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Resumen

En este trabajo se nanoencapsulé urea en una matriz de quitosano (QS), para
reducir la cantidad de urea empleada en el cultivo de lechuga sembrada en sue-
lo. El tamafio de las nanocapsulas con y sin urea fue determinado por MEB y
DLS. La carga o potencial zeta de las nanocapsulas fue analizada empleando un
nanozetasizer. Los resultados de MEB indicaron que las esferas sin urea presen-
taron un tamafio de 250 £ 50 nm con potencial Z de 25.00 £ 0.96 mV y con urea
de 500 nm * 50 debido a la adicién de urea un potencial de 17.10 £ 2.56 mV. La
cantidad de urea utilizada como fertilizante en las nanoesferas fue unicamente
del 30 % del total empleado en el cultivo control. Las lechugas nutridas con las
nanoesferas de quitosano con urea tuvieron una altura 32 % mayor en la roseta
comparadas con el cultivo control. No se observé una diferencia significativa
en la elongacion de la rafz y el diametro de la roseta. La cantidad de nitrégeno
en la raiz de las lechugas nutridas con las nano esferas fue 5 % menor que en el
tratamiento control.

Palabras clave: Nanomateriales; Nanofertilizantes; Biopolimeros; Quitosa-
no; Urea.
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1. Introduccion

El elevado consumo de fertilizantes en el rubro agrario y los efectos secunda-
rios que estos generan han llevado a realizar investigaciones relacionadas con el
desarrollo de fertilizantes que sean amigables al medio ambiente y aprovechados
integramente por la planta a la que se le nutre. Es indudable que se piense en
diferentes opciones a la agricultura convencional cuando actualmente el suelo
agricola ha disminuido en hectareas cultivables tanto en disponibilidad como
en rendimiento, elevando los costos de produccion, lo cual se ve reflejado en la
economia actual.

El mayor problema en la fertilizacién de los suelos es la pérdida del nitro-
geno utilizando la urea como el mayor fertilizante nitrogenado porque tiene
mayor contenido de N, (46 %), ficil de manejar y bajo costo. Sin embargo,
cerca del 40 a 70 % del nitrégeno se pierde en el ambiente y no puede ser ab-
sorbido en los cultivos, lo cual no solo causa pérdidas econémicas sino también
serios problemas de contaminacién [1]. Debido a lo anterior, se buscan opcio-
nes para disminuir las pérdidas de fertilizantes nitrogenados y que no dafien el
ambiente. La nanotecnologia es una opcion, que en conjunto con el desarrollo
de compuestos biopoliméricos, pueden contribuir en la protecciéon de fertili-
zantes nitrogenados que se pierden por procesos fisicoquimicos que ocurren
en el suelo, favoreciendo la disminucion del uso indiscriminado de fertilizan-
tes nitrogenados y reduciendo las pérdidas econémicas que produce el sector
agricola. Existen algunos trabajos cientificos donde se ha reportado que el qui-
tosano (QS), aumenta la velocidad de crecimiento y germinaciéon de la planta
[2-4]), el incremento en el contenido de clorofila, ampliacién de cloroplastos en
las hojas de las plantas [5], incremento de nédulos en la fijacién de nitrégeno
de la familia de las leguminosas [0], incremento en la absorciéon de nutrientes
y reduccion en el estrés de las plantas y mayor rendimiento en los cultivos. [7]
reportaron que, al adicionar una solucién en aerosol de quitosano en las raices
de las orquideas, las flores estimularon su crecimiento y existié renovaciéon en la
produccion de sus flores y otros efectos benéficos. La nanoencapsulaciéon con
QS que contiene micronutrientes esenciales como Hierro, Zinc y Molibdeno o
sustancias promotoras de crecimiento que son las hormonas vegetales, agrega-
das foliarmente, también podrian en un futuro, aumentar el rendimiento de los
cultivos, y ayudar en la resistencia a ataques bidticos o abidticos que inducen
enfermedades en las plantas.
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Las nanoparticulas poliméricas son capaces de internarse en las células de las
plantas y las hojas, y también puede transportar ADN y productos quimicos en
las células vegetales. Esta area de investigacion ofrece nuevas posibilidades en la
biotecnologia vegetal para dirigir genes especificos de manipulacion y expresion
en las células especificas de las plantas [8]. De acuerdo a investigaciones pre-
vias, la capacidad de las plantas para recolectar una mayor cantidad de energia
luminosa, puede aumentarse mediante la entrega de nanotubos de carbono en el
cloroplasto, y también los nanotubos de carbono podrian servir como antenas
artificiales que permiten al cloroplasto capturar longitudes de onda de luz que no
estan en su rango normal, y el infrarrojo cercano [9], estos también aumentan la
germinacion, crecimiento y desarrollo de las plantas [10-11].

