 45°. Rango de velocidad: 0-300 rpm. Maxima temperatura de calentamiento: 150 °C. El
reactor fue utilizado para obtener las nanoarcillas modificadas mediante agitacion constante
(previamente configurada) y programando la temperatura a la que se deseaba que ocurra la reaccién.
Ultracentrifuga (Figura 5d). Se dispuso de una Ultracentrifuga marca Heal Force modelo Neofuge 15.
Capacidad maxima: 300 ml, rango de velocidad: 0-16000 rpm. Se utilizd con el propdsito de separar la
arcilla del sobrenadante una vez modificada y posteriormente lavarla sucesivas veces con agua destilada.
Centrifuga (Figura 5e). Se empled una Centrifuga marca Giumelli Z-29 con rango de velocidad de hasta
3500 rpm, adaptada con un rotor para centrifugar hasta 4 frascos de 200 ml. Fue utilizada como
reemplazo de la ultracentrifuga para poder centrifugar una mayor cantidad del producto obtenido en el
reactor.
Liofilizador (Figura 5f). Se usé un liofilizador con camara de secado de acrilico marca Columbia
International. En el interior de la cdmara contiene un armazén de acero inoxidable que permite colocar
como maximo 4 bandejas de 300 mm de didmetro y 20 mm de altura para contener producto a secar.
Sistema de vacio mediante una bomba de doble etapa de 140 Lts./min. de caudal y un vacio final del
orden de 20 micrones Hg. Temperatura de condensacidn hasta -50°C. La liofilizacién es un proceso de
deshidratacién que consiste en congelar rapidamente un material y luego eliminar el agua presente en
él en estado sélido mediante sublimacion, es decir, pasando directamente del estado sélido al estado
gaseoso, sin pasar por el estado liquido. Este proceso se lleva a cabo bajo vacio, lo que permite que el
agua sublimada se elimine eficientemente, dejando el material deshidratado y preservando sus
propiedades fisicas y quimicas. Este proceso de secado permite conservar las propiedades de los
principios bioactivos en las nanoarcillas modificadas y facilita el proceso posterior de molienda vy

tamizacién, comparado con otros procesos tipicos de secado como por ejemplo en estufa a 110 °C.
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(44 Heal Force”

FIGURA 5. EQUIPAMIENTO EMPLEADO PARA LA PREPARACION DE LAS NANOARCILLAS EN ESCALA DE PLANTA PILOTO: A)
PLACA CALEFACTORA CON AGITACION MAGNETICA; B) AGITADOR MECANICO A HELICE; C) REACTOR DE 10L FIGMAY CON
PANEL PARA AJUSTAR REVOLUCIONES Y TEMPERATURA; D) ULTRACENTRIFUGA HEAL FORCE MODELO NEOFUGE 15; E)
CENTRIFUGA GIUMELLI Z-29; F) LIOFILIZADOR MARCA COLUMBIA INTERNATIONAL.

Preparacion de las nanoarcillas funcionalizadas
A la Bent natural se le realizaron una serie de modificaciones quimicas con Q* y AS*3. En base a los

resultados previos*, se seleccionaron aquellas Bent funcionalizadas con propiedades prometedoras desde el
punto de vista bioldgico. Se realizé el escalado a planta piloto de su preparacién adaptando la metodologia

esquematizada en la Figura 6, correspondiente a los tratamientos desarrollados en pequefia escala.

Licfilizado
durante 48 h
Solucién 1% plv Bent a
temperatura 5
constante
1 h, 400 rpm Bent
Soluciéndel T - / funcionalizada
bioactiva ". ¥ )
(AS,0Q)a I~
temperatura e
constante.

1 h, 400 rpm

o

Centrifugado a

X 4000 rpm y 107
Temperatura \ = ] Ve Tres lavados
constante, 1-2 Led / con agua
h,400pm j® e+ destilada
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FIGURA 6. RESUMEN ESQUEMATICO DEL PROCEDIMIENTO EMPLEADO PARA LA PREPARACION DE BENT FUNCIONALIZADAS
A ESCALA DE LABORATORIO.

En términos generales, se partié de una suspensién de Bent en agua destilada y se incorpord la solucién
con el bioactivo. El sistema se mantuvo con agitacion y temperatura constante durante un tiempo determinado.
Estos parametros se ajustaron para cada tipo de funcionalizacién teniendo en cuenta como antecedente que al
pasar de agitacion magnética en un vaso de precipitados a la agitacién mecdanica del reactor, el mezclado es mas
eficiente y se reducen considerablemente los tiempos de reaccién®’. Luego se procedié a separar la Bent tratada
mediante centrifugacién o filtrado al vacio, se realizaron sucesivos lavados con agua destilada y finalmente se

evaluaron alternativas de secado aplicables a escala industrial.

Técnicas de caracterizacion fisicoquimica de nanoarcillas

Las arcillas fueron caracterizadas mediante distintas técnicas fisicoquimicas y térmicas, las cuales se describen a

continuacion.

Caracterizaciéon quimica y estructural
Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR). Las especies presentes en los componentes de

los materiales poseen modos normales de vibracion de sus enlaces, generando un espectro caracteristico al
interactuar con la radiacion IR. Por lo tanto, los grupos funcionales pueden asociarse con bandas de absorcion
caracteristicas en el espectro obtenido. En este trabajo, esta técnica se utilizé para caracterizar las nanoarcillas
y corroborar que el Q y el AS estén presentes en las mismas. Las medidas se realizaron en un equipo Nicolet
6700 Thermo Scientific (Figura 7a), adquiriendo 32 barridos entre 4000 y 400 cm™ en la modalidad transmisidn.
Las muestras analizadas se prepararon mezclando las arcillas con KBr (Biopack) y homogeneizando en un
mortero. La mezcla finamente triturada se introdujo en un molde y se comprimio por aplicacion de presién hasta
obtener una pastilla transparente. En todos los espectros graficados se puede evidenciar un corte entre 2250 y
2500 cm™ que se debe a los picos relacionados con el CO; en el entorno.

Difraccién de rayos X (DRX). Esta técnica permite la caracterizacidon de materiales cristalinos, como son
las arcillas. Los difractogramas de las arcillas en polvo se obtuvieron en un difractémetro X-Pert Pro (Figura 7b),
funcionando a 40 kV y 30 mA, con radiacion CuKa (A = 1.5406 A), a una velocidad de exploracion de 1 ¢/miny
tamano de paso de 0.02 2. Las nanoarcillas fueron previamente trituradas en un mortero de dgata y comprimidas
sobre un soporte de vidrio.

El objetivo de esta técnica de caracterizacidon fue examinar si habia cambios en la estructura cristalina
en general y concretamente en los espaciados interlaminares de la Bent para verificar que hubiera ocurrido
satisfactoriamente el intercambio o modificacidn con el bioactivo. Los espaciados interlaminares (valores dooz)
se calcularon a partir de los valores 26 usando la ecuacién de Bragg®? (Ecuacién 1).

n = 2dy; sen@
ECUACION 1. ECUACION DE BRAGG.
Donde n es un nimero entero, dn es el espaciado de la red cristalina, A la longitud de onda y 6 el

angulo incidente.

En las MMT, el pico 001 estd asociado al espaciado basal, es decir, la distancia existente entre dos
laminas T-O-T que es igual a la suma del espesor de una lamina T-O-T mas el espacio interlaminar, brindando
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informacién respecto a la modificacién del espaciado interlaminar. Un corrimiento hacia dngulos mds bajos del
pico 001 indicard un aumento de este espaciado (doo1) y se lo puede asociar al grado de expansién o

hinchamiento provocado por modificaciones en el espacio de las galerias de las ldaminas de la arcilla.

Ensayos de absorcién de humedad. Este ensayo brinda informacién relacionada con los cambios en la
hidrofilicidad de las Bent como consecuencia de su modificacién con los bioactivos. Las arcillas, previamente
secadas en estufa a 110°C, se colocaron en una cuba cerrada herméticamente con un 90% de humedad relativa
(HR) a 21°C. Este valor de HR se preparé a partir de una solucién al 34% de glicerina en agua destilada®. Luego
de 24 hs, las muestras se pesaron cuidadosamente en una balanza analitica. El grado de absorcién de humedad

(AbsH) se calculé por medio de la siguiente ecuacion (Ecuacion 2):

M,, — M
AbsH,,(%) = %
0

ECUACION 2. ECUACION DE ABSORCION DE HUMEDAD.

Donde M24 es la masa de la muestra hidratada a un tiempo de 24 hs y Mo es la masa inicial de la muestra
seca. Cada muestra se ensayd por duplicado.

Determinacion del tamaio de particula en suspensién. Considerando que la aplicacion de las
nanoarcillas funcionalizadas con AS y Q serd mediante sprays foliares de suspensiones acuosas de las mismas,
se realizaron ensayos para determinar las distribuciones de tamarios de particula de las muestras utilizando un
equipo Dinamic Light Scattering, marca Malvern serie Zetasizer Nano S90 modelo ZEN1690 (Figura 7c). Para el
andlisis se prepard una suspension de cada nanoarcilla en una concentracion de 1 mg/ml en agua desionizada.
Para favorecer la dispersion, cada suspension se traté durante 1 minuto en el homogeneizador ultrasdnico
(marca Sonics Materials modelo VCX750) con un 20 % de amplitud utilizando la micropunta. Las suspensiones
se colocaron en una cubeta de polimetilmetacrilato (PMMA) de 10x10mm y se realizaron 3 corridas sucesivas (a
25 °C, con un angulo de medicion de 90°) de la misma muestra, cada una de ellas constituida por el promedio
de 10 mediciones de 10 segundos. Debido a que este método fue desarrollado con el modelo matemadtico mas
sencillo, es decir, suponiendo que las particulas en suspensidén son esféricas, para las nanoarcillas se mide un
diametro aparente de particulas.

Microscopia Electronica de Barrido de Emision de Campo (FESEM por sus siglas en inglés): Las
nanoarcillas se analizaron por FESEM con el fin de estudiar su morfologia superficial. Las imagenes se
obtuvieron en un microscopio marca ZEISS modelo Crossbeam 350 con una tension de aceleracion de 5 kV
(Figura 7d). El equipo esta equipado con un detector de electrones de rayos X (EDX), que permite obtener la
composicién elemental de las muestras a partir de las imagenes registradas con una tensién de aceleracién
de 15 kV. Sobre un vidrio portaobjetos, se depositd una gota de una suspensién diluida de la nanoarcilla en
agua desionizada (1 mg/ml) y se dej6 evaporar al aire. Una vez secas, las muestras fueron recubiertas con

cromo para asegurar la conduccion eléctrica.

Caracterizacion térmica
Andlisis Termogravimétrico (TGA por sus siglas en inglés). Esta técnica de caracterizacion permite

estudiar la pérdida de masa de una muestra en funcién de la temperatura. Asi, es posible determinar las pérdidas
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de masa dadas por procesos como secados, descomposiciones, oxidaciones, etc. En este trabajo, los ensayos de
caracterizacion por TGA se utilizaron para cuantificar la cantidad de agua adsorbida, y de Q o AS que se lograron
incorporar efectivamente en la arcilla luego de cada uno de los tratamientos. Se utilizé un analizador térmico
Modelo Q500 HI-Res (TA Instruments), como el de la Figura 7e, a una velocidad de calentamiento de 10 °C/min
y desde temperatura ambiente hasta 900 °C en flujo de nitrégeno. La masa de todas las muestras estuvo en el
rango de 20-30 mg. Las temperaturas de los eventos de degradacion (Tdeg) se obtuvieron a partir del maximo
de cada evento en las curvas derivadas de TGA (DTGA). Por otro lado, a partir de la pérdida de masa observada

en la regién donde se descomponen las moléculas organicas (150-500 °C), se calculé el contenido organico en

E—
LR B

FIGURA 7. EQUIPAMIENTO UTILIZADO PARA CARACTERIZAR LOS MATERIALES: A) FTIR NICOLET 6700 THERMO
SCIENTIFIC; B) DIFRACTOMETRO X-PERT PRO; ) EQUIPO MALVERN SERIE ZETASIZER NANO S90 MODELO
ZEN1690; D) MICROSCOPIO ELECTRONICO DE BARRIDO MARCA ZEISS MODELO CROSSBEAM 350; E) ANALIZADOR
TERMICO MODELO Q500 HI-RES (TA INSTRUMENTS).

las Bent funcionalizadas con Q y AS*.

CAP{TULO 3. PRODUCCION DE BENT-Q EN PLANTA PILOTO Y
CARACTERIZACIONES FISICAS, QUIMICAS Y MORFOLOGICAS

Introduccion

El Q es un polimero natural, no téxico, biocompatible y biodegradable. Se trata de un polisacarido
cationico lineal que se compone de unidades de N-acetil-D-glucosamina y B-1,4-D-glucosamina, como se

muestra en la Figura 8. El Q se obtiene a partir de la desacetilacién parcial de la quitina en un medio alcalino*,

La quitina es un componente que se encuentra en el exoesqueleto de algunos crustaceos marinos,

como cangrejos y camarones, asi como en la pared celular de ciertos hongos. El proceso de desacetilacion
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produce quitosanos que tienen cierta heterogeneidad, ya que son una serie de copolimeros que pueden tener
diferentes grados de desacetilacidon y peso molecular. Estas diferencias afectan a las propiedades fisico-quimicas

y bioldgicas del Q, por lo que es necesario llevar a cabo una caracterizacién previa en cada caso?®.

CH,
OH o=<
NH, 0 NH

HO O HO O""
.0 HO o)
s O NH, O

OH OH

FIGURA 8. ESTRUCTURA QUIMICA DEL QUITOSANO.

El Q es un polimero excepcional debido a sus propiedades y su potencial. Tiene un amplio espectro de
aplicaciones en diversas industrias, como la cosmetologia, alimentos, farmacologia y medicinal*. Desde la
sintesis y caracterizacién de grandes cantidades de Q realizadas en los afios 80, se ha avanzado mucho en su
aplicacién en la agricultura, y desde entonces se han descubierto numerosas propiedades y aplicaciones. Los
resultados muestran que el Q tiene la capacidad de mejorar la tolerancia de las plantas a una variedad de

patégenos, protegiendo los cultivos de muchas enfermedades antes y después de la cosechal*>4,

Se ha comprobado que el Q tiene la capacidad de inducir la muerte celular en una amplia variedad de
hongos patégenos, asi como de inhibir el crecimiento de bacterias patégenasy la replicacion de virus y viroides®.
No obstante, aln no se comprende con precisién cémo actia el Q. Se han propuesto al menos tres mecanismos
que no se excluyen mutuamente. Se cree que el Q podria interactuar con los patdégenos a través de la interaccién
electrostatica entre las cargas positivas del Q y las negativas en la superficie de los microorganismos, lo que
provocaria una alteracién en su superficie y un aumento en la permeabilidad de la membrana. Por otro lado, se
sugiere que el Q podria ser adsorbido sobre la célula patégena, impidiendo la entrada de nutrientes y generando
cambios en la excrecion de metabolitos. Por Ultimo, otro posible mecanismo consiste en que el Q actue quelando

iones metdlicos traza, los cuales son necesarios para el crecimiento de estos microorganismos®.

Como ya se menciond, el Q tiene la capacidad de estimular las respuestas defensivas de las plantas ante
factores bidticos y abidticos, ademas de regular su crecimiento y desarrollo!*. Cuando una planta es infectada
por un agente patégeno, su sistema de defensa innato se activa mediante el reconocimiento del patégeno, lo
que produce una muerte celular rapida en el sitio de la infeccién (respuesta hipersensible). Posteriormente, en
los érganos no infectados, se desencadenan reacciones que protegen a la planta de una posible infeccion
sistematica. Como parte de esta respuesta, la planta activa genes relacionados con la defensa, como
antioxidantes y proteinas relacionadas con la patogénesis, como quitinasas y glucanasas®>. También se activa la
expresion de genes relacionados con la produccién de moléculas activas, como fitoalexinas y antocianinas®®. Los
inductores o "elicitores" son agentes quimicos que pueden activar estos mecanismos de defensa en las plantas,
ya sea aplicdndolos exdgenamente o sintetizandolos por parte del microorganismo o la misma planta®®. Por lo

tanto, el uso de inductores se estd convirtiendo en una alternativa mas sostenible para controlar la accién de los
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microorganismos patégenos, en lugar de recurrir a plaguicidas téxicos y convencionales, o al menos para reducir

su uso®’.

