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RESUMEN

La urea es uno de los fertilizantes de mayor uso a nivel mundial debido a que es
capaz de aportar hasta un 46% de nitrdgeno. Sin embargo, el nitrégeno aportado
por la urea presenta pérdidas al medio ambiente que pueden llegar a ser del 70%
hasta el 90% del total aplicado. Las pérdidas de nitrogeno se pueden llevar a cabo
mediante procesos lixiviacion, desnitrificacion y volatilizacion. El Estado de Sonora
es uno de los mayores productores agricolas del pais, siendo el trigo uno de los
cultivos de mayor importancia y uno de los cultivos en los cuales la fertilizacién
nitrogenada juega un rol importante. Asi mismo, el Estado de Sonora produce
alrededor del 54% del trigo producido a nivel nacional. Por lo que, se observa la
importancia de este cereal en Sonora, lo cual afecta directamente la economia y el
estado social de las comunidades cercanas. Durante esta investigacion se disefo,
caracterizé e implementé un sistema de liberacion prolongada de urea (SLPU), el
cual tiene como objetivo reducir las pérdidas del nitrégeno al medio ambiente,
mantener o mejorar las condiciones del suelo agricola tanto en textura como en
variaciones de las comunidades microbioldgicas. Ademas, se analizé el SLPU en
un cultivo de trigo donde se midi6 la calidad del producto obtenido. Se obtuvo un
SPLU con morfologia de pastilla con un diametro promedio de 2.46+0.07 cm y una
estructura aparentemente homogénea, las micrografias de SEM corroboraron una
estructura simétrica con presencia de porosidades tanto en la seccién superficial
como en la seccion transversal. La cinética de absorcion de agua demostré que el
SLP sin urea presentd un contenido de agua en el equilibrio de 59.15+0.55%,
mientras que el SLPU presentd 58.47+1.50% de agua, es decir, tanto SLP como
SLPU tienen la capacidad de absorber y retener agua en la etapa de equilibrio. El
analisis de FT-IR mostré una fuerte interaccion a través de puentes de hidrégeno
entre los grupos amino y carbonilo de la urea y de las proteinas del gluten de trigo.
Asi como, se demostro la ausencia de la urea una vez que se liberé completamente
a partir del SLPU. En el ensayo de liberacién, el SLPU logré liberar el 97% de la
carga total de urea, en un tiempo de 8 h. Se demostré que la absorcion y desorcién

de urea se basa en la isoterma de Freundlich (Tipo Ill) y la modelacion propone



modelo de transporte de masa unidireccional en el eje Z. Ademas, durante la
modelacién matematica para la obtencién del coeficiente de difusion efectiva, el
SLPU mostré un coeficiente de D = 1x10-¢ cm?/min con una R? = 0.82 en el SLPU
con bloqueo y D = 2.1x10¢ cm?/min con una R? = 0.78 en el SLPU sin bloqueo, lo
cual indicé que el bloqueo de un eje de libracion no mostré mayor efecto. Estos
valores, comparables con los reportados en la literatura de productos en venta,
fueron favorables. El SLPU aplicado al suelo o durante el experimento de lixiviacion
logro disminuir las pérdidas de nitrégeno su forma de NO3sy NH4". La eficiencia del
SLPU para reducir las pérdidas de nitratos durante el primer riego fue del 73.75%
para el suelo Valle de Empalme (VE), mientras que para el amonio fue del 63.33%.
La eficiencia de SLPU para nitratos en el suelo del Departamento de Agricultura y
Ganaderia de la Universidad de Sonora (DAGUS) fue del 84.02%, mientras que
para el amonio fue del 24.91%. la efectividad de la SLPU para los nitratos durante
el segundo riego para el suelo del VE fue del 46,23%, mientras que para el amonio
fue del 100%. La eficiencia de SLPU de los nitratos para el suelo DAGUS fue del
27,32%, mientras que para el amonio fue del 87,94%. La variacion de la poblacién
microbiana para el suelo VE fue de 11,500 CFU/g.s.s. inicialmente y, después de la
aplicaciéon del SLPU, aumenté a 100,000 UFC/g.s.s., mientras que el suelo DAGUS
fue inicialmente de 6,800 UFC/g.s.s. y, después de la aplicacion del sistema,
aumenté a 60,000 CFU/g.s.s. El rendimiento de trigo para el SLPU fue mayor
presentando 8.05+0.73 ton ha', mientras que para el tratamiento con 150 kg de N
ha' fue de 6.09+0.17 ton ha' y para el tratamiento con 0 kg de N ha™ fue de
7.01+0.40 ton ha™. Por lo que se concluye que el SLPU tiene la capacidad de
funcionar como un fertilizante de liberacion prolongada, mantener la calidad del
suelo agricola, aumenta la poblacion microbiana, disminuir las pérdidas de

nitrogeno al medio ambiente y por consiguiente obtener un producto de calidad.



INTRODUCCION

Durante muchos afios se han utilizado fertilizantes para el desarrollo de plantas y
frutos, ya que estos son compuestos quimicos que promueven su desarrollo. Su
aplicacién es de manera foliar y hacia el suelo para promover su absorcion por la
raiz (Corradini et al.,, 2010). Existen fertilizantes organicos e inorganicos, los
primeros provienen de fuentes naturales y han sido utilizados de generacion tras
generacion, y los segundos son producidos quimicamente, siendo éstos los mas
utilizados para enriquecer el suelo y las plantas (David et al., 2015). Dentro de los
fertilizantes producidos quimicamente se encuentran los nitrogenados, los cuales
son de los mas utilizados en campos agricolas debido a que el N es un elemento
primario para la nutricion de la planta. Entre éstos la urea es el mas empleado a
nivel mundial, ya que proporciona hasta un 46% de N a las plantas, es soluble en
agua y es accesible para los agricultores debido a su bajo costo. Sin embargo, el
nitrogeno se pierde hacia el medio ambiente por procesos como lixiviacion,
desnitrificacion y volatilizacién provocando contaminacion ambiental, pérdidas
economicas para el agricultor, bajos rendimientos de produccion y productos de baja
calidad comercial. En respuesta a estos inconvenientes, ha surgido la inquietud de
desarrollar Fertilizantes de Liberacion Prolongada y Controlada (FLP y FLC) (Qiao
et al., 2015; Davidson & Gu, 2012).

Un FLP ideal es aquel que esta recubierto con alguna matriz polimérica natural,
biocompatible y biodegradable, la cual se encarga de retardar la liberacion del
nutriente y que con una sola aplicacion es suficiente para satisfacer las necesidades
nutrimentales de la planta (Azeem et al., 2014). Una matriz polimérica ideal puede
ser elaborada con proteinas del gluten de trigo, debido a que éstas tienen las
caracteristicas adecuadas para esta aplicacion. El gluten de trigo puede ser definido
como la masa gomosa que es obtenida después de lavar la masa de trigo para
eliminar el almidén. Esta constituido principalmente por proteina, la cual va desde
75 hasta un 85% del peso total del gluten (Weiser, 2007), el cual esta formado por

una fraccion de agregado proteico al que se le llama gluteninas y que tiene un peso



molecular desde los 80,000 Da hasta mas de 10 millones de Da. Ademas, contiene
una fraccion monomérica que tiene un peso molecular que oscila desde 30,000 Da
hasta los 60,000 Da (Weiser, 2007). Ambas proteinas pueden ser divididas de
acuerdo con su solubilidad, siendo las gluteninas solubles en soluciones acidas,
mientras que las gliadinas lo son en soluciones alcohdlicas (Mauricio-Iglesias et al.,
2010). El gluten de trigo es accesible para los usuarios, debido a que es obtenido
como resultado de la produccion de biocombustible y es vendido a bajo precio

(Castro-Enriquez et al., 2012).

Al desarrollar un fertilizante de liberacion prolongada es importante conocer el
comportamiento de éste, por lo que su liberacion se puede predecir, explicar y
conocer mediante un modelo matematico. Ademas, el apoyo de un modelo
matematico puede ayudar a reducir el numero de experimentos que son necesarios
a ciertas condiciones de liberacion. Esto para poder profundizar en los fendmenos
como la difusion, velocidad de liberacion, entre otros, los cuales se estan llevando
a cabo durante el proceso de liberacion y son de importancia cientifica para la
aplicacion del FLP (Versypt et al., 2013).

Los suelos agricolas tienen ciertas caracteristicas que los hacen ser fértiles, y dentro
de éstas estan el tipo de suelo, la composicion quimica y biolégica. Es
indispensable conocer el tipo de suelo que se trabaja o en el que se va a aplicar,
debido a la estrecha relacion que se mantiene entre las caracteristicas antes
mencionadas. Es decir, son éstos los tres factores principales que afectan la
fertilidad del suelo y por esto la aplicacion de FLP tendra una gran influencia sobre
estas caracteristicas (Caballero-Mellado, 2006; Andrew et al.,, 2012). Las
poblaciones microbianas presentes en el suelo agricola son diversas y pueden ir
desde microorganismos benéficos hasta sus antagonistas. Entre los principales se
pueden encontrar bacterias promotoras del crecimiento de las plantas y algunos
hongos como los micorrizégenos, entre otros. Estos microorganismos promueven

una especie de sinergismo con las plantas provocando una mejor nutricion de estas,



y un suelo mas fértil al aprovechar mejor los nutrientes con los que se cuenta, y con

esto promover una mayor asimilaciéon de estos (Andrew et al., 2012).

La agricultura es una de las principales actividades econdémicas del Estado de
Sonora, siendo el Valle del Yaqui uno de los mas importantes de México. Dentro
de los cultivos de mayor produccién se encuentra el trigo, y en el afio 2014 el Estado
de Sonora produjo el 50% del total de la produccion nacional (SIAP, 2014). EIl
problema al que se enfrentan los productores de trigo es que una de las limitantes
de la produccion y calidad del grano es la fertilizacién nitrogenada, que se ve
reflejada con el fendmeno fisioldgico del grano llamado “panza blanca”. Este se
caracteriza por un pobre desarrollo del endospermo del grano, mismo que se debe
a un déficit de proteina y se expresa como una coloracion amarillo claro en el grano.
Esta problematica se refleja en la baja calidad de los productos a base de harina de
trigo, por lo que causa grandes pérdidas econdmicas a la industria alimentaria
(Rodriguez-Félix et al., 2014).

La produccion y comercializacion de trigo tiene gran impacto social y econdmico en
el Estado de Sonora, y este problema de fertilizacién conduce a los agricultores a
obtener productos de bajo rendimiento y calidad, sin dejar de lado la contaminacion

ambiental del nitrégeno perdido.