La liberacion del ingrediente activo de las nanoparticulas de quitosano depen-
dera de diferentes factores: la morfologia, tamafio, densidad, grado y velocidad de
reticulacion de las nanoparticulas de quitosano y las propiedades fisicoquimicas
del activo. En general, la nanoencapsulacion con quitosano en la agricultura pue-
de tener un futuro prometedor aumentando la productividad de los cultivos de
manera constante y amigable con el medio ambiente. Otro material de pared es
la maltodextrina (MD) que mas comunmente se utiliza como material de encap-
sulacién de moléculas bioactivas debido a su bajo costo y eficacia. La MD es un
material soluble en agua, capaz de proteger el ingrediente encapsulado de la oxi-
dacion. Algunos estudios han explorado el uso de la MD para proteger compues-
tos sensibles como la vitamina C en zumo de fruta y para aumentar la estabilidad
del producto en polvo de acerola [12]. El principal objetivo de este proyecto fue
evaluar el efecto de alimentar un cultivo de lechuga con nanoesferas de quitosano
y acido metacrilico, con urea embebida en la matriz del biopolimero.

2. Materiales y métodos

La experimentacion se dividié en tres etapas: a) sintesis y caracterizacioén de las
nanoesferas, b) preparacioén y crecimiento del cultivo de lechuga y ¢) evaluacion
de las lechugas.

2.1. Sintesis de nanoesferas

Las nanoesferas de quitosano y acido polimetactilico se elaboraron de acuer-
do con el método reportado por [13], estudiando los factores de concentracion
de quitosano, acido polimetacrilico que varfa de 0.27 a 1.0 % en los dos polimeros
y la temperatura de reaccién entre 65 a 80 °C.
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El proceso de sintesis fue diluir 10 mg de Urea en 25 mL. de agua desionizada
y se agit6 durante una hora, después se adiciond a la solucion de nanoesferas y se

agit6 durante 6 horas, se centrifugd a 4500 rpm durante 30 minutos [14].

La suspension de nanoesferas fue caracterizada para obtener su tamafio, mor-

fologia, pH, potencial zeta y tamafio hidrodinamico.
2.2. Tamafio de particula de QS-AMA por dispersion de luz dinamica

El diametro hidrodinamico y el indice de polidispersidad, fue determinado
por la técnica de dispersion de luz dinamica (DLS) el cual se basa en la teorfa
browniana en un equipo de Nano Zetasizer (Malvern Instruments, UK). El ana-
lisis se realizo, partiendo de 0.1 g de la muestra liofilizada de nanoesferas que
fueron diluidas en 20 mL de agua desionizada. De la muestra diluida se tomaron
2 mL en una cubeta de cuarzo de 3 mL y se determiné el tamano y la polidisper-
sidad o distribucién de nanoparticulas en el Nano Zetasizer, todas las muestras

fueron analizadas por triplicado.
2.3. Potencial Z

El potencial Z de las nanoesferas fue determinado en el equipo de Nano Ze-
tasizer (Malvern Instruments, UK), a través del velocimetro laser Doppler. Las
muestras de igual manera se diluyeron, 43uL de la suspension de nanoesferas en
una solucién con 10 mlL de agua desionizada y se colocaron en una celda para
medir potencial Z, la cual tiene 2 electrodos por donde atraviesa un potencial
eléctrico permitiendo determinar la carga de superficial de la particula. El volu-

men necesario para la prueba fue de aproximadamente 800 pl.
2.4. Morfologia y tamafio de las nanoesferas