Los microorganismos patégenos, como bacterias, virus y hongos, pueden ocasionar graves
enfermedades y pérdidas en la calidad y cantidad de los cultivos, tanto antes como después de la cosecha'®>*,
Aunque la aplicacién excesiva de productos agroquimicos ha permitido aumentar la productividad, también ha
generado problemas como la contaminacién del ambiente, la aparicidon de plagas resistentes y riesgos para la
salud publica. Por lo tanto, la agricultura enfrenta el desafio de satisfacer la demanda global de alimentos sin

generar impactos negativos en el suelo y la salud humana.

La aplicacidon de Q en las plantas ha resultado promisoria para la proteccién de varios cultivos, sin
embargo, presenta algunas desventajas, como su solubilidad en medios acidos suaves, volatilizacién, lixiviacion
y escorrentia. Esto implica que se deba aplicar repetidamente en altas dosis, lo que genera costos econdmicos
desfavorables®. Por lo tanto, la inmovilizacién y proteccién del Q en arcillas del tipo Bent representa una
innovacién que ofrece ventajas adicionales en comparacion con el Q tradicional. Ademds, se mantienen bajos

niveles de toxicidad y se reducen los costos de produccién.

Si bien durante las ultimas dos décadas las propiedades de este sistema (Bent-Q) han sido estudiadas
en areas muy variadas, la aplicacion en el sector agricola permanece aun sin explorar. La mayor parte de las
publicaciones relacionadas al sistema Bent-Q describen su utilizacidon como adsorbentes eficaces en la
remediacién de aguas contaminadas, por ejemplo con metales pesados®®=%*, como sensores electroquimicos®>,
rellenos antimicrobianos en la preparacion de peliculas nanocompuestos para la preparacion de envases activos
para alimentos®®%7%8 y como sistema de liberacién de farmacos para aplicaciones médicas®. Las escasas
publicaciones relacionadas con su utilizacién agricola indican su uso como adsorbente de agroquimicos en
sistemas acuosos’®72. Los tiempos de reaccion reportados en bibliografia para la obtencién de las nanoarcillas
funcionalizadas con Q a escala laboratorio van desde 30 minutos a 48 horas, siendo muy comun la formulacidn
realizada por Wang’? en la que se emplean 6 horas de reaccidn. Ademas, en la literatura se ha encontrado que

las funcionalizaciones se realizan con temperaturas mayores a 50°C, siendo 60°C la mas comun!®46:61.73,

El nanotransportador Bent-Q obtenido recientemente en escala laboratorio se destacé por su capacidad
de vehiculizar Q entre sus ldminas nanométricas y ejercer actividad antibacteriana y antifingica frente a
importantes microorganismos patdgenos que afectan a la planta de tomate (Pseudomonas syrinage pv tomato
DC3000 y Fusarium solani f sp eumartii, respectivamente). Adicionalmente, esta nanoarcilla presentd actividad
como inductor de la respuesta de defensa en plantas de tomate*® y, en particular, como reguladora del sistema
antioxidante de las plantas, mediado por las actividades enzimdticas SOD y catalasa®®. En resumen, las
experiencias obtenidas a escala de laboratorio arrojan resultados altamente promisorios para ahondar en la
optimizacién de su formulacién a mayor escala pensando en una futura produccidn para su comercializacion.
Los ensayos en campo e invernaculo son esenciales para la validacién de la nanotecnologia desarrollada y para
ello el escalado a nivel de planta piloto es fundamental. Por lo tanto, el objetivo del presente Capitulo fue
adaptar y optimizar el método de obtencion de Bent modificada con Q (Bent-Q) para su produccion en escala

de planta piloto, y llevar a cabo sus caracterizaciones fisica, quimica y morfoldgica.
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Procedimiento experimental
Se prepararon distintos lotes de bentonitas modificadas con Q con el objetivo de minimizar el tiempo

de reaccion, la temperatura a la que se realiza cada tratamiento y la cantidad de insumos requeridos. Los mismos

se describen a continuacion:

Lote 1: En primer lugar, se realizé una réplica de la arcilla Bent-Q escalando el protocolo previamente
desarrollado en el laboratorio en la tesis doctoral de Danila Merino®. A partir de este trabajo preliminar se
selecciond la arcilla con mejores propiedades bioldgicas, cuya formulacién emplea una relacion 0.1 g Q/ g Bent,

y para su preparacion en escala piloto se respetaron todas las proporciones y temperaturas.

Se dispersaron 60 g de Bent (previamente secada en estufa durante 24 horas a 110 °C y tamizada con
un tamiz de malla N° 60) en 6 L de agua destilada a 60 °C con agitacion vigorosa durante 15 min en un reactor
de 10 Ly se obtuvo una suspension homogénea al 1% p/v. Por otro lado, se preparé 0.6 L de solucion al 1% (p/v)
de Q en una solucion 1% (v/v) de acido acético (relacion 0.1 g Q/ g Bent). Luego de 1 hora de agitacion magnética
a temperatura ambiente se ajusté el pH de la solucidon en 5 con NaOH 5 M y a continuacidn se vertio sobre la
dispersion de arcilla. La mezcla se mantuvo con agitacién constante (100 rpm) a 60 °C y se extrajeron alicuotas
del reactor a5, 15 y 30 minutos de reaccién para su posterior andlisis. Cabe desatacar que en el estudio realizado
en el laboratorio, el tiempo minimo de reaccion estudiado fue 30 minutos, por lo que en el presente trabajo se
propone reducir ain mas este tiempo. Para optimizar el proceso de separacion y lavado de la arcilla se utilizd
filtracion por vacio en vez del ultracentrifugado. La arcilla resultante se lavd 3 veces con agua destilada y se

liofilizé. El proceso general se esquematiza en la Figura 9.

6L de Agua destilada 60 g de Bent 60°C, 100 rpm Filtracién al vacio y Secado por liofilizacién
60°C, 100 rpm 60°C, 100 rpm Alicuotas a los 5, 15 y 30 min Lavados con agua p
de reaccion

BentQ

0.6 L de solucién al 1% (p/v) Q en
una solucién 1% (v/v) de acido acético
60°C

FIGURA 9. ESQUEMA DE LA OBTENCION DEL LOTE 1 DE BENT-Q.
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Luego, se procedid a realizar modificaciones del procedimiento inicial, de tal manera de poder optimizar
el proceso. Por este motivo, se aumentaron las cantidades de Bent en la suspensién inicial y Q, manteniendo la
relacidon 0.1 g Q/ g Bent y se empled otro tipo de agitacidén para disolver el Q en la solucidn de acido acético.
Como la arcilla modificada del Lote 1 se pudo separar por filtracién al vacio, se continudé con ese método de

separacion.

Lote 2: Se dispersaron 150 g de Bent (previamente secada en estufa durante 24 horas a 110 °C y
tamizada con un tamiz de malla N° 60) en 6 L de agua destilada a 60 °C con agitacion vigorosa durante 15 minutos
en el reactor y se obtuvo una suspension homogénea al 2,5 % p/v. Por otro lado, se prepard 0.6 L de solucion al
2,5% (p/v) de Quitosano (Q) en una solucién 1% (v/v) de acido acético (misma relacidén 0.1 g Q/ g Bent). En este
caso, se empled agitacion mecanica con una paleta con 4 hélices a 45 °Cy una velocidad de 700 rpm. Este cambio
favorecié el proceso de disolucion que demord 20 minutos y no fue necesario ajustar el pH con NaOH ya que se
registré un valor de pH=5 en la solucién resultante. A continuacidn, esta solucién se incorporo a la dispersién de
arcilla en el reactor. La mezcla se mantuvo con agitacién constante (100 rpm) a 60 °Cy se extrajeron alicuotas a
5, 15 y 30 minutos de reaccidon para su posterior analisis. La arcilla modificada se separé por filtracion al vacio,

se lavo 3 veces con agua destilada y se liofilizé.

Lote 3: En este caso, el parametro que se ajusté fue la temperatura de reaccidn. Las cantidades fueron

las mismas que en el Lote 2. La Unica diferencia es que la modificacion en el reactor se realizé a 40 °C.

Lote 4: En este caso se incrementaron las cantidades de Bent y Q, sin modificar su relacién, y se
disminuy6 aun mas la temperatura de reaccidn. Se dispersaron 180 g de Bent (previamente secada en estufa
durante 24 horas a 110 °C y tamizada) en 6 L de agua destilada a 25 °C con agitacion vigorosa durante 15 min en
el reactor y se obtuvo una suspensién homogénea al 3 % p/v. Por otro lado, se preparé 0.6 L de solucién al 2,5%
(p/v) de Q en una solucién 1% (v/v) de acido acético (relacion 0.1 g Q/ g Bent). A continuacidn, esta solucién se
incorporo a la dispersién de arcilla en el reactor. La mezcla se mantuvo con agitacion constante (100 rpm) a 25
°Cy se extrajeron alicuotas a 5, 15 y 30 minutos de reaccién. La arcilla modificada no se pudo filtrar al vacio, el
motivo se explicara en la seccion de Resultados y discusion. Se separé por centrifugacién a 2500 rpm durante 5

minutos, se lavo 3 veces con agua destilada y se liofilizo.

En la Tabla 2 se muestra un resumen de las variables empleadas en cada lote.

TABLA 2. RESUMEN DE LAS VARIABLES EMPLEADAS EN LA PREPARACION DE CADA LOTE DE BENT-Q.

Lote Concentracion de Bent en la Masa Q/ Concentracion de Q en Temperatura de
suspension Masa Bent la sn inicial reaccion
(% p/V) (9/a) (% p/V) (°C)
1 1 0,1 1 60
2 2,5 0,1 2,5 60
3 2,5 0,1 2,5 40
4 3 0,1 2,5 25
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Resultados y discusion
En cuanto a las modificaciones procedimentales en comparacién a la obtencidn en escala laboratorio,

la filtracidn al vacio se pudo realizar sin inconvenientes en los lotes 1, 2 y 3, lo que permitid reducir notablemente
el tiempo requerido para este paso. La Bent-Q del lote 4, obtenida con una mayor cantidad de Bent en la
suspension inicial, se tuvo que separar por centrifugacion porque presenté dificultades para ser separado por
filtracion al vacio dado que el papel filtro se tapaba ralentizando el filtrado. Por lo tanto, un 2,5% p/v de Bent en
la suspension inicial es la cantidad dptima para que no se dificulte la separacién por filtracion al vacio. Se
evaluaron dos opciones de centrifugacion utilizando los equipos disponibles en el instituto. En primer lugar, se
utilizo la ultracentrifuga con un rotor para 6 tubos de 50 ml, donde las arcillas se centrifugaron inicialmente a
3000 rpm durante 10 minutos. Sin embargo, se observd que la separacidn del sobrenadante era satisfactoria a
menores tiempos, por lo que se redujo el tiempo de centrifugacidon a 7 minutos. A pesar de que este equipo
permite alcanzar altas velocidades de centrifugacion, la limitacién en el volumen de centrifugado para separar
el sobrenadante de cada paso de lavado tiene un impacto significativo en una de las variables clave a optimizar:

el tiempo. Es por esta razén que se decidié explorar otra opcidn.

Posteriormente, se implementd una segunda alternativa utilizando una centrifuga con un rotor para 4
frascos de aproximadamente 200 ml, donde las suspensiones de arcillas se centrifugaron a 2500 rpm durante 5
minutos. Este equipo permitié reducir significativamente el tiempo requerido para separar y lavar la Bent-Q del
lote 4. No obstante, es importante destacar que el método de centrifugacidn, tanto en una ultracentrifuga como
en una centrifuga, sigue siendo una técnica laboriosa, ya que es necesario abrir los recipientes que contienen la
nanoarcilla y el sobrenadante cada vez que se completa un ciclo de centrifugado, retirar el sobrenadante, lavar
con agua destilada y volver a pesar todos los recipientes para asegurar que estén nivelados en peso y completar

con el agua destilada necesaria.

A continuacion, se muestran las caracterizaciones de las arcillas Bent-Q de los distintos lotes, obtenidas
en cada caso con 5, 15, y 30 minutos de reaccion. Se empleara la siguiente nomenclatura: Bent-QX-Y min, donde
X es el numero de lote e Y es el tiempo de reaccion en minutos. A partir de los distintos ensayos de

caracterizacion realizados, se analizara la factibilidad de reducir el tiempo y la temperatura de reaccion.

Mediante TGA se evalué la estabilidad térmica de las Bent y Bent-Q, y la cantidad de Q incorporado en
las diferentes Bent-Q a partir de la pérdida porcentual de masa registrada en el intervalo de temperatura entre
170y 350 °C. En la Figura 10 (a-d) se muestran las curvas de masa residual y DTGA en funcién de la temperatura
para los distintos lotes de Bent-Q obtenidos con diferentes tiempos de reaccién. En la Tabla 3 se resumen los

resultados obtenidos de cada lote.
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FIGURA 10. CURVAS DE MASA RESIDUAL Y DTGA EN FUNCION DE LA TEMPERATURA PARA LOS LOTES DE BENT-Q OBTENIDOS CON DISTINTOS TIEMPOS DE REACCION: A)
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FIGURA 11. COMPARACION DE LOS TERMOGRAMAS DE BENT-Q PREPARADA EN EL LABORATORIO (30 MIN DE REACCION A

60°C) POR MERINO Y COL. (2018)*® v LA REALIZADA EN EL LOTE 4 (5 MINUTOS DE REACCION A 25 °C).

TABLA 3. PARAMETROS OBTENIDOS A PARTIR DE LOS TERMOGRAMAS DE LAS BENT-Q DE LOS DISTINTOS LOTES.

Contenido de Q
Tiempo de reaccion
(min)
(% en peso) mmol Q/g arcilla
5 4,0 0.75 250,5
1 15 4,5 0.85 251,2
30 4,0 0.75 251,1
5 4,2 0.79 253,2
2 15 4,4 0.83 251,6
30 4,6 0.87 251,6
5 4,3 0.81 255,1
3 15 4,2 0.79 255,0
30 4,3 0.81 255,5
5 4,3 0.81 256,0
4 15 4,2 0.79 255,5
30 4,1 0.77 255,0
Laboratorio*® 30 5 0.94 258,8
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En las curvas de DTGA de la Bent (Figuras 10 y 11) se puede observar la presencia de dos eventos
térmicos. El primero, entre temperatura ambiente y 150 °C, donde ocurre la deshidratacion debido a la pérdida
de moléculas de agua fisisorbidas y las que rodean a los cationes interlaminares (agua no estructural); y el otro,
qgue tiene lugar entre los 400 y los 700 °C, asociado con la pérdida de los grupos hidroxilo presentes en su
estructura laminar®. En este intervalo, se produce un 4% de pérdida de masa. Por otro lado, en las curvas de
DTGA de los distintos lotes de Bent-Q se puede observar la presencia de tres eventos térmicos. El primero, entre
temperatura ambiente y 150 °C, estd asociado a la desorcion de moléculas de agua (aproximadamente 6.5%
(p/p)). Alli, se puede notar que la curva de Bent pura presenta una caida mas abrupta que la de Bent-Q (en la
Bent la pérdida es de un 10,5%, mientras que para las Bent-Q esa pérdida de masa ronda el 5%), lo que da cuenta
que posee una mayor cantidad de agua adsorbida en su estructura. Esto se puede atribuir a la formacion de
nuevas interacciones entre Bent y Q, lo que produce una ligera reduccién del caracter hidrofilico de la arcilla®.
El segundo evento tiene lugar entre los 170 y los 350 °C, el cual es atribuido a la degradacién del Q presente en
la arcilla. Esta es la etapa que se utiliza para medir el contenido de Q en la arcilla, que resulta de la diferencia en
la pérdida de masa porcentual en este intervalo. Es importante destacar que la alta estabilidad térmica de estos
materiales se evidencia por la elevada temperatura requerida para eliminar la materia organica presente en las
Bent-Q, que en estado puro ocurre a menor temperatura. En la ultima zona, que esta comprendida entre los
400 - 900 °C, se encuentran solapados dos eventos: la ya mencionada pérdida de los grupos hidroxilo presentes
en la estructura de la Bent® y la degradacion del residuo carbonoso producido en la etapa de degradacion del

0\46'

Las curvas obtenidas son similares a las de trabajos realizados por Merino y col. (2018)% o Liu y col.
(2015)%%. En ambos casos, los resultados son de arcillas modificadas a escala laboratorio. Comparando con lo
obtenido en este trabajo, que los resultados de los distintos lotes tengan un gran parecido con estos trabajos es
muy satisfactorio porque comprueba que este proceso se puede llevar a cabo a una mayor escala y, ademas, es
posible optimizar y minimizar los distintos parametros que gobiernan el proceso como lo son el tiempo y la

temperatura de la reaccién.