En la actualidad, se ha estado estudiando el uso de materiales biodegradables y
biocompatibles como el gluten de trigo comercial, el cual, en conjunto con la urea,
funcione como FLP con potencial aplicacion en cultivos agricolas. Sin embargo, es
importante conocer el material utilizado y su liberacién, asi como su interaccidn con
los componentes del suelo agricola con el objetivo de aprovechar al maximo el
fertilizante lo cual podria representar una potencial mejora ambiental, la obtencién
de mejores rendimientos y productos de mejor calidad y con esto, lograr una

alternativa viable para una agricultura sostenible.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Trigo
El maiz, el arroz y el trigo son los tres cereales mas importantes a nivel mundial. El
trigo cuanta con una produccion mayor a los 600 millones de toneladas por afno, lo
cual lo posiciona en el tercer cultivo mas importante (Shewry et al., 2013; Barlow et
al., 2015). La calidad del grano de trigo se basa en la medicion de distintas
propiedades fisicas y de composicion, en la cual los requisitos basicos se
establecen de acuerdo con el uso final del mismo. El trigo es catalogado como un
grano basico, donde las propiedades como el tamafio del grano y su forma influyen
en el rendimiento de la molienda y las pérdidas durante el tamizado (Nuttall et al.
2017).

Triticum aestivum

Triticum aestivum o también conocido como trigo panadero, es utilizado
industrialmente para la producciéon de pan y galletas. Es una especie de trigo
hexaploide del género Triticum y la familia Gramineae, esta especie es considerada
una de las mas importantes a nivel mundial debido a su uso industrial y a la calidad
de la proteina del grano, la cual aporta excelentes propiedades reoldgicas para la
industria panadera y galletera. En la clasificacion mexicana segun la NMX-FF-036-
1996, esta especie se encuentra desde el grupo 1 hasta el grupo 4 (Singh et al.,
2012; NMX-FF-036-1996).

Triticum durum

Triticum durum es llamado trigo cristalino o trigo duro. Esta es una especie de trigo
tetraploide que pertenece al género Triticum y a la familia Gramineae. Es de las
especies de trigo mas cultivadas a nivel mundial, ademas del trigo panadero, y su
nombre comun es debido a que cuenta con un endospermo vitreo. Es utilizado
principalmente para la obtencién de semolina, la cual es utilizada para elaborar

pastas y productos similares, por lo cual, también puede ser llamado pastero (NMX-
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FF-036-1996; Alam et al., 2013; Desai et al., 2011). Por lo tanto, es importante
conocer la calidad de la composicion nutrimental del grano de trigo, enfocandose
principalmente en las proteinas que lo componen, debido a que en esto se basa el

uso que se le da a su harina.

Composicion quimica del grano de trigo

El trigo es considerado como un cereal unico debido a su composicion nutrimental
ya que es una rica fuente de carbohidratos, proteinas, minerales, fitoquimicos vy
vitaminas (Amir et al., 2013). La composicion nutrimental consta de 65% - 70% de
carbohidratos, del 8% - 20% de proteina, del 3% - 5% de lipidos, mientras que el
resto pertenecen a minerales y vitaminas (Pefia, 2002). La composicion y la
concentracion de las proteinas, principal factor de calidad del grano de trigo, define
las propiedades nutricionales y el uso final de la mezcla de la masa y sus
caracteristicas reoldgicas como resistencia, tiempo de desarrollo, extensibilidad,

descomposicién y volumen del pan (Nattall et al., 2017).

El almidon es el carbohidrato que compone el grano de trigo, representando las tres
cuartas partes del peso total del grano, el cual esta localizado en el endospermo
como reserva de energia. Existen varios tipos de granulos; 1) tipo A que son
aquellos que tienen morfologia de disco con un diametro de 10 — 35 ym; 2) tipo B
los cuales tienen morfologia esférica con un diametro de 1 a 10 ym (Peng et al.,
1999). EIl almiddn esta constituido por amilosa el cual es un polimero lineal unido
por enlaces a(1-4) y amilopectina el cual es un polimero ramificado unido por a(1-
4)y a(1-6) (Rodriguez et al., 2001).

Los componentes lipidicos del grano de trigo estan divididos de acuerdo con su
comportamiento en el medio acuoso. Donde, alrededor del 50% de éstos no son
polares, como por ejemplo triglicéridos, ésteres, monoglicéridos, diglicéridos y
glicolipidos acilados, ademas de acidos grasos libres. Mientras que el 50% restante
son componentes lipidicos polares como los fosfolipidos y glicolipidos

(Georgopoulos et al., 2006).



La composicion mineral del grano de trigo esta constituida principalmente por Mg,
Mn, Ca, Cu, Fe, K, Nay Zn. Asi como también cuenta con la presencia de vitaminas
como la A, E (a- tocoferol), B1 (tiamina), B2 (riboflavina), Bes (Piridoxal) y vitamina C

(acido ascorbico) (Plaza et al., 2003).

Las proteinas del grano de trigo son un factor de calidad para la comercializacion
del grano, por lo que son consideradas el componente de mayor importancia en el

grano. Estas estan formando parte de lo que se le denomina gluten de trigo.

Gluten de trigo

El gluten de trigo es un subproducto de la obtencion de almiddon proveniente del trigo
y puede ser definido desde esta industria como “la masa proteica gomosa que es
obtenida a partir de lavado con agua para eliminar los componentes solubles y los
granulos de almidén” (Ortolan et al., 2017). A su vez, existe el area de los estudios
sobre las sensibilidades hacia el gluten y el Codex Alimentarius, el gluten puede ser
definido como “la fraccion proteica de trigo, centeno, cebada, avena o sus
variedades cruzadas y derivados de los cuales algunas personas pueden ser
intolerantes”. Por lo tanto, el gluten comprende las proteinas de almacenamiento de
trigo, centeno, cebada y avena (Ortolan et al., 2017). Existe otra definicién para
gluten de trigo donde es llamado una red proteica formada a partir de interacciones
covalentes (enlaces disulfuro) y no covalentes entre las cadenas de gliadinas vy
gluteninas presentes en la harina de trigo, centeno y granos de cebada. Las
principales interacciones no covalentes involucradas en el desarrollo de la red de
gluten son los puentes de hidrogeno, enlaces ionicos e interacciones hidrofobicas
(Wieser et al., 2007; Ortolan et al., 2017). El desarrollo de éstas se produce durante
la mezcla de harina y agua, asociado con la energia mecanica para dar una masa
cohesiva con caracteristicas viscoelasticas utilizadas para la preparacion de
productos de la industria panadera y algunos tipos de galletas, asi como productos
de pasta (Ortolan et al., 2017).



Gliadinas

Las gliadinas son las principales prolaminas que se encuentran en el trigo. La
mayoria de ellas son proteinas monomeéricas y representan un grupo heterogéneo
debido a las variaciones en la secuencia de aminoacidica que presentan, lo que
permite una clasificacion de estas proteinas en 3 subunidades; Gliadinas con bajo
contenido de aminoacidos azufrados (pobre en S): este grupo esta representado
por w-gliadinas, mondémeros con un peso molecular de 30,000 a 75,000; gliadinas
ricas en aminoacidos azufrados (ricos en S): este grupo esta representado por
monomeros de a/B,y-gliadinas con un peso molecular de 30,000 a 45,000; y
gliadinas de alto peso molecular (gliadinas HMW): polimeros que a menudo se
clasifican en la fraccion de glutenina de bajo peso molecular, aunque son solubles
en alcohol (Wieser et al., 2007; Ortolan et al., 2017).

Las gliadinas se clasifican en 3 grupos de subunidades distintas, debido a esto
pueden presentar pequenas diferencias estructurales entre ellas. Las gliadinas
contienen un mayor contenido de prolina y glutamina en su estructura y menos
residuos de cisteina, evitando asi la formacion de enlaces disulfuro. Las ao/B-y-
gliadinas presentan cantidades mas bajas de prolina y glutamina, y los residuos de
cisteina estan todos implicados en los enlaces disulfuro intramoleculares (SS)
(Wieser et al., 2007; Ortolan et al., 2017).

Gluteninas

Las gluteninas son proteinas poliméricas pertenecientes al gluten de trigo que tienen
un peso molecular que oscila desde los 80,000 hasta millones de Da. Las gluteninas
se dividen en dos fracciones, las de alto peso molecular (HMW, por sus siglas en
inglés) y las de bajo peso molecular (LMW, por sus siglas en inglés) (Ooms et al.,
2018). Esta fraccion proteica se encuentra unida mediante enlaces disulfuro entre
cadenas, tienen un tamano variable que pueden ir desde 500,000 hasta mas de 10
millones de Da (Wieser et al., 2007). Esta fraccion proteica constituye
aproximadamente el 50% del gluten de trigo (Wieser et al., 2007; Delcour et al.,
2012).



Produccion a nivel nacional

La produccion de trigo a nivel nacional es de 3,264,672 toneladas, siendo el 54.98%
del total nacional, trigo cosechado en el Estado de Sonora, esto equivaldria a
1,795,238 toneladas (SIAP, 2019). Por lo que, el Estado de Sonora es de gran
importancia para la produccioén de este cereal en México. Esto significa una gran

dependencia a fertilizantes durante la produccion del cereal.

Fertilizantes
Los fertilizantes son compuestos quimicos que se utilizan para proporcionar
nutrientes a las plantas en los campos agricolas (Corradini et al., 2010). Debido a
esto, la fertilizacién agricola es considerada como uno de los principales factores
que influyen en la calidad del rendimiento de los productos agricolas (Ramirez-
Wong et al., 2014).

Los fertilizantes organicos o también llamados naturales son compuestos muy
heterogéneos en los que sus caracteristicas o aporte de nutrientes pueden variar
segun su origen y la forma de procesarlo y aplicarlo (Aguilera et al., 2013). Los
fertilizantes naturales pueden ser utilizados en combinacién con fertilizantes
sintéticos para evitar la dependencia de los campos agricolas de fertilizantes
sintéticos unicamente (Akhtar et al., 2011). Las ventajas de la aplicacion de
fertilizantes naturales es que pueden ayudar a aumentar la actividad enzimatica y la
respiracion del suelo, y también a aumentar la biomasa del suelo (Ge et al., 2010).
Otra contribucién es que los fertilizantes organicos podrian aumentar el contenido
de carbono, estabilizar la estructura del suelo y reducir las pérdidas de nitrégeno y

fosforo (Tétard-Jones et al., 2013; Lazcano et al., 2013).

Sin embargo, los fertilizantes naturales tienen desventajas como; 1) el contenido de
nutrientes es bajo, por lo que requiere grandes volumenes para satisfacer las
necesidades de la planta y 2) la liberacion de nutrientes se lleva a cabo muy
lentamente, lo que podria contribuir a que la planta se vea afectada por la escasez
de nutrientes (Tétard-Jones et al., 2013; David et al., 2015; Aguilera et al., 2013).
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El fertilizante natural mas comun es el compostaje, que es una transformacion
aerobica de compuestos naturales en materia organica, que puede usarse como
fertilizante para cultivos agricolas sin dafar o dafiar el crecimiento de las plantas
(Atiyeh et al., 2000). Ademas, es conocido como el mejor método para el tratamiento
de compuestos secundarios naturales para su transformaciéon en materia organica
con la aplicacién de fertilizantes (Atiyeh et al., 2000). Existe una variante de la
composta, que se llama vermicomposta, en el que la materia organica pasa a través
del intestino de una lombriz, comunmente llamada lombriz de tierra (Eisenia fetida,
Dendrobaena venta, Lumbricus rebellus, Eisenia andrei) aprovechando el
metabolismo de éstos para aumentar la actividad enzimatica bacteriana y obtener
un compuesto estable como producto final (Atiyeh et al., 2000). Los fertilizantes
organicos no se aplican a gran escala para la produccion agricola, su uso es en
cultivos pequenos y jardines, mientras que los fertilizantes sintéticos son los mas

utilizados en el mundo.