La morfologfa y la distribucién de tamanos de las nanoesferas con y sin urea
incorporada, fueron evaluadas empleando un Microscopio Electronico de Barri-
do JEM-6390 LV (Jeol, Japén) y un voltaje de aceleracion de 20kV. Las muestras
fueron diluidas 50 pl en 150 pl de agua desionizada, tomando una gota de la
muestra fueron montadas sobre porta muestras metalico recubierta con una la-

mina de carbono adhesiva de ambas caras, después de deshidratarse, las muestras
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fueron recubiertas con oro bajo condiciones de vacio por un proceso de sputtering
(Desk IV, Denton Vacuum). En cuanto a la distribucién de tamafio se analizaron
150 nanoesferas por cada muestra, empleando un software de disefio para la

medicién Image].
2.5. Preparacion y crecimiento del cultivo de lechuga

Las semillas de lechuga se germinaron en sustrato de vermiculita y turba en
un almécigo hasta su etapa de plantula, adicionando una dosis de nanoesferas
(10uL) en la primera semana de su crecimiento después del ciclo de germinacion.
Posteriormente, la plantula se sembro en suelo con proteccion de invernadero. El
suelo se prepar6 con una solucion nutritiva de macronutrientes y micronutrien-
tes formulada por [15]. Se realiz6 un disefio experimental para el cultivo de las
lechugas en suelo natural, asi como 4 tratamientos: cultivo control, cultivo con
ausencia de Nitrégeno, cultivo con ausencia de nitrégeno y adiciéon de nanoesfe-
ras de quitosano, cultivo con adicién de nanoesferas de quitosano que contienen
urea. Todos los tratamientos contenfan la misma cantidad de micronutrientes y

macronutrientes de fésforo y potasio.
2.6. Evaluacion de las lechugas

Se escogieron 7 muestras de cada tratamiento para evaluar las caracteristicas
fenoldgicas de las plantas de lechuga cultivadas en suelo natural; como: peso total
fresco, peso fresco del follaje o roseta, peso fresco de la raiz, elongacion de la
raiz, altura del follaje o roseta, diametro de la roseta, peso seco de la roseta, peso

seco de la raiz.

3. Resultados y discusion

3.1. Interaccion de los polimeros quitosano y dcido polimetacrilico a
diferentes pH.

En la Figura 1 se muestra el efecto del pH sobre el potencial { de los mate-
riales poliméricos. En la solucién acuosa de QS con la adicién de hidréxido de
sodio la superficie empez6 a ser rodeada por el ion hidroxilo (OH). Esto con-

lleva al aumento de pH de la solucién y a la disminucién de cargas positivas de
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los grupos amino en la superficie de la solucion de quitosano (Figura 2). Como
resultado, los valores de potencial { de QS y la densidad de carga positiva de
las cadenas poliméricas de QS disminuyeron gradualmente, ademas de la fuerza
i6nica del medio acuoso [16-18]. Por lo tanto, el potencial { de QS esta directa-
mente relacionado con la cantidad de iones de NH, " de las cadenas de QS. Por
consiguiente, entre mas iones NH," se mantengan estables, el pH del polimero
aumentara. Como lo menciona Boddohi et al. [19] que tuvo resultados simila-
res, concluyendo que si la densidad de carga de las cadenas disminuye el pH de

la solucidn se incrementara.

Cuando se afiadi6 la solucién de NaOH a la muestra de acido polimetacrilico
el pH de la solucion fue incrementando paulatinamente (Figura 2). El aumento
del pH en la solucién del acido polimetacrilico se debe al grupo funcional del
acido carboxilo ((COOH) que se encuentra en la cadena del polimero ya que los
acidos tienen la caracteristica principal de ceder protones en solucién en una re-
accion reversible de ionizacién como la siguiente: R-COOH --> R-COO" + H',
produciendo un grupo éster.

Para lograr una mayor interaccién de los polimeros el pH se ajusté entre 5
y 7. En este intervalo de pH, el valor de potencial { para el acido metacrilico
se encuentra entre valores de -10mV a -16mV y para el quitosano entre 20
a 28mV. Estos resultados favorecieron la formaciéon de nanoesferas como se
muestra en la Figura 2, ya que al combinar estos polimeros existe una diferencia
de potencial con carga positiva que se debe al quitosano. Esta diferencia de car-
ga positiva puede atraer los iones nitrato que se requieren para el crecimiento
de los cultivos.

Sin embargo, el potencial Z depende de la concentracion de los polimeros, la
temperatura a la que son expuestos y el tipo de solvente empleado como lo men-
ciona Carneiro-da-Cunha et al. [20].