En la Tabla 3 se puede notar que el contenido de Q en las nanoarcillas se encuentra en el rango entre
eldy4,4%p/p. Lo mismo se puede decir de las alicuotas retiradas a distintos tiempos de reaccién en cada lote.
Todo el Q que se ubica interestrato necesita de poco tiempo para intercambiarse porque para cualquier tiempo
de reacciéon en un mismo lote, el contenido de Q permanece practicamente invariable. Este resultado es
esperable debido a la gran afinidad del Q por la Bent, dada su naturaleza policatidnica. Esta similitud de
resultados se puede ver claramente en la Figura A 7, donde se comparan las alicuotas de 15 minutos de todos

los lotes. Alli se observa el gran parecido entre las 4 curvas.

Por otro lado, y en concordancia con las observaciones efectuadas en el primer evento de pérdida de
masa en los ensayos de TGA, todas las Bent-Q evidenciaron una disminucién en el grado de absorcién de

humedad como se muestra en la Tabla 4.
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TABLA 4. RESULTADOS OBTENIDOS DEL ENSAYO DE ABSORCION DE HUMEDAD PARA DISTINTOS BENT-Q.

Tiempo de reaccion

(min)
5 12,8510,25
2 15 13,17+0,07
30 12,78+0,02
5 15,4910,13
3 15 15,4610,01
30 15,71+40,01
5 12,6010,25
4 15 12,38+0,46
30 12,4210,12
Bent - 18,01+0,10

Segun lo exhibido en la Tabla 4 se puede evidenciar que en todos los lotes el grado de absorcién de
humedad de la arcilla es menor comparado con el de la Bent sin modificar. Es decir, que se confirma la presencia
de Q en la arcilla. Si bien se observa una disminucién, no es muy notoria ya que las modificaciones son con
moléculas que no afectan tanto el grado de hidrofilicidad como lo es el Q. En concordancia con el ensayo de TGA
estos cambios en la hidrofilicidad de la arcilla permanecen practicamente invariables para los distintos tiempos

de reaccidn.

La técnica de DRX es ampliamente utilizada para la caracterizacién de arcillas naturales y modificadas
dado que permite obtener informacion acerca de la estructura cristalina y el grado de intercalacion de una dada

sustancia mediante la medicion del espaciado interlaminar a través del uso de la ecuacién de Bragg.

A partir del difractograma de la Bent pura (Figura A 1) se identificaron las fases cristalinas que
componen la arcilla, siendo la montmorillonita la fase principal, con cuarzo, feldespatos y labradorita como fases
secundarias®’. El primer pico se sitla alrededor de 26 = 6.6° y es caracteristico de la montmorillonita.
Corresponde al plano 001 de esta estructura y se corresponde con un doo:=13.32 A. Como consecuencia de la
modificacidn con Q, se produce una pérdida de cristalinidad de la fase montmorillonita, evidenciada en picos
mas anchos y menos intensos en los difractogramas, mientras que los picos de las fases secundarias permanecen
inalterados tras la integracién de Q, como se ha observado en general en las modificaciones por intercambio

catidnico.
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FIGURA 13. COMPARACION DE LOS DIFRACTOGRAMAS DE BENT-Q PREPARADA EN EL LABORATORIO (30 MIN DE REACCION

A 60°C) POR MERINO Y cOL. (2018)*® v LA REALIZADA EN EL LOTE 4 (5 MINUTOS DE REACCION A 25 °C).

TABLA 5. ESPACIADOS INTERLAMINARES Doo1 DE LAS ARCILLAS.

Lote Tiempo de reaccion doo1 Adoo1
(min) (A) (A)

Bent - 13,32 -
5 16,32 3,00
1 15 16,01 2,69
30 15,87 2,55
5 15,52 2,20
2 15 15,73 2,41
30 16,09 2,77
5 15,69 2,37
3 15 16,01 2,69
30 16,17 2,85
5 16,09 2,77
4 15 15,78 2,46
30 15,60 2,28
Laboratorio®® 30 15,05 1,73
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En el caso de los difractogramas de las Bent-Q, el ensayo de DRX se realizé con el fin de determinar si
el Q se encontraba intercalado entre las [dminas de Bent, como es de esperarse cuando se ha producido una
reaccién de intercambio catidnico’. Sin embargo, hay que considerar la posibilidad de que el Q no se encuentre
totalmente interestrato, sino que una parte se haya adsorbido en la superficie de las ldminas de Bent. Como se
menciond anteriormente, el pardmetro a observar es la posicion de pico de difracciéon 001 ya que éste se
desplaza a dngulos menores a medida que aumenta la distancia interlaminar, doo1”“. La Figura 12(a-d) muestra
comparativamente los patrones de difraccion de la Bent y las Bent-Q de los distintos lotes obtenidos con 5, 15y
30 minutos de reaccidn, en el rango de 2 a 10° (20), en donde es posible visualizar con claridad el desplazamiento
del pico de difraccion mencionado. Se puede notar que en todos los casos el pico de difraccidon 001 se desplazo
completamente a menores valores de 26. Los mayores desplazamientos logrados en términos porcentuales,

tomando la alicuota en la que mayor corrimiento de pico se observé de cada lote, son:

e 22.5%en el Lote 1 (5 min), equivalente a Adoo1 = 3 A

® 20,8% en el Lote 2 (30 min), equivalente a Adoo1 = 2,77 A

e 21,4%en el Lote 3 (30 min), equivalente a Adoo1 = 2,85 A

® 20,8% en el Lote 4 (5 min), equivalente a Adoo1 = 2,77 A

e 13,0% en el la Bent-Q obtenida previamente en el laboratorio por Danila Merino*, equivalente a Adoo1

=1,73A
De acuerdo con otros estudios previos, estos valores de espaciados interlaminares indican que las

moléculas de Q estdn orientadas formando una monocapa, como se esquematiza en la Figura 23526566, |3
distancia entre laminas de Bent aumentd siempre y con resultados muy similares entre los distintos lotes, lo cual
es muy interesante teniendo en cuenta las condiciones en las que se llevd a cabo cada experiencia, reafirmando
lo visto en los ensayos de TGA. Si bien el maximo corrimiento del pico en los lotes 2 y 3 se da al mayor tiempo
de reaccién, es decir, que habria una mayor cantidad de Q interlaminar cuanto mas tiempo se dejé reaccionar a
la arcilla, las diferencias con los otros tiempos de reaccidn (5 y 15 min) no son significativas. Por otro lado, el
mayor corrimiento del pico en los lotes 1y 4 se da en el menor tiempo de reaccidon (5 min). En el primer caso se
logra el mayor desplazamiento del pico, mientras que en el segundo caso se alcanza el mismo corrimiento
logrado que en el lote 2 y menos de un punto porcentual por debajo del lote 3. Las diferencias encontradas entre
los maximos corrimientos de cada lote son minimas (menos de 2 puntos porcentuales), pero las condiciones de
reaccion a las que ello sucede son muy diferentes. Es por eso que los resultados del lote 4 son tan promisorios.
El Q intercalado es apenas menor que en los que se obtiene en los demas lotes, pero se logra una gran
optimizacién de las condiciones (Temperatura, tiempo de reaccidn y cantidad de arcilla por lote) que se traducira

en mejoras de factibilidad econdmica de su produccién a gran escala.
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FIGURA 14. REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LA ESTRUCTURA DE LA NANOARCILLA BENT-Q SEGUN LA CUAL LAS
CADENAS DE Q SE ENCUENTRAN INTERCALADAS FORMANDO UNA MONOCAPA ENTRE LAS LAMINAS DE BENT*®,

Por otro lado, es interesante notar que comparando el mismo tiempo de reaccion para todos los casos,
la distancia interlaminar de las arcillas modificadas en todos los lotes (con iguales o menores tiempos y
temperaturas de reaccidn) es mayor que la lograda en el laboratorio por Merino y col.®, En una primera
aproximacion se podria suponer que una mayor cantidad de Q se intercambié a una mayor escala con todos los
cambios que se realizaron respecto de la formulacién original. Sin embargo, segun los resultados obtenidos en
los ensayos de TGA el % de Q presente en la Bent es un poco menor en las pruebas realizadas en este proyecto.
Por lo cual, una posible teoria es que el Q esté intercalado de una manera diferente, ocupando un espacio
levemente mayor entre las ldminas de arcilla. Si nos focalizamos en la Bent-Q4-5 min que pareceria ser la arcilla
sintetizada en condiciones de tiempo y temperatura dptimas en el reactor, el desplazamiento del pico 001 es

unos 7,8 puntos porcentuales mayores que el registrado en la Bent-Q de laboratorio.

La técnica de FTIR brinda informacidn sobre las frecuencias de vibracién de los enlaces presentes en la
estructura quimica de un material y permite, gracias a la aparicion o desaparicion de algunas de sus bandas o
incluso a su corrimiento o cambios de intensidad, detectar los cambios que este ha experimentado al cabo de

una determinada reaccién quimica.

La Tabla 6 resume las principales bandas de absorcion de la Bent (Figura A2), tipicas en esta clase de

minerales, con sus correspondientes asignaciones.
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TABLA 6. PRINCIPALES BANDAS DE ABSORCION EN EL ESPECTRO FTIR DE LA BENT®%6%73,

Numero de onda Asignacion
(cm™)
3621 Estiramiento de los grupos OH estructurales
3400 Estiramiento del enlace O-H de las moléculas de agua de adsorbidas
1635 Flexion H-O-H de las moléculas de agua adsorbidas sobre la superficie arcillosa
1050 Estiramiento del enlace Si-O
918 Vibraciones de deformacién del enlace Al-OH
881 Deformaciones del enlace Al-Fe-OH
795 Vibraciones de flexidn del enlace Si-O-Al
520 Vibraciones de estiramiento del enlace Si—-O—Al en la capa octaédrica
463 Vibraciones de flexién del enlace Si—O en la capa tetraédrica

Por otro lado, el Q puro presenta, principalmente, bandas centradas en 1589 y 1645 cm™. La primera
de ellas se debe a la flexién del grupo amino -NH>737>. La posicidn de esa banda esta usualmente entre 1550 y
1595 cm™. El desplazamiento del pico a mayor frecuencia estd relacionado con un aumento en la extensién de
la N-acetilacién y también, con la presencia de puentes de hidrégeno’®. Cuando se comparé con el espectro
infrarrojo de Bent-Q, se observd un corrimiento en la banda del grupo amino protonado hacia una frecuencia
mas baja. El pico aparece a 1535 cm™, lo que sugiere una fuerte interaccién electrostatica con Bent, como ha
sido descrito previamente por Merino y col. (2018)%, Han y col. (2010)%” y por Monvisade & Siriphannon (2009)%2.
La banda que aparece a 1645 cm™ en el Q puro se relaciona con la banda de amida (estiramiento C=0 en amidas)
y, en la nanoarcilla Bent-Q, aparece a 1633 cm™ solapada con la banda de vibracién de flexién de moléculas de
agua adsorbidas sobre Bent®®. La Figura 15 (a-d) muestra los espectros FTIR de las diferentes Bent-Q con los

controles de la Bent natural, y el Q. A partir de los mismos pudo confirmarse la presencia de Q en la arcilla.
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En base a los resultados obtenidos, se selecciond la Bent-Q4-5min como formulacién dptima y se
procedid a caracterizarla con mayor detalle. Con esta arcilla, se prepard una suspension en agua con una
concentracién de 1 mg/ml. En la Figura 16 se muestra la curva de distribucion aparente de didmetros de particula
de la arcilla en suspension evidenciando una distribucidon unimodal con un pico en 468 nm, levemente menor y
con menos polidispersidad en comparacion a la Bent natural sin tratar. Sin embargo, la estabilidad de la
suspension solo durd pocos minutos y luego se comenzaron a ver sedimentos en el fondo del recipiente. Esta
menor estabilidad de la suspensidn estd asociada al menor cardcter hidrofilico de la Bent-Q evidenciado en los
resultados anteriores. Por esta razdén, como trabajo a futuro se evaluard la incorporacién de un agente
dispersante o surfactante inocuo para la aplicacidn planteada en este proyecto, que permita mantener la arcilla
en suspension estable y evitar posibles inconvenientes con la obstruccién del spray foliar. Esta incorporacién en
la formulacién del producto serd un pardmetro clave si la idea es comercializar la arcilla como un producto sélido

el cual serd dispersado en agua por la persona que realizara la aplicacion en campo.
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FIGURA 16. CURVA DE DISTRIBUCION DE TAMANO DE PARTICULA DE SUSPENSION DE BENT-Q4-5MIN EN AGUA
DESTILADA, 1 MG/ML.

Finalmente, se procedié a observar las particulas de la formulaciéon éptima mediante microscopia FESEM y se
compararon con la Bent sin tratar. El andlisis de la Figura 17 a) permitio dilucidar la presencia de agregados muy
compactos de particulas con un aspecto mas uniforme y homogéneo para Bent, con pocas irregularidades. Por
otro lado, la Figura 17 b) muestra que la formulacién dptima de la Bent-Q seleccionada tiene una estructura mas
abierta, notandose un cambio en la rugosidad superficial. Estos resultados visuales se pueden correlacionar con
la presencia de partes de las cadenas de Q, no solo entre las laminas de Bent sino que también recubriendo las
mismas. Resultados similares fueron reportados por Merino y col. (2018)* a escala laboratorio. Como

complemento, con EDS se obtuvieron las composiciones elementales de la Bent-Q y de la Bent, como se muestra
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en la Figura 18 (a-b). En la Bent se puede observar un mayor porcentaje de Siy la presencia de Ca, Al, Na, Fe y
Mg, los cuales son caracteristicos de este tipo de material (no se considera el Cr dado que es el elemento
empleado como recubrimiento de las muestras para la técnica). La presencia de Mg y Al se debe a las
sustituciones isomorficas de Mg por Al en las capas octaédricas y de Al por Si en las tetraédricas. En el caso de
la Bent-Q, ademds de estos elementos, se puede observar una reduccion en la relacién Na/Si (0.07 para la Bent
y 0.026 para la Bent-Q) y ademads una cantidad apreciable de Carbono, que es asociable con la incorporacién del

Q a la arcilla y demuestra, una vez mas, que se ha intercambiado satisfactoriamente.
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FIGURA 18. MICROANALISIS POR EDS DE LA SUPERFICIE DE LAS ARCILLAS Y COMPOSICION ELEMENTAL: A) BENT; B)
BENTQ4-5MIN.
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Conclusiones parciales
Los resultados de FTIR, TGA, DRX y FESEM indicaron que el Q se incorpora efectivamente en la Bent,

que interactuan a través de fuertes interacciones electrostdticas y que se intercala en las [aminas de Bent en
una disposicién de monocapa. La cantidad de Q presente en la Bent-Q4-5 min fue de aproximadamente 4.5%
(p/p). Un resultado muy similar al obtenido por Merino y col. (2018)%¢ a escala laboratorio. Es muy importante
notar los ajustes en las concentraciones logradas por lote, asi como en pardmetros de produccidn tales como la
temperatura y el tiempo (Tabla 7). La optimizacidn de todas estas variables esta relacionada en su mayoria por
la naturaleza del Qy de la Bent. En la afinidad de las cargas positivas del Q con las cargas negativas caracteristicas
de las l[dminas de la Bent y la capacidad de la arcilla de alojar cationes organicos estd la explicacién de esta
optimizacién. Por esta razén, el Q se intercambia catidnicamente tan rapido y se ubica interestrato en la arcilla,
razén por la cual los resultados de las alicuotas extraidas en cada lote son tan parecidos, por lo que en realidad
no se requeriria de tiempos de modificacidon tan prolongados y temperaturas superiores a 25 °C, como se

propone en la bibliografia.