Por otro lado, el uso de fertilizantes inorganicos (quimicos) puede conducir al
empobrecimiento del suelo agricola y a la contaminacion ambiental (Guo et al.,
2016). Sin embargo, su uso es preferido debido a las ventajas que presenta, como
la facil solubilidad en agua y de esta manera las plantas capturan de forma directa
y rapida los nutrientes. Ademas, la contribucién de los nutrientes es alta en
comparacion con los fertilizantes naturales, por lo que con pequenas cantidades
puede satisfacer las necesidades de las plantas (David et al., 2015; Aguilera et al.,
2013).

Urea

En los campos agricolas, el nitrégeno, el fosforo y el potasio forman parte de los
nutrientes primarios, los cuales son considerados los principales para la nutricion de
la planta. Dentro de los cuales, el nitrogeno es el principal nutriente para el
desarrollo los frutos a partir de cultivos agricolas (Tabla 1). Asimismo, esto lo

convierte en un factor limitante de la produccién agricola (Martins et al., 2015;
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Tabla 1. Nutrientes primarios para las plantas.

Nombre Sintoma de deficiencia Sintoma de exceso

Hojas y planta de color verde claro, Hojas y planta de color verde
Nitrégeno planta atrofiada y de crecimiento oscuro, susceptible a

lento. enfermedades e infestacion de

insectos.

Se presenta crecimiento lento y Sintomas de deficiencia de Fe,
Fosforo achaparramiento. Las hojas viejas Zn y Mn. Aparecen sintomas

presentan coloracion purpura. por deficiencia de Ca.

Bordes de las hojas aparecen Presentan sintomas de
Potasio quemados. Susceptible a deficiencia de Mg y Ca.

enfermedades e infestacion de
insectos. Frutos y semillas de baja

calidad.

Fuente: Jones, 2012.
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Shamim et al.,, 2015). Las industrias han producido grandes cantidades de
fertilizantes nitrogenados como sulfato de amonio, nitrato de amonio, nitrégeno,
fésforo y potasio, y urea, principalmente (Sebilo et al., 2013; Azeem et al., 2014;
Ferrari et al., 2015; Shamim et al., 2015). Sin embargo, el fertilizante mas utilizado
en todo el mundo hoy en dia es la urea debido a su alto contenido de nitrégeno
(46%), su alta solubilidad, su facil aplicacion y también por ser un fertilizante facil de
producir (Azeem et al., 2014; Martins et al., 2015). Sin embargo, la aplicacion de
fertilizantes sintéticos como la urea tiene el riesgo de que el nutriente no se utilice
por completo y, por procesos fisicoquimicos en el suelo agricola, el nitrogeno se
pierde en el medio ambiente (Qiao et al., 2015). La eficiencia de los fertilizantes
nitrogenados como la urea varia del 30% al 40%, lo que indica que el resto se pierde
en el medio ambiente por procesos biogeoquimicos como la volatilizacion del
amoniaco (NHs3), la lixiviacion de nitrato (NOs3) y la pérdida de 6xido nitroso. (N20)

a la atmosfera (Gonzalez et al., 2015; Liu et al., 2015).

La urea se transforma en carbonato de amonio ((NH4)2CO3) en presencia de la
enzima ureasa y el agua. El carbonato de amonio se somete a un proceso de
amonificacion para obtener el amonio (NH4*) (Cameron et al., 2013; Azeem et al.,
2014). Luego, se lleva a cabo el proceso de nitrificacion, que es una reduccién del
amonio, en el que intervienen las bacterias oxidantes de amonio asociadas con la
enzima monooxigenasa de amonio para la produccion de nitritos (NO2") (Cameron
et al., 2013; Azeem et al., 2014). La transformacion de nitritos en nitratos (NO3°) es
catalizada por la bacteria que pertenece al género Nitrobacter (Cameron et al.
2013). Teniendo en cuenta que el nitrato es una forma de nitrégeno adecuada para

las plantas, este proceso es beneficioso para el crecimiento de las plantas.

Sin embargo, a bajas concentraciones de oxigeno y en presencia de
microorganismos anaerobios facultativos, los nitratos se transforman en nitrégeno
molecular y 6xido nitroso que se pierden en la atmdsfera por volatilizacion (Azeem
et al.2014). A su vez, el amonio producido ingresa al proceso de nitrificacién, y una

cierta parte de este, en condiciones basicas de pH del suelo agricola y la presencia
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de la enzima ureasa, se convierte en amoniaco, que se volatiliza facilmente.
Estudios recientes han encontrado que la oxidacibn de amonio anaerodbico
(anammox) a través de bacterias anammox autotropicas puede oxidar el amoniaco
directamente en nitrégeno molecular sin la liberacion de oxido nitroso al medio
ambiente (Wang et al.2017). Durante los procesos descritos anteriormente, las
formas de nitrégeno se pierden facilmente en el medio ambiente, incluidos NO3™ y
NH4*, que son absorbidos por la planta para una nutricion adecuada, por lo que la
pérdida de nitrdgeno conduce a una ineficiencia en su uso, reduccion de biomasa,
contaminacion ambiental, disminucion de los rendimientos, productos de baja
calidad y, en consecuencia, problemas econémicos para los agricultores (Naz &
Sulaiman, 2016; Asif et al., 2018).

Fertilizantes de liberacién controlada (FLC) y fertilizantes de liberacion
prolongada (FLP)

Los fertilizantes de liberacion controlada (FRC) y los fertilizantes de liberacion
prolongada (FLP) son una de las alternativas actualmente investigadas para mejorar
la fertilizacion agricola. Los fertilizantes de liberacion controlada y los fertilizantes
de liberacion prolongada son aquellos en los que el nutriente se libera de forma
controlada, lenta o retardada hacia la planta, y satisfacen las necesidades
nutricionales de los cultivos agricolas con una sola aplicacion (Azeem et al., 2014).
Los sistemas como los FLC y FLP presentan mecanismos de liberacion como
difusion simple, degradacion o erosion de la matriz polimérica lo cual, ayuda a liberar
el nutriente desde el interior del sistema hacia el exterior de la matriz polimérica
(Calabria et al., 2012).

La diferencia entre un fertilizante de liberacion controlada y un fertilizante de
liberacion lenta o prolongada se basa principalmente en las condiciones y el
comportamiento de liberacion. En un fertilizante de liberacion lenta o prolongada, el
patrén de liberacion se desconoce con precision, es decir, las tasas de liberacion

son inconsistentes y pueden ser impredecibles para factores agricolas como el tipo
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de suelo, las condiciones climaticas y las condiciones generales de los cultivos
agricolas (Azeem et al., 2014). El comportamiento de liberacion dependera de la
naturaleza de la materia prima y las caracteristicas fisicoquimicas de la matriz

polimérica, y también de la relacion entre la matriz y el fertilizante.

Modelos de Liberacion

Los modelos de liberacién se aplican para conocer el coeficiente de difusién efectiva
lo cual nos permiten imaginar y comprender los mecanismos de transporte que
ocurren durante el proceso de liberacion de algun fertilizante o componente activo.
La difusién y el hinchamiento de las cadenas poliméricas son los principales
procesos que pueden regular la liberacion del fertilizante a través de la matriz
polimérica (Andreetta, 2003). La difusion se lleva a cabo cuando el compuesto activo
atraviesa la matriz polimérica estimulado por un gradiente de concentracion,
alcanzando a un equilibrio en el medio circundante. El hinchamiento se lleva a cabo
cuando la matriz polimérica que inicialmente se encuentra en estado cristalino sufre
una transicion vitrea y se transforma en un hidrogel. Ambos mecanismos estan
caracterizados por disminuir su velocidad de liberacién con respecto al tiempo
(Fernandez et al., 2010).

Técnicas de evaluacion fisicoquimica
Para la caracterizacion fisicoquimica de los materiales, es necesario utilizar diversas
técnicas de evaluacion tal como lo son la microscopia electronica de barrido (SEM),
cinéticas de absorcidon de agua y espectroscopia de infrarrojo con transformada de
Fourier (FT-IR). Estas técnicas ayudan a entender de una manera fisicoquimica las
caracteristicas del material desarrollado y, por consiguiente, dar una explicacion al
comportamiento de este y el posible efecto que el SLPU pueda tener bajo diversas

condiciones ambientales.

Microscopia electrénica de barrido
Es una técnica instrumental en la cual se utiliza un microscopio electronico de

barrido, el cual sirve para estudiar y analizar morfologias de estructuras a nivel
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micrométrico y nanométrico (Zhou et al., 2007). Las muestras son observadas a una
alta resolucion, empleando un haz de electrones el cual va a recorrer toda la
muestra, previamente cubierta con algun material conductor como el oro. Una vez,
que el haz de electrones es irradiado sobre la muestra, la sefial es enviada y
traducida en un monitor el cual proporciona la morfologia y las caracteristicas de la

muestra analizada.

Cinéticas de absorcién de agua

Los estudios sobre cinéticas de absorcion de agua se utilizan para conocer la
capacidad de cierto material para absorber moléculas de agua en sus cadenas
poliméricas (Li et al., 2012). Este tipo de ensayos ayudan a determinar la capacidad
del material de hincharse, capaz de retener agua y en algunas ocasiones
dependiendo de la cantidad de agua que absorban, puede ser clasificado como un
hidrogel. El ensayo fisicoquimico consta en poner el material de estudio en contacto
con agua, y estar determinando su peso durante cierto tiempo a determinados
intervalos de tiempo hasta que el peso llegue a un equilibrio de absorcion, el cual
indicara que no existe mayor absorcion y se ha llegado a un equilibrio (Kim et al.,
2003; Li et al., 2012).

Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier (FT-IR)

La espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR, por sus siglas
en inglés) es una técnica analitica donde se utiliza la region del infrarrojo del
espectro electromagnético, la cual abarca la radiacion con numeros de onda de
12800 hasta 10 cm'. Este, se divide en tres regiones; cercano, medio y lejano,
donde la region cercana esta ubicada desde los 12800 hasta 4000 cm', la region
media abarca desde los 4000 hasta los 200 cm' y la region lejana abarca desde los
200 a los 10 cm™. El analisis de FT-IR muestra el resultado de los cambios
energéticos que son producidos en las transiciones de las moléculas de estados
vibracionales y rotacionales a otros, los cuales pueden ser por absorcion, reflexion

y emision. Las transiciones rotacionales son la energia necesaria para provocar un
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cambio en los niveles rotacionales, generalmente se da en la region lejana del
infrarrojo. En las transiciones vibracionales y rotacionales, los niveles de energia
vibracionales son cuantificados y estan cercanos a la region del infrarrojo medio.
Para determinar los resultados del infrarrojo hay que saber que las posiciones de
los atomos no se encuentran de manera fija. Los atomos se encuentran en
movimiento en consecuencia de los diversos tipos de vibraciones y rotaciones
diferentes alrededor de los enlaces de la molécula. Las vibraciones se distinguen
en dos: flexidn, la cual es un cambio en el angulo entre dos enlaces y a su vez son
de cuatro tipos (tijereteo, balanceo, aleteo y de torsidn), mientras que las vibraciones
de tensidén son las que suponen un cambio continuo en la distancia interatdmica a

lo largo del eje del enlace entre dos atomos (Barth, 2007).