OH
OH OH CH3
o o ] o o~ |
HO HO CHp —C —
HO e NH; o i
! o=_ 0= C-0H
cH; n
@) ‘ ()

Figura 1. Estructura quimica de: (a) monémero del quitosano,

(b) monémero del acido polimetactilico.
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Figura 2. Interaccién de quitosano y dcido polimetacrilico a diferentes pH.
3.2. Tamafio de nanoesferas

Las nanoesferas de quitosano evaluadas por SEM (Figura 3a), mostraron
una morfologia esférica y un tamafio promedio de 250 = 50 nm con potencial
Z de 25.00 (£ 0.96) mV. Las nanoesferas de quitosano y acido polimetacrilico
con urea (Figura 3b) mostraron también morfologia ovoide y un aumento en
el tamafio promedio 500 nm * 50 debido a la adicién de urea un potencial de
17.10 (£ 2.56) mV.

(a) 10KV X20,000 1pm 10 30 SEI

Figura 3. Microscopia electrénica de barrido (MEB) de
(a) nanoparticulas de quitosano sin utea, (b) nanoparticulas de quitosano con urea.
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3.3. Caracterizacion de las lechugas

La evaluacion del cultivo de lechuga en suelo mostré un aumento en algunas
caracteristicas fenoldgicas del producto al adicionar las nanoesferas de quitosano
con urea. En la Figura 4, se observan las lechugas de los cuatro tratamientos des-

pués de 40 dias de crecimiento a partir de plantula.

@) (b) © (d)
Figura 4. Muestra de lechuga después de 40 dias de crecimiento, (a) tratamiento sin fuente de nitroge-

no (b) tratamiento control (c) tratamiento con nanoesferas de quitosano como fuente de nitrégeno

(d) tratamiento con nanoesferas de quitosano que contienen urea como fuente de nitrégeno.

La evaluacién en cuanto a tamafio de la roseta y el nimero de hojas de las
lechugas cultivadas con nanoesferas conteniendo urea, tuvieron un mejor cre-
cimiento comparado con la lechuga control que se cultiva con los nutrientes
convencionales, y cuando se emplea solo el quitosano como fuente de nitréogeno
el desarrollo fue muy pobre casi similar a la lechuga cultivada solo con agua.
Para mayor explicacién del desarrollo de los cultivares se presenta la Figura 5,

EVALUACION DE LAS CARACTERISTICAS FENOLOGICAS DEL CULTIVO DE LECHUGA
WALTURAROSETA  HELONGITUDRAIZ O DIAMETRO DE LA ROSETA
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SUELO-CONTROL SUELO-QS SUELO-QS-UREA SUELO-S/N
TRATAMIENTOS DELOS CULTIVOS DE LECHUGA
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Figura 5. Comparacion de las caracteristicas fenoldgicas del cultivo
de lechuga de los cuatro tratamientos.
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la grafica de la altura de la roseta de las lechugas del tratamiento que contiene
las nanoesferas de quitosano con urea (QS-UREA) tiene un aumento de 32 %
comparada con el control y con los demas tratamientos, la elongacion de la raiz
no mostré diferencia significativa entre los cuatro tratamientos, y el diametro de
roseta es similar al control y con diferencia significativa entre el tratamiento que
no contiene fuente de nitrégeno y solo nanoesferas de quitosano sin urea.

En la Tabla 1 se muestra el peso fresco y seco de la roseta y de la rafz con
los cuatro tratamientos para el cultivo de lechuga. El peso fresco de la roseta
no mostré diferencia significativa al comparar el cultivo control con el cultivo
donde se adicionaron las nanoesferas QS-UREA. Al comparar el tratamiento
que solo contiene las nanoesferas de quitosano (QS) como fuente de nitrégeno
y el tratamiento sin fuente de nitrégeno (S/N) son similares los resultados, pero
diferentes significativamente con los otros dos tratamientos.

Tabla 1. Evaluacion del peso de la roseta y la rafz en fresco y peso seco del cultivo de lechuga.