Resumiendo, se ha obtenido una nanoarcilla con propiedades muy similares a la obtenida por Merino
y col. (2018)%, con la diferencia apreciable de la escala a la que se trabajé. Esta ultima es la gran variable a
optimizar cuando se trata de produccién en masa a escala industrial. Particularmente, se logrd incrementar un
orden de magnitud la cantidad producida, pasando de unos 20 gr a unos 200 gr de nanoarcilla por lote. Al ser
este el caso en el que los resultados son tan favorables, se considerd incorporar en esta Tesis un analisis de
mercado y plan de negocios sobre esta nanoarcilla. No obstante, es muy importante recalcar que todo el trabajo
realizado en los laboratorios de INTEMA fue hecho con el equipamiento que se encontraba disponible. Es por
eso, que se puede concluir que se logro el objetivo de optimizar el proceso con los recursos que se contaban.
Sin embargo, se puede seguir logrando la reduccion de tiempos mediante equipamientos superiores,

permitiendo que todo el procedimiento se realice de una forma mas continua.

Finalmente, por la naturaleza menos hidrofilica de la Bent-Q4-5min en comparacién a la Bent natural,
se considera fundamental un estudio a futuro con respecto a la formulacién que debe incluir un coadyuvante o
un agente, idealmente biocompatible e inocuo, que permita la correcta suspension de esta nanoarcilla en agua,

teniendo en cuenta que esto sera efectuado por la persona encargada de pulverizarla en el campo.

TABLA 7. COMPARACION ENTRE ARCILLAS OBTENIDAS A DISTINTA ESCALA.

Bent-Q1-30min (Formulacién Bent-Q1-5min (Formulacién
escala laboratorio) escala planta piloto)
Concentracién de Bent en la 1 3
suspension (% p/V)
Concentracion de Q en la solucién 1 25
inicial (% p/V)
Temperatura de reaccién (°C) 60 25
Tiempo de reaccién (min) 30 5
Cantidad aproximada de Bent-Q
20 200
producida (gr)
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CAPITULO 4. PRODUCCION DE BENT-AS EN PLANTA PILOTO Y
CARACTERIZACIONES FISICAS, QUIMICAS Y MORFOLOGICAS

Introduccion
El 4cido salicilico (AS), o acido 2-hidroxibenzoico, es un compuesto organico cuya estructura quimica se

compone de un anillo aromético de benceno con un grupo carboxilo (-COOH) y otro hidroxilo (-OH) (Figura 19),
lo que le confiere propiedades &cidas, con un pKa de 2.977%. Este compuesto es un sdlido cristalino blanco a
temperatura ambiente y tiene un punto de fusién de 159°C. Ademds, es soluble en disolventes orgdnicos como
el alcohol, éter, cloroformo y benceno, pero tiene una solubilidad limitada en agua (Solubilidad en agua, g/100ml

a20°C: 0.2).

FIGURA 19. ESTRUCTURA QUIMICA DEL AS.
El AS ha sido ampliamente estudiado debido a sus diversas aplicaciones en la medicina y la industria.
Tiene propiedades antiinflamatorias, analgésicas y antipiréticas, lo que lo hace util en el tratamiento de una
variedad de condiciones médicas como la fiebre, el dolor y la inflamacién. También se utiliza en la produccion

de productos quimicos, cosméticos y como conservante de alimentos.

El AS es un compuesto orgdnico que se encuentra de manera natural en algunas plantas, como la
corteza de sauce blanco. Es un compuesto estable y resistente a la oxidacién, lo que lo hace adecuado para su
uso en materiales resistentes al fuego y a la intemperie. Ademas, tiene propiedades antifungicas, queratoliticas
y antibacterianas, lo que lo hace util en la fabricacién de materiales para aplicaciones médicas y agricolas.
Durante siglos ha sido utilizado para aliviar el dolor y reducir la inflamacion por sus propiedades medicinales. En
la actualidad, el AS se utiliza en una amplia variedad de aplicaciones, que van desde la industria farmacéutica

hasta la cosmética y la agricultura.

El AS es un acido fendlico beta hidroxilado y se produce ampliamente en procariotas y plantas. Durante
mucho tiempo, el AS ha sido conocido mas por sus aplicaciones como medicamento que por su funcion en las
plantas. Una de las razones es que, en las plantas, se descubrié que el AS se comporta como mensajero quimico
en la regulacidn de procesos bioldgicos a concentraciones relativamente bajas. Ahora, el AS es mejor conocido
como una hormona relacionada con la defensa de plantas. Las primeras observaciones de que el SA estaba
involucrado en la inmunidad de las plantas fueron reportadas por Raymond F. White en 1979, quien describio
que la aplicacién de aspirina (acetil-SA) en tabaco susceptible a virus conferia resistencia contra el virus del
mosaico del tabaco (TMV, por sus siglas en inglés). Esto indicé un papel protector del AS en la resistencia de las

plantas y que podria desempefiar un papel como sefial interna de defensa para la inmunidad de las plantas®>.
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La resistencia sistémica adquirida (SAR, por sus siglas en inglés) ha sido reconocida como una respuesta
de las plantas al estrés bidtico durante casi 100 afios’’. Una vez que se sintetiza el AS, este actla a través de
receptores que pertenecen a la familia de factores de transcripcion NPR (por sus siglas en inglés, no expresores
de proteinas relacionadas con la patogénesis) para inducir ain mas genes relacionados con la defensa que
contribuyen a la activacion del patrén molecular asociado a patégenos, desencadenando inmunidad activada
por efectores (ETI, por sus siglas en inglés) y SAR?8, Hoy en dia, el AS se acepta como una hormona esencial tanto
para la resistencia local como para la SAR2. La aplicacidon de AS en plantas induce la acumulacién endégena de

AS que confiere a la planta resistencia frente a diferentes patégenos”.

Sin embargo, el AS tiene roles controvertidos en el desarrollo y crecimiento de las plantas dependiendo
de su concentracion, el pH de las soluciones de aplicacion, asi como de las especies vegetales y etapas de
desarrollo?’. Por ejemplo, dependiendo de la especie vegetal, una dosis alta de AS (>1-2 mM AS) no solo mejora
la resistencia de la planta, sino que también regula negativamente los procesos de desarrollo vegetal que afectan
la productividad de los cultivos®. Davies y col.8! han informado que el SA inhibe la germinacién de las semillas y
bloquea la respuesta a las heridas. Otro aspecto a considerar para la aplicacion exégena de AS es que, en general,
el pH de la solucion de AS es acido y la absorcidn de AS por las células vegetales depende del pH. Por ejemplo,
Chen y Kuc® demostraron que en células de tabaco, la absorcién de AS estd inversamente correlacionada con
el aumento del pH del medio. Por lo tanto, tanto el ajuste fino del pH como las dosis de aplicacion de AS podrian

ser criticos en la modulacion de la sefializacion de defensa de las plantas mediada por AS%324,

Una de las desventajas del AS es su baja solubilidad en agua. Este es un factor importante que ha
limitado las variantes de sintesis de la arcilla modificada con este compuesto. Si bien existen algunas estrategias
para mejorar la solubilidad del AS en agua, como la modificacidon quimica del compuesto, modificaciones del pH,

o la utilizacién de surfactantes, las mismas no fueron probadas en este trabajo.

El objetivo de este Capitulo fue adaptar y optimizar el método de obtencion de Bent modificada con AS
(Bent-AS) previamente formulada en escala laboratorio®® para su produccién en escala de planta piloto, y llevar

a cabo sus caracterizaciones fisica, quimica y morfoldgica.

Procedimiento experimental
Se realizaron distintos ensayos con el objetivo de minimizar el tiempo de reaccion, la temperatura a la

gue se realiza cada tratamiento y la cantidad de insumos requeridos usando como referencia la arcilla obtenida
por Mansilla y col. (2020)*. A diferencia de las nanoarcillas obtenidas en el Capitulo 3 no se realiz un primer
lote a escala planta piloto respetando las mismas condiciones iniciales que la arcilla de base. Resumiendo, la

Bent-AS 6ptima se obtuvo en el laboratorio empleando los siguientes parametros:

Volumen de suspension: 500 ml

e Cantidad de Bent Dispersada: 5gr

e Relacién AS/Bent: 0,17 gr AS/1 gr Bent
e Tiempo de proceso: 60 minutos

e Temperatura de proceso: 70 °C

e Método de separacion: Centrifugacion
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e Método de secado: Liofilizacion

A continuacién, se describen los procedimientos seguidos para obtener los dos lotes de Bent-AS en
planta piloto:

Lote 1: Se disolvieron 25 g de AS en 1,5 L de agua destilada a 70 °C. Luego se dispersaron 150 g de Bent
en 4,5 L de agua destilada con agitacidn vigorosa durante 15 min en un reactor de 10 L de capacidad y la
suspension obtenida se calentd a 70 °C. Se agregd la solucion de AS a la suspension de arcilla obteniendo una
concentracion 2,5 % p/V de Bent. La mezcla se mantuvo con agitacidn y temperatura constante y se extrajeron
alicuotas del reactor a distintos tiempos (5, 15, 30 y 60 minutos) para su posterior analisis. Finalmente, se
evaluaron distintos métodos de separacién de la arcilla (filtracion al vacio y centrifugacion), se lavé 3 veces con
agua destilada y se liofilizé.

Lote 2: El procedimiento fue similar al del lote uno. La Unica diferencia fue la temperatura de la reaccién

en el reactor, que fue 50°C.

TABLA 8. RESUMEN DE LAS VARIABLES EMPLEADAS EN CADA LOTE.

V de suspension en Concentracion de Bent Masa AS/ 0
o T de reaccion
reactor en la suspension Masa Bent (°C)
(% p/V) (9/9)
1 6 2,5 0,17 70
2 6 2,5 0,17 50

Resultados y discusion
En cuanto a las modificaciones procedimentales en comparacién a la arcilla obtenida a escala

laboratorio por Mansilla y col. (2020)*, la filtracidn al vacio no se pudo realizar satisfactoriamente ya que el
proceso era muy lento a pesar de haber testeado papeles de filtro con diversos tamafios de poro, y se tuvo que
recurrir nuevamente a la centrifugacion, un método mas laborioso y que toma mas tiempo. A diferencia de lo
ocurrido en el capitulo anterior, todavia no se habia evaluado la segunda alternativa a la que se hace referencia,
sino que se utilizd la primera técnica de ultracentrifugado previamente desarrollada. Por lo tanto, en el proceso
de centrifugado de todas las arcillas se convivié con la misma problematica: el escaso volumen que se podia
centrifugar para separar el sobrenadante de la arcilla, traduciéndose en mayores tiempos de obtencion del

producto final.

Igualmente, la gran limitacidon detectada a la hora de hacer variaciones al procedimiento de obtencion
de las arcillas, con el fin de optimizar el proceso, fue principalmente la solubilidad del AS en agua. En el primer
lote se tuvo que enfrentar con complicaciones de este tipo desde el inicio ya que la solubilidad del AS en agua
es muy baja. De esta manera, fue necesario disolverlo en una gran cantidad de agua (1,5 L), por lo que se perdio
mucho tiempo intentando que se disuelva todo el AS por los tiempos necesarios para calentar la solucion.
Ademas, no es lo ideal trabajar con temperaturas tan altas (70°C) ya que se traduce en mayor gasto energético,
econémico y de tiempo.

Por todo lo esgrimido, se intentd un segundo ensayo con el objetivo de optimizar el proceso,

disminuyendo la temperatura de reaccién. Como los problemas que se tuvieron en el primer ensayo se
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acentuaron, ya que fue ain mdas complicado lograr que se solubilice el AS en el agua a 50 °C, no se realizaron
otros lotes de Bent-AS. Es fundamental tener el AS en solucion ya que lo que se estd tratando de lograr es que
este se incorpore efectivamente en la arcilla 8. Si el AS no estd bien disuelto, se hace imposible que ingrese en
un espacio del orden de los nandmetros, si bien el agua ayuda hinchando a la arcilla. Por otro lado, cabe recordar
que el AS es un &cido con un Pkas = 2,977¢ por lo que en solucidn tiende a disociarse para dar lugar al ion salicilato.
La carga negativa de este ion hace que se dificulte su ingreso en los espacios interestrato ya que las laminas de
arcilla estan cargadas negativamente y la fuerza impulsora de este proceso de intercambio es la fuerza de
atraccion electrostatica. No obstante, existe otro fendmeno que, por el contrario, beneficia la carga de ASen la
arcillay es la formacién de un complejo quelato entre los iones salicilato y el Fe*3 presente en cantidad apreciable
en la arcilla®®. Este complejo posee un color caracteristico violeta y es el que le otorga esta coloracién a las Bent-

AS obtenidas como se muestra en la Figura 20.

FIGURA 20. ASPECTO DE LA BENT-AS EN POLVO.

A continuacion, se muestran las caracterizaciones de las arcillas Bent-AS de los distintos lotes, obtenidas
en cada caso con 5, 15, 30 y 60 minutos de reaccién. Se empleard la siguiente nomenclatura: BentASX-Y min,
donde X es el nimero de lote e Y es el tiempo de reaccidn en minutos. A partir de los distintos ensayos de

caracterizacion realizados, se analizara la factibilidad de reducir el tiempo y la temperatura de reaccion.

La estabilidad térmica de la Bent, el AS y la Bent-AS se evaluaron mediante el TGA y las curvas obtenidas
se muestran en la Figura 30 (a-b). Por otro lado, la Tabla 9 resume los principales parametros obtenidos a partir
de este ensayo. La Bent exhibe dos pérdidas de masa importantes, las cuales fueron explicadas en el capitulo

anterior.

A diferencia de las Bent-Q, las distintas Bent-AS muestran una dispersién en sus contenidos de AS, como
se muestra en la Tabla 9. Esta dispersidn genera que sus curvas de TGA no estén solapadas como las arcillas del
capitulo anterior. Esto se puede notar principalmente en la pérdida de agua, que fluctua para todas las arcillas
de un mismo lote. Al aumentar el % de AS presente en la arcilla, se reduce la hidrofilicidad de la misma,
traduciéndose en una menor pérdida de agua por los motivos explicados en el capitulo anterior. Si bien no es
tan significativa, se puede hacer esta relacidn en lineas generales, comparando los resultados obtenidos en cada

lote.
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Por otro lado, el AS se degrada en un Unico evento, centrado en 195,5 °C (Figura A 8). Este mismo
proceso esta presente en las distintas arcillas de Bent-AS1, pero situado a mayores temperaturas (entre 170 y
490°C) y desdoblado en dos picos detectados en la grafica de DTGA, cuyos maximos se registran en 246 y 410
°C. Una posible explicacién de la presencia estos dos picos es que primero se degrada el AS que no logra situarse
interestrato sino que se ha adsorbido superficialmente, dando origen al primer pico. Luego, se degrada el AS
que se ubica satisfactoriamente interestrato y que interactia mas fuertemente con la arcilla. Ese pico indicaria
un retraso en la degradacién del AS intercalado en la Bent y supondria un efecto protector en la arcilla. Ademas,
el AS efectivamente cargado en la Bent se determiné mediante la diferencia porcentual de masas entre la Bent

y la nanoarcilla, entre los 170 y los 490 °C.