El analisis de FT-IR puede proporcionar informacion importante en cuanto al
material que se desarrolla. Debido a que es importante conocer los grupos
caracteristicos y las posibles interacciones entre los grupos funcionales de los
compuestos debido a que proporciona informacién acerca del material desarrollado.
Hoy en dia es una de las aplicaciones principales de esta técnica, y que en la

actualidad es una de las mas importantes (Skoog et al., 2001).
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HIPOTESIS

El sistema de liberacion prolongada de urea funcionara como un fertilizante de
liberacion prolongada, que cambiara la composicién quimica y microbiana del suelo

para mejorar el rendimiento y la calidad del grano de trigo.
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OBJETIVO GENERAL

Disefar e implementar un sistema de liberacién prolongada de urea en un cultivo
de trigo, asi como estudiar su efecto sobre la composicion quimica y microbiana del

suelo, ademas determinar el efecto sobre el rendimiento y calidad del grano de trigo.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Disenar un sistema de liberacion prolongada de urea partir de gluten de trigo
y urea.

. Caracterizar morfologica, fisicoquimicamente el sistema de liberacién
prolongada de urea utilizando microscopia electronica de barrido, cinética de

absorcion de agua, espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier.

3. Desarrollar un modelo matematico de liberaciéon de urea.

4. Determinar el efecto del sistema de liberacion prolongada de urea sobre la

composicién quimica y poblacion microbiana del suelo agricola.
. Estudiar el efecto de la aplicacion del sistema de liberacion prolongada de

urea en un cultivo experimental de trigo y el producto cosechado.
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MATERIALES Y METODOS

Se utilizé gluten de trigo comercial (marca Rockette) y urea (marca Fagalab). Asi
como, el kit de determinacion de urea marca RANDOX, agua destilada, kit para
determinacién de amonio, nitratos y nitritos (marca Hanna), solucion salina 0.85%
p/v, Agar Ashby-Manitol, DAPI (4 ', 6-diamidino-2-fenilindol), semilla de trigo

cristalino Triticum durum variedad Cirno

Desarrollo del Sistema de Liberacién Prolongada de Urea
El sistema de liberacion prolongada de urea (SLPU) se preparé agregando 1 mL de
solucion de urea 1 M a 0.55 g de gluten de trigo. Los componentes se mezclaron
completamente, se amasaron y la geometria del sistema fue ajustada manualmente.
Se utilizaron moldes con dos geometrias distintas: 1) pastilla con un diametro de
2.46 cm y espesor de 0.17 cm, y 2) cilindro finito con un diametro de 0.81 cm y un
espesor de 1.73 cm. Ademas, se desarrollé un SLP sin urea como muestra blanco.
Finalmente, el SLPU y el SLP sin urea fueron congelados y se liofilizaron utilizando
un liofilizador marca LABCONCO (modelo FreeZone 6; Kansas City, MO, EE. UU).

Microscopia electrénica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés)
Las caracteristicas morfologicas de los sistemas se observaron utilizando un
microscopio electrénico de barrido marca JEOL (modelo 5410LV SEM) utilizando
un voltaje de 20 kV y 15 kV. Las muestras fueron cubiertas con oro como material

conductor, antes de su caracterizacion morfoldgica.

Cinética de Absorcion de Agua
La cinética de la absorcidon de agua de las muestras fue llevada a cabo colocando
la pastilla en un vaso de precipitado, el cual contenia 400 mL de agua destilada a
pH neutro y a una temperatura de 25 °C. El peso de la pastilla fue medido utilizando
una balanza analitica a intervalos de tiempo desde 0, 30 y 60 min, después cada 60
min hasta llegar a 720 min. El procedimiento se repitid6 hasta que no se observo
cambios en el peso de la muestra (Li et al., 2012). La cinética de absorcién de agua

se llevd a cabo utilizando la siguiente ecuacion (1).
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Q=" (Ec. 1)

Donde:

m+ = peso de la muestra seca

m2 = peso de la muestra a un determinado tiempo (t)

Q = concentracién de agua a un determinado tiempo (t), masa de agua por masa

de muestra seca.

El procedimiento anterior fue llevado a cabo con el SLP sin urea y con el SLPU.
Ademas, la absorcion en el equilibrio de la pastilla fue obtenida utilizando el
contenido de agua en el equilibrio (EWC, por sus siglas en inglés) el cual fue
calculado mediante la siguiente ecuacion (Kim et al., 2003):

EWC (%) = (*£4) x 100 (Ec. 2)

Donde: EWC (%) es el porcentaje del contenido de agua en el equilibrio, We es el

peso de la muestra hinchada en el equilibrio y W4 es el peso de la muestra seca.

Espectroscopia de Infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR,

por sus siglas en inglés)
El andlisis de FT-IR de las muestras en forma sdlida fue llevado a cabo usando un
equipo de FT-IR marca Perkin EImer (modelo Subtech Spectrum) con un aditamento
de Reflectancia Total Atenuada (ATR, por sus siglas en inglés) utilizando un detector

de diamante a una longitud de onda de 4000 a 400 cm-".

Determinacidén de las condiciones de equilibrio del SLP sin urea
El SLP fue sujeto a pruebas de adsorcion para determinar las condiciones de
equilibro aplicando la metodologia reportada por Pérez-Tello et al. (2011). Las
soluciones de urea fueron preparadas utilizando agua destilada y en

concentraciones de 1 mg dL" hasta 18 mg dL-', finalmente fueron agregadas a
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vasos de precipitado de 500 mL. Se les agregd una fraccién del SLP sin urea,
previamente pesada, y se mantuvo bajo agitacién de 1000 rpm a 25 °C. La medicion
de la concentracion de urea fue llevada a cabo cuando la concentracion de urea en
la solucion llegé a un equilibrio, usando un kit de determinacion de urea marca
RANDOX, utilizando una longitud de onda de 695 nm. Para esto, se utilizd6 un
espectrofotometro de UV-vis (VARIAN Cary 50). Los calculos fueron hechos

utilizando la Ecuacion 3.

_ V(CUrea 0o~ CUrea eq)
CIUeq -

Ec. (3)

w

El ajuste de la isoterma fue realizado utilizando un el software SigmaPlot 10.0

mediante la ecuacion de Freundlich (y=ax®).

Estudio de Liberaciéon Prolongada de Urea

El SLPU se colocé en un vaso de precipitado de 1L con agua destilada a pH neutro
y a una temperatura de 25°C. El sistema se agité usando un agitador magnético
(IKA C-MAG HS7). Las mediciones de la concentracion de urea en el agua destilada
contenida en el vaso, se llevo a cabo tomando alicuotas desde 0 a 24 h. Se utilizd
el kit para determinacién de urea RANDOX y se midio la concentracién de urea en
el medio usando un espectrofotometro UV-Vis (VARIAN Cary 50) a una longitud de
onda de 695 nm. Las mediciones de concentracion de urea se realizaron por

triplicado.

Modelaciéon Matematica de Liberaciéon de Urea
Se determino la ecuacion de liberacion de urea utilizando la ecuacion de continuidad
en términos de flux en coordenadas cilindricas (Ecuacién 4). Para lo cual, se
tomaron las siguientes consideraciones; mezclado perfecto, volumen constante,
temperatura constante, régimen no estacionario, porosidad uniforme, transporte

unidireccional Z y equilibrio quimico local (desorcidén de equilibrio).
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Donde:

0Cy . . .

o Concentracién de nutriente con respecto al tiempo
10 (N e s . ., .

1 00Nar) _ pifysion en direccion radial

r or

1 ONyg . .. . .y

~ %0 - Difusion en direccion angular

N s :

?Az = Difusion en el eje Z

Na = Moles de urea por unidad de area

Ra = Rx homogénea

Muestreo y Propiedades del Suelo Agricola
Los experimentos se llevaron a cabo utilizando dos tipos de suelo agricola obtenidos
de diferentes ubicaciones del Estado de Sonora, México: 1) Valle de Empalme (VE)
(28 ° 08'21.0 "N 110 ° 41'43.9" W), y 2) campo experimental del Departamento de
Agricultura y Ganaderia de la Universidad de Sonora (DAGUS) ((Km 21 hacia la
costa de Hermosillo (29 ° 00'52.5 "N 111 ° 08'03.9" W)). Ambas muestras de suelo
fueron recolectadas utilizando el método de muestreo en diagonal de acuerdo con
la Norma Oficial Mexicana NOM-021-SEMARNAT-2000. Se recolectaron 25
muestras para cada ubicacion de suelo, a una profundidad de 25 a 30 cm. Después,
para formar una sola muestra por cada ubicacién, éstas se mezclaron y se tomo

una alicuota para la determinacion de las propiedades fisicas y quimicas.
Los suelos de ambos lugares fueron muestreados utilizando un método de muestreo

diagonal de acuerdo con el Estandar Oficial Mexicano (NOM-021-SEMARNAT-
2000). Se recolectaron veinticinco muestras para cada ubicacion de suelo desde
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una profundidad que oscila entre 25-30 cm para formar una sola muestra para cada

ubicacion y se determinaron sus propiedades fisicas y quimicas.

Diseno estadistico de la aplicacion del SLPU en el experimento de
lixiviacion

Se utilizé un disefio experimental en bloques completos al azar donde los bloques

fueron el suelo del VE y el suelo de DAGUS. Se establecieron 3 tratamientos, los

cuales fueron; 1) 0 kg de N ha' de urea, 2) 150 kg de N ha' de urea y 3) SLPU con

una concentracion de N igual a la de la urea convencional con el fin comparar las

pérdidas.

Experimento de lixiviacién
Se colocaron 18 recipientes horadados para lixiviacion, 9 recipientes para el suelo
del DAGUS y 9 recipientes para el suelo del VE. Se utilizé un tratamiento con 0 kg
de N ha', un tratamiento 150 kg de N ha'y, por ultimo, el tratamiento con el SLPU
que contenia la misma cantidad de nitrégeno que el experimento comercial. Todos
los tratamientos fueron realizados por triplicado. El suelo fue homogenizado y se
agrego a cada recipiente horadado para lixiviacion a una altura maxima de 30 cmy

se coloco tanto la urea convencional como el SLPU a una profundidad de 5 cm.

El experimento se llevo a cabo aplicando un riego de pre-siembra simulando una
lamina de riego de 24 cm, se ajustd el volumen a los recipientes horadados

utilizando la Ecuacion 5.

V =hr’n Ec. (5)

Donde: h es la altura, r es el radio y & es el valor de pi.