PESO FRESCO PESO PESO PESO
ROSETA SECO FRESCO SECO RAIZ
ROSETA RAIZ
SUELO
+ a,c + a —+ a —+ a
CONTROL 70.14 + 26.46 7.15%1.71 15.29+1.85* | 1.85%+0.45
SUELO QS 24 +14.97° 1.55%£1.18° 7.71£1.66° | 1.66+0.09
SUELO QS-N 64.71 £ 23.22¢ 4.10%1.03¢ 812.02 2.0240.54*
SUELO SIN
K + b + d + d —+ b
NITROGENO 15.86 + 8.56 1.68%0.27 3.7110.89 0.89%0.09

La comparacién de medias por Tukey (P<0.05) las letras similares indican que no se tiene

diferencia significativa entre ellas y viceversa.

Estos resultados muestran la eficiencia de la administracién de nutrientes
nanoencapsulados de urea y el mejoramiento en ciertas caracteristicas fenolo-
gicas al compararlo con el tratamiento del cultivo control, debido al quitosano
que actia como un inductor de crecimiento en ciertas propiedades fisicas del
cultivo de lechuga. [21] nombran al quitosano ELICITOR, compuesto bioac-
tivo capaz de producir cambios fisiolégicos y estimular la defensa o estrés in-
ducido para evitar el ataque contra patégenos y alargar su sobrevivencia. Esto
provoca la activaciéon de una serie de mecanismos relacionados con la sintesis

de fitoquimicos, dentro de los cuales se encuentran las fitohormonas, sustancias
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que aceleran o inhiben el crecimiento de las plantas. La raiz es el lugar principal
donde se lleva a cabo la biosintesis de todas ellas [22]. La interaccién entre el
quitosano y las membranas de los tejidos radiculares favorece estos procesos.
El efecto que ocurre en el aumento de la altura puede estar relacionado con
las hormonas giberelinas que promueven la elongacién de las hojas de la ro-
seta y la raiz [23-24]. Referente al peso seco de la roseta el tratamiento con las
nanoesferas de quitosano con urea, absorbié mayor cantidad de agua ya que el
peso seco del tratamiento fue 74 % menor que el tratamiento control. La ab-
sorcion de mayor cantidad de agua puede deberse también a las nanoesferas de
quitosano que pudieron intervenir en el proceso de osmosis por la disminuciéon
de solutos en las rafces y en el proceso de absorciéon de bombas simporte. [25]
obtuvieron resultados similares al adicionar nanoparticulas de quitosano via

foliar en plantulas de café.

El porcentaje de nitrégeno descrito en la Tabla 2 muestra una disminucién
de aproximadamente un 2 %, entre el tratamiento control y el que contiene las
nanoesferas de quitosano con urea, recordemos que la cantidad que se adicion6
de urea a la solucion de nanoesferas fue 30 % menor que la cantidad adicionada
en el tratamiento control. Ademas, se observa que el porcentaje de nitrégeno en
el tratamiento que solo contiene las nanoesferas de quitosano comparada con el
control son similares, esto puede ser por la cantidad que existe de grupos amino
en el polimero de quitosano como unica fuente de nitrogeno, este resultado pue-
de servir como indicio en la absorcion de nanoesferas de quitosano de las células
epidérmicas de la raiz. Ademas, en el tratamiento donde no se afiadié fuente de
nitrégeno existe una cantidad minima del 5 % aproximadamente, probablemente
debido a que el suelo contenia pequefias cantidades de nitrégeno, por lo que no

fue suficiente para el crecimiento adecuado del cultivo.

Tabla 2. Porcentaje de nitrégeno en la raiz del cultivo de lechuga.

Tratamiento Porcentaje de nitrégeno en raiz (%)
Cultivo control 10.17
Cultivo QS 10.45
Cultivo QS-UREA 8.03
Cultivo S/N 5.13
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4. Conclusiones

El quitosano como material de proteccion y de encapsulamiento en conjunto
con el acido metacrilico, forma nanoesferas permitiendo la incorporacion del
fertilizante de urea. En tamafio nanoestructurado el fertilizante puede promo-
ver la biosintesis de hormonas vegetales como el acido giberilico y las auxinas,
encargadas de la induccién de la elongacion y el crecimiento radicular y en otros
procesos relacionadas con la absorcién de nutrientes y de agua.

La cantidad que se adiciond de urea en las nanoesferas fue 30 % menor que
el tratamiento control en el cultivo de lechuga, disminuyendo el uso excesivo de
fertilizantes nitrogenados, derivando en un ahorro econémico, disminuyendo la
contaminaciéon que provocan estos compuestos en el ambiente al aplicar excesi-
vamente nutrientes nitrogenados en el suelo.
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