TABLA 9. PARAMETROS OBTENIDOS A PARTIR DE LOS TERMOGRAMAS DE LAS ARCILLAS.

t de reaccion Contenido de AS Pérdida de agua
(% en peso) (% en peso)

5 2,45 6,60 241,4

15 2,59 7,04 241,3

1 30 2,52 5,48 246,6
60 3,15 7,77 246,7

5 1,93 6,04 254,0

15 2,01 7,43 245,5

2 30 1,85 8,51 243,2
60 2,01 7,53 252,6

Laboratorio® 60 2,02 6,89 245,6

Por otro lado, se puede observar que los resultados de las alicuotas del lote 1 obtenidas a distintos
tiempos de reaccién son levemente distintos. En lineas generales, cuanto mas tiempo se deja reaccionar a la
arcilla, mas AS se incorpora en la arcilla, aunque los cambios son leves. Por lo que se deduce que el proceso de
funcionalizacion es mas lento que en el caso de la Bent-Q debido a la baja afinidad electroestatica entre el

salicilato y las ldminas de la Bent.

En el caso de las curvas de DTGA de las BentAS2, no se observa ningun pico en el intervalo de T entre
170y 490 °C. Esto significaria que nada o muy poco AS se pudo intercambiar en la arcilla. Al intentar optimizar
el proceso disminuyendo la temperatura de la reaccién a 50°C, la disolucidn del AS en agua es mas dificultosa,
suceso clave para poder llevar adelante el procedimiento satisfactoriamente. Entonces, como resultado de lo

mencionado anteriormente, no se produciria la funcionalizacidon con AS de manera efectiva.
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FIGURA 21. CURVAS DE MASA RESIDUAL Y DTGA EN FUNCION DE LA TEMPERATURA PARA LOS DISTINTOS LOTES

DE BENT-AS OBTENIDOS CON DISTINTOS TIEMPOS DE REACCION: A) LOTE 1; B) LOTE 2.
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FIGURA 22. CURVAS DE MASA RESIDUAL EN FUNCION DE LA TEMPERATURA DE LA BENT-AS OBTENIDA EN ESCALA
LABORATORIO*> COMPARADA CON LOS DISTINTOS LOTES DE BENT-AS OBTENIDOS CON 5 Y 60 MIN DE REACCION.

Las curvas obtenidas en el lote 1, en especial la de Bent-AS1-5min, son muy similares a la del trabajo
realizado por Mansilla y col. (2020)* (Figura 22). En este Ultimo caso, los resultados son de la Bent modificada
con AS a escala laboratorio con la misma relacion masica, a 70 °C y 1 h de reaccién. Si bien los resultados
obtenidos a distintas escalas no difieren demasiado, se puede ver que con 5 minutos de reaccion en el reactor
de planta piloto se obtiene una arcilla similar a la preparada en el laboratorio con mas tiempo de reaccién. Por
lo tanto, a pesar de no ser posible una reduccién en la temperatura como ocurrié en el caso de la Bent-Q, se

podria ajustar el tiempo de reaccién lo que se traduce en un menor costo energético.

El ensayo de DRX se realizd con el fin de determinar si el AS se encontraba intercalado entre las ldminas
de Bent’3. El pardmetro a observar es la posicidn de pico de difraccidn (001) ya que éste se desplaza a dngulos
menores a medida que aumenta la distancia interlaminar, doo:1”*. La Figura 23 (a-b) muestra los patrones de
difraccion de Bent y Bent-AS en el rango de 2 a 10° (268). Como se puede apreciar en la Tabla 10, el patrén de

DRX de la Bent mostré un pico a 28 = 6.63°, lo que corresponde a un espaciado interlaminar de 13.32 A, como

se mencioné en el capitulo anterior.

TABLA 10. ESPACIADOS INTERLAMINARES Doo1 DE LAS ARCILLAS.

t de reaccion

(min)
Bent - 13,32 -
1 5 15,18 1,86
15 15,38 2,06
30 15,38 2,06
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60 15,46 2,14

2 5 15,46 2,14
60 14,73 1,41
Laboratorio*? 60 15,46 2,14

Se puede notar que en todos los casos el pico de difraccion se desplazé a menores valores de 26

(tomando la alicuota en la que mayor corrimiento de pico se observé de cada lote):

e 16,1% en el Lote 1 (60 min), equivalente a Adoo1 = 2,14 A

e 16,1% en el Lote 2 (5 min), equivalente a Adoo1 = 2,14 A

El incremento del espaciado interlaminar de las arcillas modificadas con AS, indica que, al menos algo
de la fitohormona se intercald interestrato, pero en muy baja cantidad. Es por esta razén, sumado a los datos
obtenidos en los TGA, que no se analizaron exhaustivamente los ensayos de las alicuotas intermedias para el

Lote 2, previendo la imposibilidad de seguir optimizando el proceso.
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FIGURA 23. COMPARACION DE LOS DIFRACTOGRAMAS DE LAS DISTINTAS ARCILLAS BENTAS, LOTE 1 (A), LOTE 2 (B),
MODIFICADAS CON DISTINTOS TIEMPOS DE REACCION.

Por otro lado, en la Tabla 11 se muestran los resultados obtenidos del ensayo de absorciéon de humedad
realizado a las Bent-AS1. Si bien a partir del ensayo de TGA se puede deducir la cantidad de agua innata que
contiene la muestra y el ensayo de absorcién de humedad sirve para determinar qué cantidad de agua es capaz

de incorporar la arcilla, ambas técnicas dan evidencia del grado de hidrofilicidad de las arcillas. Dada la baja
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cantidad de AS presente en la arcilla, es esperable obtener un producto con una hidrofilicidad levemente menor
que el de la Bent pura. Como ya se argumento anteriormente, esto ocurre al observar los DTGA correspondientes
al Lote 1, mientras que no sucede lo mismo al analizar los resultados del ensayo de absorcién de humedad. No
se observan variaciones significativas con respecto a los valores de la Bent sin modificar, sino que se mantiene

dentro de los valores de esta.

TABLA 11. RESULTADOS OBTENIDOS DEL ENSAYO DE ABSORCION DE HUMEDAD PARA BENT-AS1.

Lote Tiempo de reaccion (min) AbsH,, (%)
5 19,36+0,56

1 15 20,77%0,22
30 18,14+0,55

60 19,70+1,17

Bent - 18,01+0,10

En base a los resultados obtenidos, se seleccioné la Bent-AS-5min como la formulacion éptima y se
procedio a caracterizarla con mayor detalle. La Figura 24 muestra los espectros FTIR de la Bent, BentAS1 —5min
y AS. A partir de los mismos se intentd confirmar la presencia de AS en la arcilla. Adicionalmente, se realizaron
ensayos de FTIR a las distintas arcillas que se muestran en la Figura A 11 (para el Lote 2 se ensayd Unicamente

la arcilla que se dejé reaccionar por 60 minutos).

) EE EEEEE E
T
3 A
8 )l
] .
f= 4
§ o BentAS1 — 5min
5 4
74 o
2 4
< ] A Bent
7 AS
i rya
1 v 1 1 74 T ¥ T T I ' I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

FIGURA 24. COMPARACION DE LOS ESPECTROS FTIR DE BENT, AS Y BENTAS1-5MIN.

Comparando los espectros de FTIR entre la Bent y la Bent-AS, se ven muy similares pero en esta ultima

se observan numerosos picos de baja intensidad que no se habian presentado en el espectro de la Bent. Los
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picos caracteristicos que se atribuyen a la presencia de AS en la arcilla funcionalizada pueden visualizarse a 1659
cm™ debido a las vibraciones de estiramiento del enlace C=0 del cido carboxilico, a 1442 y 1479 cm™ debido a
las vibraciones de estiramiento C=C, a 1295 cm™ debido a las vibraciones de estiramiento C—0 en la estructura

fendlica del ASy a 754 cm~ debido a la deformacién de estiramiento C—H.

Este resultado coincide con los obtenidos en el TGA, donde se pudo determinar que el AS es capaz de
incorporarse a la arcilla. Al comparar los resultados entre las distintas arcillas de este mismo lote, no se
encuentran diferencias entre los espectros debido al bajo contenido en las mismas. El AS se podria estar
intercalando entre los estratos de la Bent o situandose superficialmente, obteniéndose curvas similares incluso
entre las arcillas del mismo lote, con distintos tiempos de reaccion. Sumando la informacion obtenida con los
anteriores ensayos si bien, a priori, no son resultados tan promisorios desde el punto de vista procedimental se
deben estudiar mas a fondo, con otras técnicas de caracterizacién. Ademas, para confirmar realmente que la

cantidad de AS que se intercala sea suficiente.

De la misma forma que coincide lo observado en el TGA con el FTIR del lote 1, lo mismo sucede para
los casos del lote 2. Los espectros de FTIR obtenidos resultan idénticos al FTIR de la Bent. Por esta razén, también

se podria afirmar que el AS no fue capaz de incorporarse de manera significativa en la Bent.

Con la misma arcilla BentAS1-5min, se prepard una suspensién en agua con una concentraciéon de 1
mg/ml. En la Figura 25 se muestra la curva de distribucidn aparente de didmetros de particula de la arcilla en
suspension, que es muy similar a la de la Bent. El tratamiento con el acido débil no modificé el tamafo de
particula de arcilla, como si podria ocurrir con acidos fuertes. En comparacion con la formulacién Bent-Q-5min,
esta suspension fue mucho mas estable en el tiempo. Esta mayor estabilidad de la suspensién puede estar

asociada al mayor cardcter hidrofilico que el de la Bent-Q evidenciado en los resultados anteriores.

Bent 4
1 Bent-AS A

Intensidad (u.a.)

5,1 um

10 100 1000 10000
Tamafio de particula (nm)
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FIGURA 25. CURVA DE DISTRIBUCION DE TAMANO DE PARTICULA DE SUSPENSION DE BENT-AS1-5MIN EN AGUA
DESTILADA, 1 MG/ML.

De manera complementaria, se analizd por medio de la técnica de microscopia FESEM la
microsestructura de la BentAS1-5min. En la Figura 26 se puede observar la microestructura obtenida para esta
arcilla. Comparéndola con la de la Bent (Figura 17 a)), no se logran apreciar grandes diferencias en las laminas
ni en la superficie, como si se podia ver en la Bent-Q. Ademas, en la Figura 27 se exhibe la composicién quimica
obtenida a partir del ensayo EDS la Bent-AS. Nuevamente, si se compara con la de la Bent (Figura 18 a)), no se
observan diferencias sustanciales ni cambios de composicidn, cuando deberia encontrarse un mayor % de
Carbono, tal como sucedié con el Q. Sin embargo, esto no seria concluyente ya que el AS es una molécula mucho
mas chica y, segun los resultados previos, se habria intercambiado en mucha menor cantidad, como el C es un
atomo tan chico, la deteccidn y cuantificacion se hace menos confiable y se requeriria algin equipo mucho mas
preciso. Tampoco se ven cambios significativos en la relacién Na/Si, porque en este caso la modificacidn no se

da por intercambio catidnico.
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FIGURA 26. MicROScOPiA SEM DE BENTAS1-5MIN.
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FIGURA 27. MICROANALISIS POR EDS DE LA SUPERFICIE DE LAS ARCILLAS Y COMPOSICION ELEMENTAL DE BENT-AS1-
5MIN.

Conclusiones parciales
Los resultados de FTIR, TGA y DRX indicaron que solamente en los ensayos realizados a las BentAS1 el

AS se incorpora de manera significativa en la Bent e interactia con la misma de dos maneras. Una es en el
espacio entre capas de la arcilla a través de la formacién de complejos con los iones Fe*3 presentes en estas
arcillas, y la otra es por adsorcion en la superficie de la misma. Mientras que en el resto de las Bent-AS obtenidas
a menor temperatura con respecto a lo reportado a escala laboratorio no se observé la incorporacién de AS de
manera significativa. Se logré optimizar a gran escala los resultados esperados Unicamente para el primer lote,
en comparacién con los que habian logrado Mansilla y col. (2020)*. La poca solubilidad que tiene en el agua el
AS a temperaturas inferiores a 70°C y la carga anidnica del ion salicilato limitaron las posibilidades de optimizar
el proceso de funcionalizaciéon de la Bent con AS. Para poder solubilizar al AS en agua es necesario trabajar a
temperaturas bastante por encima de la ambiente, dejando una variable importante del proceso fija, que se
traduce en un mayor consumo energético. En cuanto al tiempo de reaccién, quedé demostrado que la
formulacién con la que se obtenian los resultados mas similares a los obtenidos en el laboratorio fue para la
Bent-AS1-5min. Si bien no se logré optimizar completamente el proceso, es una mejora considerable en la

busqueda de disminuir los costos de produccion.

Resumiendo, las nanoarcillas obtenidas no concretaron los resultados esperados en cuanto a la
reduccién de la temperatura del proceso de funcionalizacién, a diferencia de lo observado en los sistemas Bent-
Q, y por ese motivo no se siguid intentando optimizar el proceso en este aspecto realizando distintas
formulaciones. No obstante, queda pendiente estudiar el desempefio bioldgico de las BentAS1 obtenidas con
distinto tiempo de reaccidn para evaluar si, aun teniendo un leve menor contenido de AS, la BentAS1-5min,

resulta igualmente efectiva que la BentAS1-60min lo que permitiria al menos reducir el tiempo de reaccién.
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CAPITULO 5. PROPIEDADES BIOLOGICAS DE LAS NANOARCILLAS
OBTENIDAS EN PLANTA PILOTO

Introduccion
La agroindustria es una actividad estratégica en Argentina. El tomate (Solanum lycopersicum) es la

segunda hortaliza mas consumida en nuestro pais, su consumo ronda los 16 kg/persona/afio, y es uno de los
cultivos que ocupa mayor extensién de suelo y produccién®. Las principales zonas productoras de tomate son
las provincias de Mendoza y San Juan (regidén cuyana) Salta y Jujuy (regién NOA), Corrientes y Formosa (NEA),
Rio Negro, y Buenos Aires, provincia en la cual se destacan los cinturones horticolas bonaerense y La Plata, Mar
del Plata y Sur de Bs.As?. La superficie cultivada varia de afio en afio, dado que gran parte de los cultivos son
anuales; comprende alrededor de 600.000 hectareas y emplea alrededor de 10 millones de personas por afio,
lo que la transforma en una de las actividades de mayor valor social. El tomate se cultiva a lo largo de todo el
ano, en la medida que se puedan controlar diferentes situaciones de estrés. El manejo del tomate varia desde
la conduccidn a campo (cuando las condiciones climaticas lo permiten) hasta el cultivo bajo cobertura, por lo

que se pueden distinguir tres sistemas productivos: a campo, semiforzado e invernadero®®,

Ademas de su interés econdmico, el tomate posee ciertas caracteristicas agrondmicas que lo convierten
en una planta adecuada para ensayos de experimentacion. Algunas de estas caracteristicas mas destacables son:
la posibilidad de cultivar tomate en diferentes condiciones, lo que permite comprender la adaptabilidad del
tomate a diferentes estreses abidticos, como por ejemplo el estrés salino; su ciclo de vida relativamente corto;
su insensibilidad al fotoperiodo, es decir, la capacidad de floracién, y posteriormente la produccion de semillas
independientemente de las condiciones de la duracion del dia; la facilidad de polinizacidon controlada e
hibridacion; la simplicidad de su genética con un genoma relativamente pequeiio y la falta de duplicacién de
genes; y su capacidad para propagarse asexualmente por injerto, o para regenerar plantas enteras de diferentes

partes de la planta.