Se aplicaron tres riegos de auxilio, simulando cada uno una lamina de riego de 12
cm. El lixiviado de cada recipiente horadado fue recogido y homogenizado. Por
ultimo, a los lixiviados se les determiné la concentracion de amonio, nitratos y nitritos
mediante un kit Hanna utilizando un fotdmetro multiparametros HI83200 marca
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Hanna Instruments. Para la determinacién de amonio se utilizé el método de
reduccion por cadmio, el cual consiste en que los NO3 son reducidos a NO2, que
son determinados por diazotizacion con sulfanilamida y acomplejamiento con
diclorhidrato de N-(1-naftil)-etilendiamina para formar un compuesto azo de color
que puede ser medido colorimétricamente. Para la medicidn de nitritos se utiliza una
adaptacién del método de sulfato ferroso, el cual consiste en generar un compuesto
colorido mediante la interaccion entre los NO2 y el sulfato ferroso para generar color,
donde la intensidad del color es directamente proporcional a la concentracion del
analito. El amonio es medido mediante el método de Nessler, donde el reactivo
Nessler reacciona con el amoniaco, bajo fuertes condiciones alcalinas, y forma un
complejo de color amarillo. La adicion de una solucion EDTA (acido etilendiamino
tetra-acético) inhibe la precipitacion de iones de calcio y magnesio debido a la
presencia del reactivo alcalino Nessler, mediante la conversion de amoniaco a
amonio, se obtiene la concentracién de amonio. Por ultimo, las muestras de suelo
se homogenizaron por cada localidad y por cada tratamiento, y finalmente fueron

enviadas a un laboratorio especializado para su analisis de fertilidad y salinidad.

Analisis microbiano del suelo agricola
El aislamiento de microorganismos se realizé utilizando la metodologia reportada
por Vital-Lopez et al. (2015). Las muestras de suelo se tamizaron a través de una
malla con un tamano de poro de 2 mm. El suelo se suspendié en solucion salina
(0,85% p/v) y las diluciones en serie se llevaron a cabo de 10" a 10 con solucién
salina (0,85% p/v).

Después, se preparo agar Ashby-Mannitol como medio para el crecimiento de los
microorganismos. Las placas fueron incubadas durante 4 - 5 dias a 37 °C utilizando
una incubadora (modelo Thermolab TE-I45DM). Las unidades formadoras de
colonias por gramo de suelo seco (UFC/gds) se cuantificaron y se realizo la
observacion de las caracteristicas macro y microscopicas de las colonias mediante
la tincién gram utilizando un microscopio binocular Olympus (modelo CX31RTSF)

con una camara Infinity 1 Olympus (Adaptador de montaje modelo U-CAMD3/U-
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TV1X-2, Japon). Ademas, se aislaron colonias similares entre ambas muestras de
suelo DAGUS y VE, y se utilizé el microorganismo con las mismas caracteristicas
como microorganismo guia (GMi) para mostrar el efecto del SLPU en la poblacién

microbiana.

Microscopia de fluorescencia

El SLPU fue probado para determinar su capacidad para mantener la viabilidad de
microorganismos. El SLPU fue inoculado con GMi que fue aislado del suelo de
ambas localidades (VE y DAGUS). Para esto, la muestra del microorganismo que
crecié en Agar Ashby-Manitol fue inoculada en caldo nutritivo y se incubd durante
24 a 48 h en una incubadora (modelo Thermolab TE-I45DM). Posteriormente, se
inocularon 20-50 uL de caldo nutritivo en el SLPU y se expandi6 sobre el sistema

hasta asegurar su ingreso.

El SLPU fue incubado de 24 a 48 h, luego se tind con DAPI (4 ', 6-diamidino-2-
fenilindol). La viabilidad de los microorganismos en el SLPU se observo utilizando
un microscopio invertido (Leica Microsystems CMS GmbH Modelo DMi8, EE. UU.)
con un filtro de fluorescencia (filtro de excitacion DAPI 350/50 vy filtro de emision
460/50) y una camara refrigerada DFC 450C (Leica). Las imagenes se procesaron
utilizando el software Overlay of fluorescence (LAS AF version 3.1.0, Leica
Microsystem, EE. UU.) (Hernandez-Téllez et al.2018).

Eficiencia del Sistema de Liberacion Prolongada Urea
La eficiencia del sistema de liberacion se determind restando los resultados del
tratamiento sin fertilizante al tratamiento con 150 kg de N ha™' y el tratamiento con
el SLPU. Mientras que se tomo como base el tratamiento con 150 kg de N ha™' para
determinar la diferencias entre las pérdidas del SLPU vy el tratamiento con 150 kg
de N ha™.
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Muestreo del suelo agricola
Se muestred el suelo agricola utilizando un muestreo en diagonal, segun las
indicaciones de la NOM-021-SEMARNAT-2000 para determinar las condiciones
fisicoquimicas del mismo antes de su uso para la siembra experimental de trigo. El
suelo fue enviado a un laboratorio especializado para su analisis y determinar las

condiciones de salinidad y fertilidad.

Siembra Experimental de Trigo
La siembra experimental de trigo se realiz6 en el Valle de Empalme ubicado en las
coordenadas 28°08'21.0"N 110°41'43.9"W. Se utilizaron tres tratamientos; 1) 0 kg
de N ha', 2) 150 kg de N ha' y 3) SLPU, todos los tratamientos fueron aplicados
por triplicado. El disefio experimental de la siembra fue un disefio completamente al
azar, el cual se muestra en la Figura 1, se utilizd semilla de trigo cristalino Triticum
durum, una densidad de siembra de 80 kg ha™!, se sembré a doble hilera y se aplico
un riego de pre-siembra con una lamina de riego de 24 cm, un riego de ayuda de
nacencia con una lamina de riego de 12 cm, un riego ligero con una lamina de riego

de 12 cm y 5 riegos de auxilio con una lamina de riego de 14 cm.
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Figura 1. Disefio de la siembra experimental de trigo cristalino
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Analisis de Calidad de la Planta de Trigo

Se obtuvo el porcentaje de nacencia cuantificando las plantulas que nacieron de
acuerdo con el numero de semillas que se aplicaron por tratamiento, el resultado
fue reportado en términos de porcentaje. El numero de macollos o hijuelos fue
cuantificado basandose en el conteo de 10 plantas por metro cuadrado por cada
tratamiento. El numero de plantas totales que se desarrollaron por cada tratamiento
y su repeticion fue cuantificado. A su vez, la altura de la planta a distintos tiempos
de crecimiento (2, 3 y 4 meses) fue medida, utilizando una cinta métrica en 10
plantas por metro cuadrado para cada tratamiento. El analisis de la longitud de la
espiga, granos por espiga y peso de la espiga se llevd acabo colectando 30
muestras de espigas por metro cuadrado para cada tratamiento. Esto se realizo
para cada tratamiento, por lo que se colectaron por tratamiento 30 muestras de
espigas para su posterior analisis de calidad. Se pesé la espiga en su estado
natural, se cuantificé el nuUmero de granos que contenia cada espiga, se pesaron

los granos una vez separados de la espiga.

Analisis de Calidad del Grano

Rendimiento
Se cuantifico el rendimiento del grano de trigo en toneladas por hectarea. Se
hicieron los calculos de acuerdo con el area (5 m?) que abarco la siembra para cada

tratamiento y se extrapol6 para convertirlo en toneladas por hectarea.

Peso de 1000 granos y Peso Hectolitrico
Se analizé la calidad harinera del grano de trigo a través del peso de 1000 granos y

el peso hectolitrico acorde a la norma oficial NMX-FF-036-1996.

Analisis Estadistico

Se realiz6é un analisis de varianza (ANOVA) a los valores obtenidos de la cinética
de hinchamiento, cuantificacién de nitratos y amonio y por ultimo a los analisis de

calidad de la planta y del grano se evaluaron con un 95 % de confianza y
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comparacién de medias de Tukey con p>0.05 utilizando el paquete estadistico

InfoStat. Las determinaciones se realizaron por triplicado.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Desarrollo del Sistema de Liberacién Prolongada de Urea (SLPU)

La figura 2 muestra las imagenes del SLPU en forma de pastilla (2.46+0.07 cm de
diametro promedio, 0.17+0.02 cm de espesor promedio) y con geometria cilindrica
(0.81£0.03 cm de diametro promedio, 1.73+0.13 cm de longitud promedio) (Fig. 2a,
b, respectivamente). Figura 2a se puede observar una estructura homogénea sin
porosidades aparentes y una circunferencia con espesor uniforme en comparacion
con la geometria cilindrica. Ademas, la geometria cilindrica muestra una alta
porosidad, y su estructura no es completamente uniforme debido a que, durante la
elaboracion, se obtuvo un diametro mayor en ambos extremos del cilindro, lo cual
muestra una estructura geométrica no homogénea. Por lo tanto, debido a estas
caracteristicas fisicas y al desarrollo del SLPU, se clasifico como el SLPU mas
homogéneo como el ideal para el desarrollo de esta investigacion, es decir, la

geometria mas adecuada para llevar a cabo los experimentos la pastilla.

Microscopia electrénica de barrido (SEM)
En esta seccion se presentan las micrografias de SEM transversales y superficiales
del SLP sin urea y el SLPU. La Figura 3 muestra micrografias de SEM de la
superficie del SLPU (a) y del SLP (b), ambas con un aumento de 100x. Asi también,
se muestra las superficies de SLPU (c) y SLP sin urea (d) con un aumento de 500x,
en el que se puede observar que el SLPU muestra una superficie asimétrica
representada por las fracciones huecas y los poros a escala micrométrica que este
presenta. La Figura 4 muestra las micrografias de SEM de la seccién transversal
del SLPU utilizando aumentos de 75X (a) y 350X (c), mientras que las micrografias
SLP sin urea se muestran con aumentos de 75X (b) y 350X (d). Estas micrografias
muestran la seccion transversal la cual cuenta con una estructura asimetrica,
revelando poros micrométricos y canales dentro del SLPU y del SLP sin urea. Los
poros en las estructuras asimétricas del SLPU y del SLP sin urea probablemente se
formaron en el momento de la extraccién del agua mediante el proceso de

liofilizacion. Estos espacios huecos proporcionan la formacion de poros y canales
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Figura 2. SLPU de gluten de trigo con diferentes geometrias; a) geometria de

pastilla y b) geometria cilindrica.
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y canales en el interior. Estos espacios huecos proporcionan la formacion de poros
y canales en el interior. Probablemente esto se deba a que durante el desarrollo del
SLPU y la SLP sin urea, una parte del proceso comprende el amasado del sistema
y luego la formacion de la geometria de la pastilla. Durante la mezcla de la urea y el
SLP, las burbujas de aire probablemente se sumergen en la matriz, y cuando se
ajusta el diametro y los sistemas se congelan, se forman ciertas porosidades en la
superficie y espacios huecos en el interior. Sin embargo, el aumento en el diametro
de las porosidades mostradas en el SLPU es aparentemente mayor que el de las
porosidades exhibidas por el SLP sin urea; esto podria deberse al tiempo de
contacto entre la urea y el gluten de trigo. Segun la literatura, con un alto tiempo de
contacto entre el agente reticulante y el material polimérico, las porosidades tienden
a expandirse, es decir, los poros se abren y aumentan de diametro (Qiao et al.,
2014). Existen tres factores que durante el desarrollo de este material afectan el
diametro del poro: para el SLPU 1) atrapamiento de aire durante la combinacion de
la solucion de urea y gluten de trigo, 2) la concentracion de urea utilizada durante la
mezcla y 3) el tiempo de exposicion antes de ser congelado y liofilizado. La solucion
de urea provoco una reticulacion de las cadenas poliméricas, por lo que podrian
haberse formado poros y canales de interconexion dentro del sistema. Sin embargo,
al momento de amasar y moldear el sistema, el aire quedd atrapado en la mezcla
de gluten y urea. Después, aunado al efecto del tiempo de reticulacion, las cadenas
poliméricas fueron mas ramificadas y alargadas. Sin embargo, esto sucedio
alrededor de los poros, cuando se extrajo el agua, la mezcla de gluten y urea
alrededor del poro no se condensd. Finalmente, el didametro no disminuy6 (Chavda
et al.,, 2011). Estas caracteristicas son una parte importante para comprender el
comportamiento del material. Es posible que, a través de la fraccion hueca, el agua
ingrese y rompa las interacciones entre las proteinas y la urea, y el proceso finalice
con la salida de la urea disuelta en el agua hacia el exterior de la pastilla a traves

de la fraccion hueca, ya sea a través de los poros, canales o microporos.
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Figura 3. Micrografias de SEM de la superficie del SLPU (a) y el SLP sin urea (b)
con una magnificacion de 100x y las micrografias del SLPU (c) y SLP sin urea (d)

con una magnificacién de 500x.
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Figura 4. Micrografias de SEM de la seccion transversal del SLPU con
magnificacién de 75x (a) y 350x (c), micrografias de SEM del SLP sin urea con

magnificaciones de 75x (b) y de 350x (d).
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Esto podria acelerar el transporte de la urea al exterior de la pastilla. Xiao y col.
(2017) prepararon un hidrogel superabsorbente basado en almidén, con funcién de
fertilizante de liberacién prolongada (FLP). Los autores encontraron, a través de las
micrografias SEM, que el material no presentaba redes tridimensionales, es decir,
la presencia de partes huecas o poros. Sin embargo, estas caracteristicas estan
presentes una vez que el material se hincha, lo que podria indicar, en comparacion
con las pastillas, que también posee la capacidad de absorber agua e hincharse,
para poderse comportar como un hidrogel. Sin embargo, los poros y las fracciones
huecas presentadas en la pastilla podrian aumentar su diametro y volumen y
fomentar una mayor formacion de la red tridimensional, en comparaciéon con su

estado inicial, como ha demostrado el estudio de Xiao et al. en 2017.

Cinética de absorcion de agua
La Figura 5 muestra la cinética de absorciéon de agua del SLP sin urea y el SLPU.
Las muestras revelaron una rapida absorcion de agua durante los primeros 200
minutos, mientras que después de ese tiempo, se produce una hinchazon gradual
hasta alcanzar un equilibrio a los 600 minutos. EI SLP sin urea y el SLPU exhibieron
este comportamiento, que puede ser causado por la porosidad asimétrica. Al
principio, hubo una mayor velocidad de hinchamiento, y esto disminuyd hasta
alcanzar el equilibrio. Este comportamiento es dado por la presion osmatica, es
decir, a mayor presion osmoética, mas rapida es velocidad de consumo de agua (Li
et al.,, 2012). Por lo tanto, a medida que disminuye la diferencia en la presién
osmotica, disminuye la velocidad de hinchamiento. Este comportamiento es
consistente con el reportado por Li et al. (2012) para un material superabsorbente
de paja de trigo, que mostré una velocidad de hinchamiento rapida durante los
primeros 50 min, mientras que luego se observo un hinchamiento gradual, logrando

un equilibrio a los 300 min.
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Por otro lado, el SLP sin urea mostr6 valores del contenido de agua en el equilibrio
de 59.15+0.55%, mientras que el SLPU present6 58.47+1.50% de agua, es decir,
tanto SLP sin urea como SLPU tienen la capacidad de absorber y retener agua en
la etapa de equilibrio. El contenido de agua entre ambas muestras presenta una
diferencia de 0.68%. Esto indica que la urea no ejerce un efecto sobre el
hinchamiento del SLPU. Es posible que el contenido de agua esté influenciado por
las interacciones hidrofébicas e hidrofilicas (dadas por la composicién de
aminoacidos como prolaminas, glutamina, tirosina y cisteinas), interacciones ionicas
y electrostaticas, fuerzas de Van der Waals y principalmente puentes de hidrogeno
entre las moléculas de agua y las cadenas poliméricas, es decir, las cadenas
poliméricas tienen la capacidad de retener agua dentro de su estructura (Nandi et
al., 2005; Hammann et al., 2014). Con respecto a la relacion entre SEM y la cinética
de absorcion de agua, es importante tener en cuenta que el SLP sin urea tiene
diametros de poro mas pequeinos pero una mayor cantidad de ellos en comparacion
con el SLPU. Sin embargo, mientras que el SLP sin urea presenta un mayor numero

de poros, su area de contacto es mas grande que la de SLPU.

El SLP sin urea presenta un mayor numero de poros, el area de contacto es mas
grande que el area que presenta el SLPU. Esto significa que el SLP probablemente
tiene la capacidad de retener mas gramos de agua por gramos de gluten seco (Q).
La absorcion de la solucibn en el material se basa en dos mecanismos
caracteristicos tal como lo reporta Zaleski et al. (2019): (1) el hinchamiento del
material no poroso que se lleva a cabo por las interacciones fisicoquimicas entre el
material y el disolvente con el que el primero estd en contacto y (2) una
condensacién capilar que puede existir debido a la estrechez de los poros que
existen en el material dado por las paredes de polimero. Ambos procesos pueden
llevarse a cabo al mismo tiempo, lo que influye en la absorcién de la solucién y, a
su vez, en la interaccion de la urea con las paredes de los poros de menor y mayor

diametro.
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Se ha reportado que la absorcion de agua entre las cadenas poliméricas esta dada
por moléculas de agua que son ubicadas entre los espacios intersticiales de las
cadenas poliméricas, lo que trae como resultado la relajacion de estas cadenas
(Ozel et al., 2017; Rizwan et al., 2017). Esto se ve favorecido por la presencia de
grupos funcionales hidrofilos, tales como acidos carboxilicos (COOH), grupos
carbonilo (C = O), grupos —OH y grupos amino (—NHz2) (Rizwan et al., 2017; Dérame-
Miranda et al., 2018).

La presencia de urea ayuda a la reticulacidén de las cadenas poliméricas y evita su
disolucién por el efecto de las moléculas de agua presentes en ellas (Rizwan et al.,
2017). Esto puede llevar al SLP sin urea y al SLPU a absorber y retener agua vy, al
mismo tiempo, tener la capacidad de presentar el fendmeno de difusion hacia el
exterior del SLP sin urea y el SLPU. Por otro lado, el SLP sin urea y el SLPU, de
acuerdo con las capacidades descritas anteriormente, se pueden clasificar como
materiales con capacidad de hinchamiento. Estos materiales pueden ayudar a
mejorar las propiedades fisicas del suelo agricola, retener agua y nutrientes y lograr

mejores condiciones del suelo (Rizwan et al., 2017).

Anadlisis de espectroscopia de infrarrojo por transformada de
Fourier (FT-IR)
La Figura 6 muestra el espectro de FT-IR del gluten de trigo (a) y la urea (b). El
gluten de trigo presenta una banda de intensidad media a 1652 cm' y una banda
de intensidad débil a 1535 cm™', y estas bandas corresponden al estiramiento
vibratorio de la amida | (C = O) y la frecuencia de vibracion de la amida Il (N- H),
respectivamente. La urea presenta dos regiones a 3436 cm' y 3330 cm™' que son
caracteristicas de la amina primaria (vibracion del N — H). Ademas, presenta una
banda caracteristica de alta intensidad del grupo carbonilo (C = O) a 1678 cm-'. Las
bandas reportadas para gluten de trigo y urea son las bandas caracteristicas
reportadas por Castro-Enriquez et al. (2012) y Barreras-Urbina et al. (2018). La
Figura 7 muestra el SLP sin urea (a), SLPU (b) y el SLP sin urea después de la
liberacion de urea (c). EI SLP sin urea presenta una banda de intensidad fuerte a
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1635 cm™' que corresponde a la amida | (C = O) y la presencia de una banda de
intensidad media a 1533 cm™' que corresponde a la frecuencia vibratoria de la amida
Il (deformacién del N —H). Ademas, el SLP sin urea presenta el estiramiento del
grupo —CH2—a 2926 cm™, y la vibracién del estiramiento del N — H de las proteinas
esta dada por la presencia de la amida A y la amida B, que se localizan a 3281 cm-
'y 3070 cm', respectivamente. Estas bandas corresponden a lo reportado por
Zhang et al. (2019), donde ubica a la amida A a 3293 cm™' y las vibraciones de
estiramiento de N-H y —CH2— a 3078 cm-' y 2934 cm', respectivamente. La amida
A esta localizada a ~3270 cm' hasta ~3500 cm™ y la amida B (vibracion de
estiramiento N-H) es una banda de intensidad débil en ~3030 cm-! hasta ~3100 cm-
', que son caracteristicas de las proteinas (Barth et al., 2007). EI SLPU presenta las
bandas correspondientes a la amida | (C=0)y la amida Il (N-H) en 1617 cm"y 1531
cm'. Ademas, el espectro FT-IR muestra las bandas caracteristicas de la urea, las
cuales son dos regiones en el espectro a 3269 cm-' y 3201 cm-!, donde la amina
primaria presenta un desplazamiento de numero de onda. Ademas, esta presente
un desplazamiento de las bandas de carbonilo para la urea de 61 cm™' y para el SLP
sin urea de 18 cm™'. Esto indica que existe una fuerte interaccion a través de puentes
de hidrégeno entre los grupos amino de las proteinas y los grupos carbonilo de la
urea, caracteristica observada por Castro-Enriquez et al. (2012). Ademas, estas
interacciones son llevadas a cabo por los grupos carbonilo del gluten de trigo y de
los grupos amino de la urea. Las bandas FT-IR reportadas para el SLPU
coincidieron con las bandas informadas por Castro-Enriquez et al. (2012) para
gluten y urea, mientras que Robertson et al. (2014) reporté bandas de gluten de
trigo que son consistentes con estos resultados. La SLPU después de la liberacion
de urea muestra como la amida | y la amida Il regresaron a su posicion original, y la
muestra no presenta las dos regiones del espectro que son caracteristicas de la
amina primaria. Esto sugiere que la liberacion se ha llevado a cabo y, por lo tanto,
no hay presencia de urea en el material después de la liberacidn. Esta explicacion
es consistente con Castro-Enriquez et al. (2012), donde la amida | (C=0) y las
bandas de amida primaria volvieron a su posicion original después de la liberacion

de urea. Estos resultados se muestran en la Figura 8, donde se puede ver
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Figura 6. Espectro de FT-IR del gluten de trigo (a) y la urea (b).
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en el espectro las posiciones originales de las bandas caracteristicas de gluten de

trigo y urea, que se desplazaron debido a las interacciones entre ellas.