El tomate es una planta susceptible a estrés bidtico y abidtico. Para enfrentar esta problemadtica, se
recurre a la aplicacion de agroquimicos de elevado impacto ambiental a lo largo del ciclo. Se han registrado mas
de 40 aplicaciones con agroquimicos en un cultivo de tomate convencional a lo largo de su ciclo descuidandose
el tiempo de carencia el cual es el tiempo que se debe esperar entre la aplicacién del producto y la cosecha. Por

ende, la investigacion de alternativas ecoldgicamente mds amigables adquiere una gran relevancia.

Las plantas estan continuamente sometidas a situaciones bidticas y abidticas adversas, y ante cualquier
ataque de patdgenos o condicidn de estrés las plantas cuentan con mecanismos de defensa. Dentro de los
mecanismos de defensa de las plantas se pueden enunciar dos tipos: 1) los pasivos y 2) los activos. Los primeros
estdn referidos a las defensas fisicas de las plantas como cuticulas, tricomas y ceras, asi como a las barreras
guimicas, que consisten en la sintesis de sustancias quimicas por parte de la planta antes de cualquier infeccidon
por patégenos; tales sustancias son saponinas, alcaloides, proteinas antifingicas o enzimas inhibidoras. Por otra
parte, los mecanismos activos tienen que ver generalmente con la produccidon enddgena o aplicaciéon exdgena
de elicitores. Estas sustancias, naturales o sintéticas incluyen carbohidratos, lipidos, glicopéptidos y
glicoproteinas cuyo objetivo es actuar como activadores de reacciones defensivas, es decir, inducir la produccion

de fitoalexinas o estimular cualquier mecanismo de defensa de la planta para protegerse. El funcionamiento de
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estas sustancias se basa en imitar la accién que producen los microorganismos patogenos al interaccionar con
la planta, promoviendo diferentes modos de defensa de la planta (Figura 37). Estos activan las vias de
transduccién de sefiales relacionadas con la defensa a través del reconocimiento de las moléculas que son
liberadas durante la interaccidn planta-patégeno®. Una vez percibidos por las células vegetales se producen
especies de oxigeno reactivas (ROS), la biosintesis de fitoalexinas, un engrosamiento de la pared celular de las
plantas, la acumulacién de proteinas relacionadas con la patogénesis (PR) y otros metabolitos secundarios®-°,
La rapida generacion de ROS, conocido como explosidon oxidativa, conduce a una respuesta hipersensible (HR)
gue consiste en la muerte celular rapida de las células afectadas y permite delimitar la infecciéon generada por
el patogeno. Adicionalmente, esta respuesta puede provocar una resistencia a una infeccién adicional en partes
distales de la planta, fendmeno conocido como resistencia sistémica adquirida (SAR). Por lo tanto, como
estrategia para mitigar los efectos del estrés bidtico, relacionado a infecciones flungicas, bacterianas o virales
gue producen pérdidas importantes en los rendimientos de los cultivos y al mismo tiempo para adoptar una
actitud respetuosa con el ambiente, los agricultores podrian incorporar el uso de sustancias capaces de inducir
la activacién de las vias de defensa de las plantas. Por lo tanto, al aplicar un elicitor en la planta de forma
preventiva se ayuda a reducir o evitar dafios producidos por enfermedades, plagas o factores abidticos adversos.

Por todos estos beneficios que desencadenan, el uso de los elicitores en los cultivos ha crecido notablemente.
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FIGURA 28. RESPUESTA Y MECANISMOS DE DEFENSA DE PLANTAS ANTE SITUACIONES BIOTICAS Y ABIOTICAS.

Por otro lado, los estreses abidticos como la salinidad, la sequia y las altas temperaturas tienen efectos
indeseables en la productividad y la calidad de los cultivos. La salinidad, en particular, es un factor limitante
importante, que provoca un bajo rendimiento con una calidad inferior. El cambio climatico se considera uno de
los principales factores que contribuyen a la salinizacidon del suelo. La mala calidad del agua de riego es otro
factor importante que contribuye a la salinizacién del suelo. Los efectos adversos de la salinidad han dafiado al

menos el 20% de los cultivos en todo el mundo®?. La salinidad esta causada principalmente por esta acumulacion
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excesiva de sales en el suelo, afectando al crecimiento y desarrollo de las plantas. El NaCl es la sal mds soluble y
extendida que provoca estrés salino a las plantas, por lo que algunas plantas presentan mecanismos de
tolerancia®’. Sin embargo, a veces no resultan lo suficientemente eficientes generando deficiencias
nutricionales, alteracién del metabolismo y otros dafios®. El cultivo del tomate en areas con problemas de
salinidad provoca en las plantas diferentes efectos fisioldgicos, morfolégicos y bioquimicos, tales como
disminucion de la fotosintesis, un menor peso de los frutos y cambios cuantitativos y cualitativos en la sintesis
de proteinas por cambios en la expresién de genes a causa de la salinidad **(Figura 29). La magnitud de las
respuestas de las plantas se encuentra estrechamente relacionada a la concentracién de las sales, a la duracién
del estrés a que estan expuestas y a la especie o cultivar que se trate. A nivel de germinacién, a medida que
aumenta la concentracion de sales en el medio, el porcentaje de germinacion disminuye y se prolonga el tiempo
en el cual las semillas llevan a cabo este proceso®. A nivel de raices, las sales alteran la absorcién de agua
fendmeno que se denomina componente osmatico, y seria el efecto inicial que padecen las plantas afectando
el crecimiento de estos drganos; por lo que éstas alcanzan una menor longitud de modo que el volumen de suelo
gue prospectan es menor. También se desencadenan desequilibrios iénicos en las plantas por la excesiva
absorcidén de sodio y cloruros, los que generan efectos secundarios como problemas de toxicidad y nutricionales
vinculados a la absorcién de iones esenciales para el crecimiento y desarrollo de las plantas®®. La parte aérea de
las plantas de tomates igualmente es afectada por la salinidad: las plantas alcanzan una menor altura, las hojas
se presentan en menor nimero y a la vez manifiestan una disminucién en su densidad estomatica en la cara
adaxial, presentan clorosis y necrosis principalmente en los bordes de las hojas. El area foliar también
disminuye®. Los frutos se afectan adversamente en su rendimiento®, pero positivamente en cuanto a algunos
atributos organolépticos y/o de interés para la agroindustria, puesto que presentan un mayor contenido de
compuestos solubles, sélidos totales, acidez titulable y carotenoides®’. Se encontré que la aplicacién de
hormonas vegetales exdgenas en plantas estresadas por sal alivia los efectos negativos de la salinidad en las
caracteristicas morfoldgicas (area foliar, masa seca), fisioldgicas (contenido de clorofila, conductancia

estomatica, tasa fotosintética) y rendimiento de los cultivos mencionados®.
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FIGURA 29. REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LOS DANOS CAUSADOS POR ESTRES SALINO EN PLANTAS DE TOMATE.

La produccién de tomates organicos libre de agroquimicos ofreceria un nicho productivo de reconocido
valor social y ambiental. Ante el sostenido crecimiento de la demanda mundial de alimentos orgdnicos, existen
en nuestro pais, grandes posibilidades para este tipo de produccién. Sin embargo, las alternativas de productos
disponibles a los agroquimicos tradicionales para los cultivos orgdnicos son aun escasas. Por lo tanto, el objetivo
planteado en el presente capitulo consiste en evaluar la efectividad de las arcillas funcionalizadas en escala
planta piloto como promotoras de crecimiento y/o inductoras de tolerancia a estrés salino en plantas de tomate.
Los ensayos fueron realizados en el laboratorio del Fisiologia del Estrés en Plantas del Instituto de Investigaciones

Bioldgicas en colaboracidn con la Dra. A. Yamila Mansilla.

Parte experimental

Material Vegetal
Se emplearon semillas de tomate correspondientes a la especie Solanum lycopersicum L. cv. Platense.

El tomate criollo 'Platense' es una variedad local que se adapté durante la década de 1930 a las propiedades

climaticas y del suelo de la franja horticola de La Plata®.
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Ensayos de induccion de las proteinas de defensa
Se estudiaron las propiedades de induccion de los mecanismos de defensa de las plantas ante la

aplicacién de nanoarcillas funcionalizadas. Para ello, se analizaron los niveles de la enzima quitinasa (PR3) como
marcador de defensa inducida. Las quitinasas han sido descriptas como enzimas hidroliticas fuertemente
asociadas con los mecanismos de defensa de las plantas contra estrés bidtico'’. Las quitinasas hidrolizan los
enlaces B-1,4 de polimeros de N-acetil glucosamina presentes en componentes de las paredes celulares de
microorganismos y plantas. Estas proteinas inhiben el crecimiento y desarrollo de patdgenos e hidrolizan
polimeros en las paredes celulares de las plantas que amplifican la respuesta de defensa contra patégenos'®.
Estudios anteriores revelaron que el Q podia inducir resistencia al aumentar las actividades de B-1,3-glucanasa

y quitinasa en pepinos, peras y duraznos®-1%,

Para evaluar las propiedades de induccién de las nanoarcillas obtenidas a escala planta piloto, se
obtuvieron extractos proteicos a partir de plantulas de tomate de 10 dias tratadas por espray foliar con 1 mg/ml
de las distintas arcillas. Se utilizaron los lotes 2, 3 y 4 de las Bent-Q preparadas con 5 minutos de reaccién y la
BentAS15min. Se selecciond la concentracion de 1 mg/ml por los antecedentes previos con Bent-Q obtenido a
escala laboratorio 6. Las plantulas se esprayearon con agua como control negativo (C). Luego de 24 hs de
tratamiento, se extrajeron proteinas solubles. Las proteinas se analizaron por SDS-PAGE y transfirieron a una

membrana de nitrocelulosa para su deteccidn con el anticuerpo anti quitinasa (PR3).

Ensayo de salinidad — Tratamiento a las semillas de tomate — Priming de la
germinacion
Las semillas de tomate fueron tratadas con suspensiones de arcillas obtenidas a escala planta piloto (1

mg/ml), durante 15 minutos con agitacion. Luego se secaron en papeles de filtro a temperatura ambiente
durante 24 hs. Finalmente, se colocaron las semillas en papeles de filtro embebidos en agua (control) o 50 mM
NaCl (estrés salino leve). A los 2, 4 y 6 dias post-imbibicién de las semillas se evalud el % de germinacion (100%

corresponde al total de las semillas colocadas en cada placa).

Resultados y discusion
Como se destacé anteriormente, la aplicacién de soluciones con Q y AS presenta diversas limitaciones.

En este sentido, la inmovilizacién de estos principios activos en Bent otorga una gran versatilidad en su forma

de aplicacién y en su efecto a lo largo del tiempo.

Capacidad elicitor de las diferentes arcillas
En la Figura 30 se muestra el analisis inmunoquimico de la proteina relacionada con la patogénesis PR3

(a-quitinasa) para las plantulas de tomate tratadas con las distintas arcillas Bent-Q y Bent-AS obtenidas y los

controles de agua (C) y Bent (B).
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Induccion de la proteina de defensa PR3 (quitinasa)

¥

ST C Bent Bent-Q Bent-Q Bent-Q Bent-AS
Lote 2 Lote 3 Lote4

35 kDa . . a-Quitinasa

Ponceau

Densitometria de las bandas

200

57% 54%

g

Quitinasa (%)
8

Abundancia relativa
3
T

o
¥

B BQ#2 BQ#3 BQ#4 BAS

FIGURA 30. ANALISIS INMUNOQUIMICO DE LA PROTEINA RELACIONADA CON LA PATOGENESIS PR3. EN EL PANEL
INFERIOR, SE MUESTRA EL CONTROL DE CARGA PARA UNA PROTEINA DESCONOCIDA TENIDA POR PONCEAU. EN EL
HISTOGRAMA, SE EXPRESA LA ABUNDANCIA RELATIVA DE LAS ISOFORMAS DE QUITINASAS MOSTRADAS EN EL PANEL
SUPERIOR.

Se observé un aumento del 57% y 54% de la proteina PR3, en las plantulas de tomate tratadas con las
Bent-Q de los lotes 2 y 4, respectivamente (ambas 5 minutos), con respecto al control con agua. Esto indica que
ambas nanoarcillas poseen asociada la actividad de elicitor o de inductor de los mecanismos de defensa de las
plantas mediados por las proteinas PRs. Debido a que no se observd actividad biolégica en Bent-Q3-5 min, se
realizd6 un nuevo bioensayo incluyendo el tiempo de 15 min (dato no mostrado). No se detectd actividad

inductora de PR3 en ninguna de las dos, al menos en las condiciones ensayadas.

Por otro lado, para la Bent-AS no fue posible detectar actividad bioldgica mediante este bioensayo. El
hecho de no registrar actividad bioldgica en la Bent-AS o en las Bent-Q3 no es concluyente, ya que se ha visto

en otros casos que con 48 hs de induccidn si se ha podido detectar actividad bioldgica.

Ensayo de salinidad — Tratamiento a las semillas de tomate — Priming de la
germinacion
En la Figura 31 (a-b) se muestran las graficas del efecto del pre-tratamiento de las semillas con diferentes

bentonitas funcionalizadas sobre la germinacion de las plantulas de tomate en condiciones salinidad (NaCl 50
mM) en comparacién al control con H20. Se cuantificaron las semillas germinadas a los distintos tiempos y se
expresaron como % germinacion, donde el 100 % representa el total de las semillas colocadas por placa. Los
resultados se expresaron como promedio de tres ensayos independientes. Por otro lado, las Figuras 32 y 33
muestran imagenes representativas de uno de los ensayos a los 4 dias de su imbibiciéon en agua (control) y en

50 mM NaCl, respectivamente.
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FIGURA 31. EFECTO DEL PRE-TRATAMIENTO DE LAS SEMILLAS CON DIFERENTES BENTONITAS FUNCIONALIZADAS SOBRE LA
GERMINACION DE LAS PLANTULAS DE TOMATE EN CONDICIONES DE: (A) CONTROL CON H20 Y (B) SALINIDAD (NACL 50
MM).
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FIGURA 33. IMAGENES REPRESENTATIVAS DE UNO DE LOS ENSAYOS A LOS 4 DiAS DE SU IMBIBICION EN 50 MM NACL.

Alos 2 dias luego de la imbibicidn, las semillas de tomate crecidas en condiciones control (H20), tratadas
con las todas las nanoarcillas analizadas, mostraron mayor indice germinativo respecto a las semillas controles.
Siendo este aumento mayormente significativo el tratamiento con Bent-Q2 y Bent-AS1-5 min. Al cuarto dia
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dichos indices fueron semejantes evidenciandose que los biocompuestos analizados tienen un efecto de
induccidn o de “priming” de la germinacién. En las semillas de tomate crecidas en condiciones de salinidad leve
(50 mM NacCl), se observo un retraso considerable en la germinacidn. Al cuarto dia se obtuvieron porcentajes de
germinacion cercanos al 30% para las semillas pre-tratadas con H,O y Bent como control. Sin embargo, las
semillas pre-tratadas con las Bent funcionalizadas con Q y AS mostraron incremento en el indice de germinacién
de entre el 100 al 200% respecto al control con agua. Al sexto dia dichos indices fueron semejantes
evidencidndose nuevamente que los biocompuestos analizados tienen un efecto de priming de la germinacién
en condiciones de estrés salino. El adelanto en la germinacion inducido por el efecto priming de los
biocompuestos no solo favorece una emergencia temprana de las semillas bajo condiciones de estrés salino,
sino que también contribuye a un establecimiento mas rapido y vigoroso de las plantulas. Esto mejora su
capacidad de adaptacidn al entorno adverso, incrementando el potencial de crecimiento y supervivencia a lo

largo del ciclo de vida de la planta.

Conclusiones parciales
Los resultados obtenidos en este capitulo confirman las observaciones de los capitulos anteriores,

demostrando que las distintas formulaciones desarrolladas en los capitulos 3 y 4 mantienen la actividad
bioldgica, siendo capaces de activar los mecanismos de defensa en plantulas de tomate y promoviendo la

germinacion en situaciones de estrés.