Experimento de Liberacion Prolongada de Urea
La Figura 9 muestra la cinética de liberacion de urea, en la que se puede observar
que durante los primeros 30 minutos, se libera el 63.83% de la urea. Durante la
primera hora alcanza el 69.59% de la urea liberada, hasta que, el SLPU alcanza el
equilibrio a las 8 h liberando el 97% del total de urea. Este comportamiento podria
deberse a que, durante la primera h, el agua interactu6 con la urea que estaba
expuesta al exterior. La urea ubicada fuera de la pastilla se disolvio en agua,
mientras que el resto del agua continu6é entrando por los poros y canales de la
pastilla. La urea presente en el exterior de los poros se disuelve y comienza el
proceso de difusion gradualmente. El volumen y los diametros de los poros
presentes en la pastilla aumentan, lo que expande el espacio, por el cual la urea
disuelta en agua se difunde hacia el exterior de la pastilla. Al mismo tiempo, se lleva
a cabo el hinchamiento de la pastilla, es decir, el proceso de hinchamiento y la
liberacion de la urea se llevan a cabo simultaneamente, de acuerdo con lo reportado
por Nandi y Winter con un material de hinchamiento industrial (Nandi & Winter,
2005). Por lo tanto, este sistema, al igual que otros compuestos por gluten de trigo,
tiene una alta liberacion en tiempos cortos, presentando una liberacion prolongada
y alcanza el equilibrio al librar mas del 90%. Estos resultados indican que el SLPU
tiene un comportamiento de liberacién prolongada, lo que lo hace adecuado para
su posible aplicacién en cultivos agricolas. Por otro lado, el experimento de
liberacion se realizé con agua, pero si la pastilla se aplica en cultivos agricolas, el
comportamiento podria ser mas lento que el predicho en el experimento de
liberacion, debido a la diferencia de variables como la humedad, la temperatura, pH,
actividad de enzimas y microorganismos, y textura del suelo (Morgan et al., 2009;
Timilsena et al., 2015). En la actualidad, existen varios materiales desarrollados a
partir del gluten de trigo que puedan ejercer una liberacion de urea de manera

prolongada y que puedan ser aplicados en campos agricolas. Castro-Enriquez et
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Figura 8. Espectro de FT-IR del movimiento de bandas de la urea (a), SLP sin
urea (b), SLPU (c) y del SLPU después de la liberacion (d).
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Figura 9. Cinética de liberacion de urea en agua destilada a pH 7 y 25°C.
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al. (2012) desarrollaron peliculas de gluten de trigo cargadas con urea, en las cuales
se demostrod la posible aplicacion de este material en campos agricolas, donde los
estudios de liberacion revelaron que el material posee un comportamiento de
liberacion prolongada. El equilibrio se alcanzé a los 300 minutos, logrando una
liberacion del 98% de la urea atrapada en las peliculas, lo que equivale a 55.49 mg.
Barreras-Urbina et al. (2018) desarrollaron microparticulas a partir de proteinas de
gluten de trigo solubles en etanol, donde los autores demostraron a través del
estudio de liberaciéon que las microparticulas pueden liberar 52.80 mg de urea
alcanzando el equilibrio a los 720 minutos, mientras que, en este trabajo, el SLPU
liberé el 97% en 480 minutos, que es equivalente a 58.20 mg de urea. Los
experimentos se llevaron a cabo a 25 °C en agua destilada (pH neutro). Estos
resultados indican que el SLPU tiene un mejor rendimiento en comparacién con las
membranas y microparticulas mencionadas anteriormente. Esto puede estar
relacionado con la cantidad de fracciones huecas y sus asimetrias en el SLPU.
Ademas, el SLPU tiene la capacidad de absorber y retener agua, como se muestra
en experimentos anteriores; asi, esto podria influir en su liberacion total en el
equilibrio. Esto muestra que la combinacion de gluten de trigo y urea podria
aplicarse potencialmente como un sistema de liberacion prolongada de urea. Tapia-
Hernandez et al. (2018) desarrollaron microparticulas porosas de gluten de trigo,
que exhibian propiedades adecuadas, como su gran area superficial. Con esto
ultimo, los autores concluyeron que el material podria tener un alto potencial como
sistema de liberacion prolongada. Sin embargo, las técnicas como la
nanoprecipitacion, la emulsion-difusion y la técnica de electroaspersion utilizada
para el desarrollo de microparticulas de gluten de trigo poroso presentan ciertas
desventajas, como el uso de solventes, alto gasto de energia, bajos rendimientos y
un alto tiempo de produccion (Tapia-Hernandez et al., 2015). Esto, convierte al
material elaborado mediante estas técnicas como una opcién no viable para su
aplicacién como alternativa en los campos agricolas. Las pastillas de gluten de trigo
podrian ser una mejor opcion debido a su facilidad de produccioén, el corto tiempo
de produccion, el bajo costo de la materia prima y su disponibilidad, y el uso de

bajas cantidades de agua como solvente. Ademas, Xiao et al. (2017) prepararon
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polimeros superabsorbentes a base de almidon (SBSAP) para la liberacion lenta de
urea. Los autores determinaron la efectividad del sistema como un sistema de
liberacién lenta en agua. El sistema SBSAP liberd el 15% de la urea en la etapa
inicial (0-5 dias), mientras que, de 5 a 20 dias, se liberé mas del 50%. Ademas, de
20 a 40 dias, el SBSAP liberé mas del 80% de urea, con un 10% restante que aun
podria estar en el sistema. A los 45 dias de la liberacidn, el sistema se desintegro
en fragmentos mucho mas pequefios. Este estudio muestra que hay otros
materiales capaces de tener urea con un comportamiento de liberacion lenta y
prolongada. Sin embargo, este tipo de proceso implica un mayor costo y dificultad
en comparacion con el proceso descrito aqui para hacer la pastilla, debido a la
modificacion quimica del almidén, el uso de agentes reticulantes, el uso de un
sistema mezclador y reactor, el uso de varias temperaturas durante el proceso. Por
otro lado, el estudio con SBSAP toma alrededor de 1 mes para lograr el equilibrio
de liberacion de urea. Ese podria ser un comportamiento no deseado si se aplicara
en campos agricolas. Debido a que el agua de riego esta disponible solo una o dos
veces al mes, dependiendo de las necesidades de los cultivos, la planta podria no
adquirir la cantidad necesaria de nutrientes a través de un sistema como SBSAP.
Por el contrario, un sistema como la pastilla de gluten de trigo, que libera urea en
un tiempo mas corto, con una humedad promedio mas baja, podria satisfacer
adecuadamente la cantidad de nutrientes que la planta necesita para su desarrollo.
Ademas, el sistema de gluten de trigo-urea podria aplicarse como la urea

convencional, es decir, a través del suelo agricola.

Determinacidén de las condiciones de equilibrio del SLP sin urea
En la Figura 10 se muestran los puntos de equilibrios a distintas concentraciones.
Cabe destacar que cada punto de equilibrio se obtuvo a partir de la medicion de la
concentracion de urea en la solucion. Cada punto equivale a 5 dias de interaccion
entre la solucién de urea y el SLP sin urea. Se observa que a bajas concentraciones
no se sigue una tendencia marcada de isoterma, pero en cuanto a concentraciones
medias y concentraciones mas altas, se muestra una tendencia un poco difusa. Al

eliminar datos erréneos y repetir los experimentos se obtiene una grafica de
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equilibrio mas clara la cual se muestra en la Figura 11. Donde se observa la
tendencia que se presentd al momento de obtener las condiciones de equilibrio del
gluten de trigo en soluciones de urea a distintas concentraciones. Se realizaron
varios ajustes de acuerdo con la ecuacion y = yo + ax? y a la ecuacién y = ax?, en la
cual la ultima ecuacioén obtuvo el mejor ajuste de acuerdo con su inicio mas cercano
a cero y la tendencia como una isoterma de Freundlich (Tipo Ill) en la cual el
adsorbato (urea) es adsorbido en la superficie del adsorbente (SLP sin urea) en
multicapas. De acuerdo con el ajuste realizado (Figura 12) utilizando el software
SigmaPlot 10.0, se obtiene un valor de b=1.87 y una R?=0.96, con lo que se observa
que se muestra un comportamiento “desfavorable”. Esto quiere decir que, al obtener
este comportamiento el adsorbato tiene poca capacidad de adsorberse en el
adsorbente, por lo cual, el adsorbato tiene facilidad de desorberse faciimente. Esto
concuerda con los datos obtenidos por los espectros de FT-IR, en los cuales se
observa la interaccion entre la urea y la matriz de gluten de trigo a través de puentes

de hidrogeno.

Modelacion Matematica de Liberacion de Urea

De acuerdo con los resultados anteriores, se puede explicar preliminarmente el
desarrollo matematico de liberacion de urea en el sistema de liberacion prolongada.
En la Figura 13 se muestra un esquema del proceso de liberacion en laboratorio, en
el cual se muestra el experimento de liberacion. La urea al estar en contacto con el
agua se liberara por diferencia de concentraciones en el medio, por lo que a cierto
tiempo llegara a un equilibro. Idealmente, la liberacidén debe de llegar a un equilibrio,
mientras que durante el experimento se toman en cuenta ciertas consideraciones
como; mezclado perfecto, volumen constante, temperatura constante, régimen no
estacionario, porosidad uniforme, transporte unidireccional Z y equilibrio quimico

local (desorcion de equilibrio).

49



mg de urea / g de gluten seco

140

120 -

100 -

80

60 -

Figura 10. Isoterma de adsorcion de urea en agua destilada a 25 °C.

4

6

8

10

12

Concentracién final de urea (mg dL'1)

14

16

18

50



100

(o}
[$)
()]
wgo_
c L J
(0]
=
(@)
5
o 60 - -
= °
(0]
5 [
D 40 A
s °
g ?
o
ot ®
320_
- s ?
g
® )
0‘ T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Concentracion final de urea (mg dL")

Figura 11. Isoterma de adsorcion de urea de gluten seco en agua destilada a 25
°C.

51



100

80 -

60 -

20 A

mg de urea en el gluten / g de gluten seco

0 ‘ T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Concentracion final de urea (mg dL-")

Figura 12. Isoterma de adsorcion de urea de gluten seco en agua destilada a 25

°C ajustada a la ecuacién de Freundlich.

52



V

T«

f—

Agua

SLPU (A)

Figura 13. Esquema de liberacion de urea en un sistema cerrado de agua

destilada a 25 °C

53



Al tener estas suposiciones de la liberacion, se puede partir de la ecuacién de
continuidad en términos de flujo con coordenadas cilindricas (Ecuacion 4) para
simplificarla de acuerdo con los resultados anteriores. Es decir, tomando en cuenta
el diametro y el espesor, se realizaron modificaciones para obtener el coeficiente de
difusion efectivo, el cual esta dado de acuerdo con la facilidad que tiene la urea
moverse dentro del sdlido hacia el exterior. De acuerdo con la geometria y la
ecuacion inicial, se optdé por modelar la liberacion de urea desde una pastilla, la cual
obliga a la liberacion de manera axial, evitando la liberacién radial. Esto con el
objetivo de modelar de manera unidireccional, debido a que el coeficiente de

difusion efectivo seria el mismo, fuera en una direccién o en tres.