Por un lado, las Bent-Q demostraron tener propiedades similares en cuanto a la induccion de la
expresion de la proteina de defensa PR3, excepto la Bent-Q3, que no mostrd los resultados esperados y no
coincidié con lo observado en las caracterizaciones previas. Sin embargo, estos resultados no son concluyentes,
ya que la falta de respuesta de Bent-Q3 podria deberse a la necesidad de un mayor tiempo de induccién para

activar el efecto elicitor.

Por otro lado, las Bent-AS siguen mostrando resultados variables. Si bien demostraron mejorar el indice
de germinacidn en condiciones de estrés salino, no se evidencid la activacidon de los mecanismos de defensa
mediados por la proteina PR3. Sin embargo, como se menciond anteriormente, esos resultados no son

concluyentes y deberian ensayarse diferentes tiempos de induccién.
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CAPITULO 6. ESTUDIO DE FACTIBILIDAD ECONOMICA

Definicion del mercado
La utilizacion de agroquimicos ha experimentado un notable incremento en los ultimos 25 afios,

atribuido a la expansion de la actividad agricola y al aumento en la produccién. En Argentina, el consumo de
agroquimicos y fertilizantes aumenté un 13% en el aiio 2022 con respecto a 2016, segun el Informe de Cadenas
de Valor de Agroquimicos e Insumos presentado por el Ministerio de Economia de la Republica Argentina®.
Aproximadamente el 63% de este consumo fue producto de importaciones. La valoracidn de los agroquimicos y
fertilizantes importados totalizé aproximadamente 2.766 millones de ddlares, frente a los 1.846 millones de

délares importados en 2017, lo que representa un incremento del 50%%.

El segmento con mayor facturacion entre los distintos tipos de fitosanitarios es el de los herbicidas,
cuyo componente principal es el glifosato. Le siguen en orden de importancia los insecticidas, los fungicidas, los
cura-semillas y los coadyuvantes, como se evidencia en la Figura 34. El 75% del mercado mundial estd dominado
por cuatro grandes multinacionales: Chemchina-Syngenta (China), Bayer-Monsanto (Alemania-EE.UU.), BASF
(Alemania) y Corteva Agriscience (Estados Unidos - Francia). Las estrategias de estas empresas ejercen una

significativa influencia en los flujos comerciales globales.

Consumo interno de fitosanitarios por tipo de

producto
En millones de ddlares 2019-2020

Otros herbicidas D 1429
Herbicidas Glifosato TN 757
Insecticidas N 22
Funguicidas B s
Curasemils TR 100
Coadyuvantes

Otros segmentos

500 1.000 1.500 2.000
m2020 =2018

FIGURA 34. CONSUMO INTERNO DE FITOSANITARIOS POR TIPO DE PRODUCTO. FUENTE: MINISTERIO DE ECONOMIA DE LA
REPUBLICA ARGENTINA®,

El mercado argentino de fitosanitarios esta mayormente abastecido por empresas multinacionales,
incluyendo a Monsanto, Bayer, Syngenta, DuPont, Dow y Basf, las cuales forman parte de la Cdmara de Sanidad

Agropecuaria y Fertilizantes (CASAFE), junto con otras 23 organizaciones.

Los Productos de Proteccidn y Control (PPC) son compuestos que estan ganando cada vez mas atencion

en la agricultura moderna, principalmente debido a su inocuidad ambiental y alimentaria. Sin embargo, su
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clasificacién segun las normativas nacionales o internacionales de agroinsumos tradicionales (fitosanitarios,
bioestimulantes, biopesticidas, entre otros) resulta desafiante, dado que poseen propiedades combinadas de
varios de estos productos. Asimismo, y a los fines de analizar y acotar el mercado, se tomd en cuenta su

pertenencia al mercado de bioestimulantes, aunque podrian pertenecer a mas de un segmento.

Un reciente informe de mercado de Future Market Insights (FMI) pronostica que el mercado global de
bioestimulantes alcanzard los 4.109,5 millones de ddlares en 2025%7. Dentro de este mercado, América Latina
experimenta un rapido crecimiento, con estimaciones de tasas de crecimiento anual compuestas de dos digitos

y perspectivas futuras prometedoras en términos de desarrollo, produccién y comercializacién.

Considerando que se espera un incremento del consumo global de fertilizantes del 0,8-1% en las
proximas décadas, mientras que el mercado global de bioestimulantes esta experimentando tasas de
crecimiento del 12% o superiores'%, se evidencia el considerable interés técnico y comercial que estos productos
demandan en la agricultura del siglo XXI. En América Latina, Brasil, México y Argentina son los principales
consumidores de bioestimulantes, representando el 43%, 24% y 15% del mercado, respectivamentel®. Segun la
informacién de la Cdmara Argentina de Bioinsumos (CABIO), basada en registros de SENASA (2018), en el pais
hay 88 empresas productoras de inoculantes/bioinductores con 653 marcas comerciales, y 15 empresas de
biocontroladores que ofrecen 27 tipos de productos!’. Sin embargo, muchos de estos productos no estdn
disponibles en el mercado local, ya que 91 estan registrados exclusivamente para la exportacion, y algunos han
sido reemplazados por nuevas marcas comerciales. La mayoria de los inoculantes estdn disefiados para la soja y

otras leguminosas, y la mayoria de ellos estan registrados bajo produccion nacional.

En general, el mercado estd dominado por empresas argentinas, que conviven con algunas empresas
transnacionales. De las 88 empresas presentes en el mercado nacional, el 75% son argentinas, que van desde

pequefios laboratorios regionales hasta productores y distribuidores de agroquimicos*°.

Segmentacion del mercado
En la Figura 35 se presenta el ranking de facturacion de empresas de agroquimicos en Argentina. Se

destaca la presencia de Atanor, Agrofina, Rizobacter y Red Surcos como las empresas con mayor participacién

en el mercado, ninguna de las cuales ofrece agroinsumos basados en Bent.

63



2019 Sales

Ranking Companies (USD million)
1 Atanor 284.0
2 Agrofina 118.0
3 Rizobacter 1113
4 Red Surcos 107.0
5 ACA 96.0
N =s Tecnomyl 66.7
7 Sigma-Agro 40.0
— YPF 30.0
9 GLEBA 27.0
10 Lanther Quimica 20.0

FIGURA 35. FACTURACION DE EMPRESAS DE AGROQUIMICOS EN ARGENTINA EN EL ANO 2019112,
Los productos tendran prioritariamente como mercado estratégico a los grandes productores
frutihorticolas que adhieran a practicas verdes o sustentables en el manejo de sus cultivos tanto del mercado
nacional como internacional, fundamentalmente por su gran capacidad de compra y su relativa baja sensibilidad

al precio. Sin embargo, no se descartan los pequefios productores o intermediarios.

La primera segmentacion para este mercado tiene que ver con la naturaleza de la actividad llevada a
cabo, como por ejemplo, plantacion de oleaginosas, de hortalizas, de frutas, de algodén y de cafia de azlcar. Por
otro lado, dentro de cada sector productivo se demanda una gama de productos que satisfacen necesidades
complementarias y se debe tener en cuenta ademas la peligrosidad de estos agroquimicos. Por lo tanto, la
nanoarcilla Bent-Q se centrara en satisfacer las necesidades del mercado de fungicidas, fitorreguladores y

antibidticos de banda verde aptos para la aplicacion sobre cultivos frutihorticolas.

Asimismo, en la Figura 36 se presenta un analisis sobre los diferentes segmentos presentes en el

Media
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3
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FIGURA 36. MICROSEGMENTACION DEL MERCADO NACIONAL DE FITOSANITARIOS!'2,

mercado.
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La empresa definird como segmento estratégico prioritario a los grandes productores del sector, debido
a su elevada capacidad de compra y a su relativamente baja sensibilidad al precio, mientras que los pequefios
productores se ubicaran dentro del segmento estratégico sin ser prioritarios debido a su menor capacidad de
compra. Por ultimo, los consumidores domésticos (linea jardin) no representaran segmentos estratégicos para
la empresa, debido a su elevada sensibilidad al precio, a la discontinuidad de su consumo y a los reducidos

volimenes demandados**3.

Area sembrada (millones de ha)
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FIGURA 37. AREA SEMBRADA EN MILLONES DE HECTAREAS!4,

En la Figura 37 se muestra la cantidad de drea sembrada en millones de hectareas desde el afio 1991

hasta el 2011.

En Argentina, los principales cultivos agricolas son los de soja, maiz y trigo. En la Figura 38 se puede ver

los cultivos realizados en el pais.
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El sector frutihorticola compone el 3,66% de los cultivos en el pais segun los datos de la bolsa de

cereales de Buenos Aires y Rosario (2021).

Principales cultivos agricolas realizados en
Argentina
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FIGURA 38. PRINCIPALES CULTIVOS AGRICOLAS REALIZADOS EN ARGENTINA!®,

La demanda nacional que tendran los agroinsumos PPC dependera directamente de la cantidad de
hectareas cultivadas dedicadas a la produccién frutihorticola, de la participacion objetivo en el mercado y de la
cantidad de producto que deba ser aplicada por cada hectarea. Por esta razdn resulta necesario hacer una
estimacién del drea que sera sembrada en los proximos 8 afios a partir de los datos histéricos mediante una

regresién lineal que se presenta en la Tabla 11.

TABLA 12. PROYECCION DE AREA SEMBRADA EN LA ARGENTINA (EN MILLONES DE HECTAREAS).

2022 2023 2024 2025 2026 2027 2028 ‘ 2029
42.66 43.39 44.12 44.85 45.58 46.31 47.04 47.77

Considerando que un 3,66% del area sembrada pertenece al sector frutihorticola, se ajustan los datos

y se presentan en miles de hectareas en la Tabla 12.

TABLA 13. PROYECCION DE AREA SEMBRADA (EN MILES DE HA) EN LA ARGENTINA CORRESPONDIENTE AL SECTOR
FRUTIHORTICOLA.

2022 2023 2024 2025 2026 2027 2028 2029

1561 1588 1615 1641 1668 1695 1722 1748
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Ingenieria de produccion
Aunque pueda considerarse viable la aplicacién de los compuestos PPC para satisfacer las demandas

del sector frutihorticola argentino, es necesario tener en cuenta la amplia diversidad de productos presentes en
el mercado que buscan cumplir con esas mismas necesidades. Por consiguiente, al estimar la demanda de las
Bent funcionalizadas, es crucial considerar su participacion en las ventas dentro de dicho mercado. En el
contexto de un proyecto a cinco afos, se emplearan los datos de la Tabla 12 correspondientes al afio 2025 en

adelante.

Los estudios preliminares indican que el producto obtenido se debe diluir con agua a razén de 1 mg/ml
y que se considera que se debe aplicar el producto dos veces por campafia, con una aplicacion de 400 litros/ha
por dosis. Por lo tanto, 800 g de Bent-Q son suficientes para una campafia por cada ha. Se proyecta abarcar el
1% del mercado del sector frutihorticola en el Gltimo afio del proyecto. Por lo tanto, se estima que las cantidades

de producto vendidas al mercado nacional durante los préximos afios seran las indicadas en la Figura 39.
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FIGURA 39. PROYECCION DE VENTAS DEL PROYECTO.
Luego de haber llevado a cabo un estudio de mercado y una estimacién de la participacion del producto
en el mismo, se realizé un andlisis de la ingenieria de produccién. En base a los métodos utilizados para la sintesis
del material en el laboratorio y los resultados exhibidos en la Figura 39, se disefié una planta para la produccidn

de Bent-Q.

Con el objetivo que los resultados puedan reflejar de manera mas objetiva la realidad, se definio realizar
el anadlisis econdmico financiero en moneda extranjera. Para ello se tomé como base para el analisis el délar

estadounidense (USD 1 = $900).

Capacidad de la planta

La capacidad de la planta representa la producciéon anual maxima que alcanza la planta en su

configuracién establecida, y el porcentaje de utilizacién es el nivel de produccidn de la planta en relacién a la
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capacidad misma. Por lo tanto, se debe establecer un punto de operacion maximo a partir del cual se disefiara
el proceso de produccidn y determinara el equipamiento y configuracion necesarios para alcanzar ese punto de

operacion.

La planta se disefié con una capacidad de produccién de 14.000 kg por afio de BentQ, que se fabricara
en jornadas de 9 horas diarias, 22 dias al mes durante todos los meses del afio. De este modo, se estima una
capacidad maxima de 53 kg/dia. La utilizacién maxima de la planta de produccién sera de 13.986 kg de BentQ al
afio. En la Tabla 13 se puede observar la evolucion del proyecto con el % de utilizacién de la planta y su

produccion total anual.

TABLA 14. EVOLUCION DEL PROYECTO.

Utilizacion Produccion
(%) (Kg/afio)
1 70 9.790
b 80 11.189
3 90 12.588
4 95 13.287
5 100 13.986

Inversion requerida
La inversidn requerida (o inversion total, IT) para poner en operacién el proyecto se divide en dos

componentes principales: la inversion fija total (IFT) y el capital de trabajo (IW).

La inversidn fija total estd compuesta por el presupuesto necesario para adquirir el equipamiento
y construir la planta de produccidn (inversidn fija, IF) y el valor del terreno en el cual se construye la planta.
Para calcular la IF, se utilizd el método de estimacion por factores; de este modo, la IF se calcula utilizando
el valor de los equipos instalados (IE) y una serie de factores que abarcan los componentes de inversién

directa (fi) e inversién indirecta (fii).

Para llevar a cabo el proceso productivo, acorde con los volimenes de produccién pronosticados,

se requeriran los siguientes equipos:

Estufa industrial: Necesaria para secar la Bent durante 24 hs antes de ser utilizada y disminuir sus % de

humedad.

e Tamiz industrial: se utiliza para obtener un tamafio uniforme de particula de la Bent.

e Reactores: alli se preparan las soluciones y se lleva a cabo la reaccién quimica. Se controlan alli las
variables criticas del proceso, como temperatura y velocidad de agitacion. Se dispondra de un reactor
de 50 litros donde se preparara la solucion de Q, y otro de 400 litros donde se preparara la Bent y se
producird la reaccion quimica, luego de agregarse la solucién de Q.

e Centrifuga industrial: se utiliza para separar el agua de la Bent-Q durante los lavados del producto.

e Secador por spray: necesario para el secado de Bent-Q.
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e Elevador hidraulico manual: necesario para llevar a cabo movimientos de equipos, materias primas y/o
productos terminados.

e Balanza analitica: necesaria para el pesaje de precisién de reactivos quimicos.

Para cada uno de los equipos mencionados, se detallan sus especificaciones y precios de compra,
incluyendo costos de nacionalizacidn y fletes en la Tabla 14.

TABLA 15. COSTOS DE EQUIPAMIENTO DE LA PLANTA DE PRODUCCION.

Consumo _ . Precio
Marca Modelo Carcateristicas Cantidad
(kw) (USD)
. , . HD-E804
Estufa industrial Haidalt® 1.1 - 1 2.500
(9075A)
Tamiz industrial ‘ Shengxiang!?’ 150 0.15 - 1 800
Reactor con .
. Touch Capacidad: 400L
agitador . 118 DJR-400L 0.75 1 6.000
. Science
secundario
Reactor con Touch Capacidad: 50L
) e _ S-50L 0.09 1 4.000
agitador principal Science!®®
Centrifuga DHY/DH Capacidad: 500L
) f o CONOVAL!2 / 7.5 P 1 11.800
industrial C270
Capacidad: 500
Secador por spray Shinma!?! LPG-500 80 kg/h 1 76.000
Capacidad:
L BV200-
Balanza Distribal*?? - 200kg 1 800
DB50-EC
L ME2 545 Capacidad: 2.5
Autoelevador Michigan'?? - 1 17.000
T Ton
Total General | 118.900

En la inversidn en equipamiento se debe incluir el costo de instalacién, que depende de la
complejidad de los equipos y de la planta disefiada. En este caso, la inversidn necesaria para la
instalacion de los equipos puede estimarse en un 37.5% del costo de equipos, debido a que se trata
de equipos de ingenieria compleja. Por lo tanto, la inversién en equipos principales de proceso se
puede estimar en USD 163.488. De acuerdo con los calculos realizados empleando el método de

estimacion por factores se encontrd que sera necesaria una inversion fija estimada de USD 772.478.

Para calcular la IFT (Ecuacion 3) se debe sumar a la IF el valor del terreno. La planta de produccion
estara localizada en el Parque Industrial de la ciudad de Mar del Plata, que cuenta con lotes de distintas
dimensiones aptos para la construccidon de plantas de produccién de diversas industrias. El predio cuenta con
acceso a las redes de energia eléctrica, gas natural, cloacas y desagiie pluvial, que minimizan los costos para
acceder a los servicios basicos. A su vez, el municipio de General Pueyrreddn cuenta con politicas que fomentan
el desarrollo econdmico e industrial como la exencion de algunas tasas e impuestos municipales (Seguridad,

Higiene y Servicios Urbanos) y provinciales (Ingresos Brutos, Inmobiliario y Automotor). Estos beneficios,
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sumados a la cercania a la ciudad y la comunicacion con el resto de la regién convierten al Parque Industrial en
la opcién mas viable a la hora de realizar un proyecto de inversidon con bases en la ciudad de Mar del Plata y

alrededores.

Se considerd un valor estimado de USD 100.000 para el terreno. Teniendo en cuenta el precio del

terreno, segun la Ecuacion 5 la IFT totaliza USD 872.478.
IFT = IF + Terreno

ECUACION 3. INVERSION FIJA TOTAL.

Finalmente, para conocer el valor de la IT se precisa adicionar la inversién en capital de trabajo (IW). En
general, para productos que ingresan en mercados mas establecidos y con mas informacién disponible, la IW
puede calcularse como los requerimientos de capital para operar la planta durante un periodo de tiempo. En
este caso, al no contar con informacién sobre las condiciones de comercializacidn, se puede estimar la IW como
el 10% de la IF, resultando en un total de USD 77.245. Por lo tanto, siguiendo la Ecuacion 4, se calcula una IT de

USD 949.726.
IT = IFT +1W

ECUACION 4. INVERSION TOTAL.

Analisis de costos
El analisis de costos engloba el estudio de los costos de produccidn y la clasificacién de los mismos

segln se consideren variables o fijos. La estructura de costos no sdlo influye en la rentabilidad de un proyecto
de inversidn, sino que permite evaluar el impacto de cada uno de ellos e informa sobre los aspectos mas criticos

para reducir los gastos.

Costos variables
Los costos variables son aquellos que, como el término indica, varian segun el nivel de produccién o

utilizacion de la planta. Un proyecto de inversidon cuyos costos predominantes sean variables se veran menos

afectados por fluctuaciones en el mercado que disminuyan la demanda del producto.

Materia prima
Es el costo variable presente en cualquier proyecto de inversidn, y abarca todos los gastos en materia

prima necesarios para la produccién. En este caso, se necesita Bentonita, Quitosano, Acido acético y agua

destilada.

En la Tabla 15, se detallan los costos y las cantidades de materia prima por afo de proyecto.

TABLA 16. COSTO DE LAS MATERIAS PRIMAS.

Costo
Unitario
Bent (Kg) 10.041 11.476 12.910 13.628 14.345 0,74 USD/Kg

Q (Kg) 1.996 2.281 2.566 2.709 2.780 205 USD/Kg

HAc (L) 1.996 2.281 2.566 2.709 2.780 3,33 USD/L
Agua destilada (L) 478.639 547.016 615.393 649.582 683.770 0,015 USD/L
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Envase
La comercializacién del producto se realizard en envases de 1kg, a granel, como en la presentacion

genérica que se muestra en la Figura 40.

\/

FIGURA 40. PRESENTACION GENERICA DEL PRODUCTO FRACCIONADO EN UNIDADES DE 1 KG.

Finalmente, se presentan en la Tabla 16 los costos variables totales para cada afio del proyecto de

inversion.

TABLA 17. COSTOS VARIABLES TOTALES.

Costos variables

Ano 2

Ano 3

Produccion (Kg) 9.790 11.189 12.588
VLI C UL USD 430.416 | USD 491.904 USD 553.392 USD 584.136 | USD 600.030
Envase USD 34.266 USD 39.161 USD 44.057 USD 46.504 USD 48.952
Mano de obra USD 49.896 USD 57.024 USD 64.152 USD 67.716 USD 71.280
Supervision USD 16.632 USD 19.008 USD 21.384 USD 22.572 USD 23.760
Servicios USD 27.713 USD 31.672 USD 35.631 USD 37.610 USD 39.590
Mantenimiento USD 35.148 USD 40.169 USD 45.190 USD 47.701 USD 50.211
Suministros USD 4.056 USD 4.635 USD 5.214 USD 5.504 USD 5.794
el it USD 5.988 USD 6.843 USD 7.698 USD 8.126 USD 8.554
Regalias y
J— USD 17.623 USD 20.140 USD 22.658 USD 23.916 USD 25.175
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USD 710.556 USD 799.376 USD 843.786 USD 873.345

Costos fijos
Los costos fijos son aquellos que se mantienen constantes con la modificacion de la produccion.

Generalmente se asocian a los gastos administrativos, depreciacion y pago de impuestos, entre otros aspectos
gue no dependen de la productividad de la empresa; un proyecto de inversidn cuyos costos predominantes sean
fijos se beneficiard mas de un aumento en la produccién.
Depreciacion

El costo de depreciaciéon contempla la disminucién en valor del equipamiento a medida que crece su
antigliedad. Esta pérdida de valor se reconoce como un gasto de operacién. Existen distintos métodos para
calcular la depreciacidn de la inversién; en este caso se utilizard el método de la linea recta que se muestra en

la Ecuacién 5, donde n es la vida util del proyecto (5 afios) y L es el valor residual al finalizar la vida util (25%).
D ! (IF -L)
= — % —_
n
ECUACION 5. CALCULO DE DEPRECIACION DE EQUIPAMIENTO.

Finalmente, se presentan en la Tabla 17 los costos fijos totales para cada afio del proyecto de
inversion.

TABLA 18. COSTOS FIJOS TOTALES.

Costos fijos

Ano 2 Ao 3

Depreciacion USD 115.872 USD 115.872 USD 115.872 USD 115.872 USD 115.872
Impuestos usD 7.725 UsD 7.725 usD 7.725 usD 7.725 usD 7.725
Seguros USD 5.794 USD 5.794 USD 5.794 UsD 5.794 UsD 5.794
Ventas y
.. » USD 52.868 USD 60.420 USD 67.973 USD 71.749 USD 75.526
distribucion
Administracion y
5 » USD 17.464 USD 19.958 USD 22.453 UsSD 23.701 USD 24.948
direccion
Investigacion y
usD 13.217 USD 15.105 USD 16.993 usD 17.937 uUsD 18.881
desarrollo
Total USD 212.939 USD 224.874 USD 236.810 USD 242.777 USD 248.745
Total sin
.. USsD 97.067 USD 109.002 USD 120.938 USD 126.906 USD 132.873
depreciacion

Precio de venta
El caracter diferenciador de este producto hace que sea imposible comparar su precio con el de

productos existentes. El valor final de Bent-Q quedara definido por la aceptacidon que éste tenga en el mercado.




Sin embargo, luego del andlisis de mercado se ha determinado un precio de venta de USD 144 por campaiia (dos

aplicaciones de 400 gr/ha).

Andlisis de rentabilidad
Teniendo en cuenta lo desarrollado anteriormente, se confecciond el cuadro de fuentes y usos de

fondos del proyecto con el objetivo de obtener los flujos de caja del mismo (Tabla 18). A partir de los mismos,
se aplican los métodos de estimacion de rentabilidad de tasa interna de retorno (TIR) y tiempo de repago (nR).

Se considerd una tasa de rentabilidad minima aceptable (TRMA) del 20% y una carga impositiva del 30%.

TABLA 19. CUADRO DE FUENTES Y USOS DEL PROYECTO.

Ao 1 Afo 2 Afo 3 Afo 4 Afo 5
FUENTES
Capital propio
USD 949.726 - - - -
(Im)
Crédito banco - - - - -
usb
Ventas netas USD 1.762.262 USD 2.014.014 | USD 2.265.766 | USD 2.391.641
2.517.517
usD
Subtotal USD 2.711.988 | USD 2.014.014 | USD 2.265.766 | USD 2.391.641
2.517.517
usos
Activo fijo (IF) USD 872.478 - - - -
Capital de
USD 77.248 - - - -
trabajo (IW)
Costos de
usb
produccién s/ USD 718.803 USD 819.559 USD 920.314 USD 970.691
1.006.218
depreciacion
usD
Subtotal USD 1.668.530 USD 819.559 USD 920.314 USD 970.691
1.006.218
usb
Beneficio Bruto USD 1.043.459 USD 1.194.455 USD 1.345.452 USD 1.420.950
1.511.299
Depreciacion USD 115.872 USD 115.872 USD 115.872 USD 115.872 USD 115.872
usbD
BNAI USD 927.587 USD 1.078.584 USD 1.229.580 USD 1.305.079
1.395.427
Impuestos
USD 278.276 USD 323.575 USD 368.874 USD 391.524 USD 418.628
(30%)
BN USD 649.311 USD 755.008 USD 860.706 USD 913.555 USD 976.799
Flujo de caja usD
USD 765.183 USD 870.880 USD 976.578 UsD 1.029.427
(BN +D) 1.092.671
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Tasa interna de retorno (TIR)
La TIR se calculé utilizando la Ecuacidn 6, siendo FCiel flujo de caja para cada aio del proyecto, R la tasa

de rentabilidad minima aceptable e IT la inversidn total del proyecto. Ademas, al ultimo flujo de caja se le suma

la liquidacion del terreno y del valor residual de la inversion fija.

ECUACION 6. ESTIMACION DE LA TIR.
Se calculé una TIR del 71,11% para el proyecto de inversidn que, al ser superior a la TRMA establecida
del 20%, califica al proyecto de inversién como rentable.
Tiempo de repago
El tiempo de repago se determiné utilizando el método grafico, puesto que los flujos de caja son
diferentes afio a afio. De esta forma, se calcula el momento en el que se amortiza la inversidn fija depreciable
del proyecto y se ingresa en la etapa de ganancia. En la Figura 41 se muestra la evolucion del flujo de caja y el

punto del tiempo de repago.

Tiempo de repago

USD 4.000.000

USD 3.000.000

USD 2.000.000

USD 1.000.000

usD -

-USD 1.000.000

-USD 2.000.000

FIGURA 41. TIEMPO DE REPAGO DEL PROYECTO DE INVERSION.
La curva muestra que el flujo de caja acumulado se vuelve positivo al poco tiempo de alcanzar el primer
afio de vida util del proyecto. Debido a que el tiempo de repago es menor a la mitad de la vida util (2,5 afios), se

puede concluir que el proyecto seria rentable.
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CAPITULO 7. CONCLUSIONES GENERALES Y TRABAJOS A FUTURO

Conclusiones generales
A partir del trabajo realizado en este proyecto se puede concluir que se logré obtener de manera

exitosa distintas formulaciones de Bent-Q y Bent-AS a una mayor escala.

Se consiguio escalar y optimizar la produccién tanto de Bent-Q como de Bent-AS, agilizando el proceso
de obtencidon. En el caso de la Bent-Q el resultado fue mas satisfactorio ya que se lograron optimizar mas
variables que solo el tiempo, como lo son la temperatura o la concentracion de Bent y Q en solucién. Durante el
proceso, las nanoarcillas fueron caracterizadas utilizando técnicas y ensayos de laboratorio tipicos de la ciencia

e ingenieria de materiales (TGA, FTIR, FESEM, entre otros).

Las caracterizaciones bioldgicas realizadas a las Bent-AS no fueron concluyentes, por lo que no se realizo
un andlisis de factibilidad econdmica. Sin embargo, existen indicios suficientes para continuar desarrollando esta

nanoarcilla en el futuro, con el objetivo de obtener resultados mds consistentes.

La Bent-Q dptima, obtenida a mayor escala mostrd evidencias de comportamiento como inductor de
los mecanismos de defensa de las plantulas de tomate. Dicha accion bioldgica le confiere a Bent-Q un alto
potencial de aplicacién en agricultura, al mismo tiempo que representa un insumo de alta inocuidad ambiental

y para la salud humana.

Gracias a los resultados obtenidos, se elaboré un proyecto de factibilidad econémica orientado a la
comercializacién de la formulacién dptima seleccionada de Bent-Q. La planta disefiada tiene la capacidad de
fabricar 14.000 kg de nanoarcilla por afio y se radicaria en Mar del Plata. Considerando una TRMA del 20%, con

una TIR del 71% y un tiempo de repago levemente mayor a un afio, el proyecto se puede considerar rentable.

Trabajos a futuro
Los avances logrados con la concrecién de la presente tesis de grado permitieron validar el uso de las

formulaciones éptimas de Bent-Q y Bent-AS para la aplicacién planteada y en base a los resultados obtenidos se

plantean distintas lineas para continuar estudiando.

Por un lado, en relaciéon a la Bent-Q se avanzara en el desarrollo de formulaciones con coadyuvantes

gue permitan obtener suspensiones estables de las nanoarcillas en medios acuosos.

Se efectuardn ensayos de aplicacién de la BentQ4-5min en plantas de tomate en escala de invernaculo,
en el Instituto de Investigaciones Bioldgicas. A partir de estos ensayos se estudiara en detalle el efecto de las

aplicaciones foliares de la nanoarcilla en el desarrollo de las plantas.

En relacidn a la nanovehiculizacidon del AS se evaluaran estrategias para incrementar la carga del
principio bioactivo en la nanoarcilla. Por un lado, se trabajara con una Bentonita previamente modificada
organicamente con una especie permita incrementar su afinidad con el AS. Una de estas opciones podria ser la
modificacién con Q, y mediante su posterior tratamiento con AS, se podria generar un nanovehiculo con ambos
principios bioactivos. Por otro lado, se evaluardn otras nanoarcillas distintas a la Bent, que puedan actuar como
matriz inorganica. Por ejemplo, los hidréxidos dobles laminares que se caracterizan por su estructura en laminas

pero, a diferencia de la Bent, con cargas positivas.
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Trabajos presentados en eventos cientificos
J. Benjamin, G. Pefia Ramirez, T. Giannandrea, A. Garrote, M. F. Salcedo, L. Cano, C. Casalongué, V.

Alvarez, Romina Ollier Primiano, A. Yamila Mansilla.Nueva generacion de bioproductos protectores vy

promotores del crecimiento vegetal basados en nanoarcillas. Nanomercosur 2022. CABA, Bs. As, 16-18/11/2022.

Articulo cientifico enviado
Tomas Giannandrea, Jeremias Benjamin, Andres Torres Nicolini, Vera Alejandra Alvarez, Andrea Yamila

Mansilla, Romina Paola Ollier Primiano. PILOT-SCALE PRODUCTION OF FUNCTIONALIZED NANOCLAYS FOR
SUSTAINABLE AGRICULTURAL APPLICATIONS: PROCESS SCALE-UP AND OPTIMIZATION. Discover Chemical

Engineering. Enviado el 2/10/24. En proceso de revision.
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ANEXOS

Caracterizaciones de la Bent
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FIGURA A 2. ESPECTRO FTIR DE LA BENT.
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TABLA A 1. SOLUBILIDAD DEL AS EN AGUA A DISTINTAS TEMPERATURAS!%4,

Solubilidad en agua (g/L)

‘ Temperatura (°C)

1,24 0
2,48 25
4,14 40
17,41 75

77,79 100
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