2a  [1 20Nar) _R, Ec.4)

1 ON ON
| AO | Az]
ot

r aor r 00 0z

Donde:

ac . . .
a—: = Concentracion de nutriente con respecto al tiempo

10 (rN : .. . ., .
- % = Difusion en direccion radial

1 ONyg
r 06

= Difusién en direccién angular

aNAZ . .. .
ek Difusion en el eje Z

Na = Moles de urea por unidad de area

Ra = Rx homogénea
Simplificando la Ecuacion 4 de acuerdo con los resultados anteriores, se tiene la
ecuacion siguiente, la cual propone un modelo de transporte de masa unidireccional
en el eje Z.

0Caq _ 0%Cy4

p 9q4a
¢ = Pacr 52 — 7 G (Ec. 6)
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Donde:

9Cy . . .
Pyl Acumulaciéon de urea en la solucidn con respecto al tiempo

62
Dyer Zla - Difusividad efectiva de urea en el sélido (Entrada de A — Salida de A)
0z2

)
%(GL:) = Rapidez de desorcion

Con la Ecuacion 6 se propone un transporte de masa unidireccional en el eje Z. Por
otra parte, el coeficiente de difusion efectiva para el SLPU con bloqueo de los ejes
multidireccionales y el coeficiente de difusién efectiva para el SLPU con liberacion
solo en el eje Z fueron de D = 1x10-® cm?/min con una R2 = 0.82 y de D = 2.1x10®
cm?/min con una R? = 0.78, respectivamente (Figura 14 y Figura 15). Lo cual indica,
en comparacion con estudios de sistemas de liberacidén prolongada de fertilizantes,
que los coeficientes obtenidos en el SLPU ya sean con bloque y sin bloque de los
ejes siguen siendo mas lentos que los que se encuentran de manera comercial tal
es el caso de la urea recubierta comercial marca Agrium que cuenta con un
coeficiente de difusion efectiva de 1.6e-'* m2/s donde al extrapolar los valores del
SLPU corresponderian a 1€ cm?/min = 1.6e'?> m?/s y 2.1e® m?/min = 3.5e"'? m?/s.
Estos valores indicarian un desplazamiento de la urea a través del SLPU de manera
mas lenta que lo comercial, lo cual, indicaria una posible aplicacion en campo
agricola de manera prolongada. Los coeficientes de difusividad efectiva de la urea
reportados en la literatura concuerdan de manera correcta con el resultado obtenido
en esta investigacion, siendo los coeficientes de la urea en agua mas rapidos (1.4e"
5 cm?/s = 1.4e° m?/s
1.2e cm?/s = 1.2e® m?/s y 1.18e® m?/s) que los coeficientes reportados en este
trabajo para el SLPU (Trinh et al., 2014).
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Propiedades fisicoquimicas de los suelos agricolas
La Tabla 2 presenta las propiedades fisicoquimicas de los suelos antes de la
aplicacion de cada tratamiento: 0 kg N ha™', 150 kg de N ha' y SLPU. Tanto los
suelos DAGUS como los VE presentaron diferentes texturas, que se podrian
clasificar segun el diagrama de texturas del Departamento de Agricultura de los
Estados Unidos (USDA, por sus siglas en inglés) como textura franca para el suelo
DAGUS vy textura franco-areno-arcillosa para el suelo VE. El suelo con la textura
franco-arenosa-arcillosa muestra alto contenido de nitrato (NO3"), probablemente
debido a las actividades ganaderas y los experimentos de cultivos en los campos.
Las propiedades fisicoquimicas de ambos suelos pueden considerarse
caracteristicas adecuadas para el desarrollo del cultivo. La Tabla 3 muestra las
propiedades fisicoquimicas después de cada tratamiento de fertilizacion, donde el
suelo VE no cambia su textura debido a un efecto de los tratamientos, manteniendo
su textura franco-arenosa-arcillosa. El tratamiento con SLPU muestra un alto
contenido de NO3™ en comparacion con el del tratamiento de 150 kg de N ha™', con
las caracteristicas presentes en las texturas de ambos suelos. En ambas
situaciones, este comportamiento podria deberse al SLPU. Es probable que,
durante el riego, el suelo se lavara y los nitratos perdidos fueran aquellos que ya
estaban contenidos en el suelo en su forma natural. Sin embargo, el alto contenido
de NOs™ en los tratamientos del SLPU muestra el comportamiento de liberacién
prolongada de urea, es decir, la urea liberada se transformé a través del proceso
biogeoquimico en NOs, que son detectables después de la aplicacion del SLPU,
esta ultima, posiblemente una condicion adecuada debido a el enriquecimiento del
suelo agricola. Ademas del aporte de nitrogeno, el SLPU aporté materia organica.
Sin embargo, la materia organica en estos resultados no exhibe diferencias: es
decir, el tratamiento con urea presenté materia organica similar al tratamiento con
SLPU. Esta medicién caracteristica podria aumentar en su cuantificacion si el SLPU
se hubiera degradado por completo, mientras que en el tratamiento con urea no se
puede aumentar la materia organica debido a que no posee el material necesario
como el SLPU. Esto indica que el SLPU puede aplicarse en cultivos que impliquen

de 5 a 6 meses de tiempo de crecimiento.
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Tabla 2. Caracteristicas fisicoquimicas iniciales del suelo
proveniente del VE y DAGUS bajo diferentes

tratamientos de fertilizacion

Parametr VE DAGUS
o
pH 7.06 7.29
Materia organica (%) 0.54 0.67
Arcilla (%) 29.00 23.00
Limo (%) 26.00 32.00
Arena (%) 45.00 45.00
NOs™ (ppm) 155.00 258.54
K (ppm) 105.00 96.00
Ca (ppm) 2,690.00 2,950.00
Mg (ppm) 280.00 220.00
S (ppm) 20.00 17.00
Fe (ppm) 1.80 1.70
Cu (ppm) 1.60 1.40
Zn (ppm) 2.20 1.30
Mn (ppm) 1.20 1.10
Na (ppm) 570.00 189.00

VE: Valle de Empalme, DAGUS: Departamento de Agricultura y Ga-

naderia de la Universidad de Sonora.
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El SLPU podria mantener y aumentar la materia organica del suelo, principalmente
proporcionando componentes como C y N, independientemente del cultivo
desarrollado y los riegos aplicados. Con estas caracteristicas, el SLPU
proporcionaria, después de la cosecha, los componentes necesarios (de las
proteinas de gluten de trigo) para beneficiar el suelo agricola antes de la siembra
de cualquier cultivo. Durante la aplicacion de nitrégeno a largo plazo en los campos
agricolas, se promueve la acidificacion de los suelos, lo que afecta la degradacién
del suelo, la fertilidad y la productividad. Ademas, estos cambios tienen un efecto
sobre la actividad microbiana que se ve afectada por los cambios de pH (Dai et
al.2018). Sin embargo, en este estudio, aunque hay un alto contenido de nitratos
después de la aplicacion de la SLPU, este ultimo no presenta acidificacion del suelo,
manteniendo el pH en alrededor de 7, el cual es éptimo para la actividad microbiana

y el desarrollo de cereales como el trigo.

Pérdidas de nitrégeno
La medicién de los valores de NO2 mostré resultados con valores poco confiables.
Se ha reportado que la oxidacion de NO2 en NO3s™ por la accion de Nitrobacter se
lleva a cabo rapidamente. Por lo tanto, una acumulacion de nitritos en suelos
agricolas no es comun (Cameron et al. 2013). La Figura 16a muestra las pérdidas
de NOs y NH4* durante el primer riego para los tres tratamientos en ambas texturas
del suelo (DAGUS y VE). Ambos suelos presentan diferencias significativas entre
cada tratamiento, lo que es debido a los tamafios de particula, los cuales, son
diferentes en la composicion de cada textura de suelo. Los lixiviados de nitratos
obtenidos para todos los tratamientos del suelo DAGUS presentaron valores mas
bajos en comparacion con los del suelo VE debido a la variacion en el tamafio de
las particulas. Estas caracteristicas tienen efecto en la filtracion de agua y en el
arrastre de nitratos, es decir, la diferencia en el tamano las particulas dan lugar a
los espacios entre ellas mismas; asi, a cierta profundidad, el lixiviado avanza mas
rapidamente. Las cantidades de lixiviado para tratamientos de 150 kg N ha-
demostraron un alto valor en comparacion con los tratamientos de SLPU. Debido a

que la urea aplicada de manera convencional esta en contacto directo con el agua,
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Tabla 3. Propiedades fisicoquimicas de los suelos agricolas después de la

aplicacion de los tratamientos de fertilizacion.

Parametro Suelo del VE Suelo del DAGUS
OkgN 150kgN SLPU OkgN 150kgN SLPU
ha’ ha’ ha’ ha’
Materia Organica 1.07 1.07 1.00 0.40 0.74 0.67
(%)
pH 7.45 717 7.31 7.30 6.84 717
Arcilla (%) 25.00 23.00 23.00 19.00 19.00 19.00
Limo (%) 16.00 18.00 16.00 26.00 30.00 28.00
Arena (%) 59.00 59.00 61.00 55.00 51.00 53.00
NOs™ (ppm) 31.62 32.24 25110 33.48 37.82  265.98
K (ppm) 119.00 124.00 127.00 122.00 107.00 104.00
Ca (ppm) 2180.00 2370.00 2070.00 2590.00 2500.00 2430.00
Mg (ppm) 230.00 240.00 210.00 220.00 210.00 210.00
S (ppm) 17.00 17.00 19.00 16.00 16.00 21.00
Fe (ppm) 2.30 1.50 2.20 2.20 2.00 3.80
Cu (ppm) 2.80 2.00 2.40 2.30 2.00 2.20
Zn (ppm) 0.90 0.70 0.60 0.60 0.90 1.20
Mn (ppm) 1.80 1.40 3.00 2.20 1.80 2.50
Na (ppm) 347.00 361.00 327.00 152.00 139.00 133.00

VE: Valle de Empalme, DAGUS: Departamento de Agricultura y Ganaderia de la Universidad de

Sonora.
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sus propiedades de solubilidad provocan una rapida disolucion a través del suelo,
mientras que el SLPU presentd una barrera polimérica conferida por las proteinas
de gluten de trigo que evitd la rapida disolucién de la urea en agua. Con esto, la
urea disminuye su transporte a través del sistema para llegar al exterior del SLPU
y, ademas, no esta completamente disponible para su uso en el proceso
biogeoquimico del nitrégeno en el suelo. Con base en estos resultados, la eficiencia
del SLPU para reducir las pérdidas de nitratos durante el primer riego fue del 73.75%
para el suelo VE, mientras que para el amonio fue del 63.33%. La eficiencia de
SLPU para nitratos en el suelo DAGUS fue del 84.02%, mientras que para el amonio
fue del 24.91%. La Figura 16b presenta las pérdidas de nitratos y amonio a través
de lixiviacion durante el segundo riego para ambos suelos. Se puede observar que,
para tratamientos de 0 kg N ha, existen diferencias significativas en las pérdidas
de nitratos y amonio por el efecto de textura del suelo. El tratamiento con 150 kg de
N ha™' no presento diferencias significativas en la lixiviacion de nitratos entre ambos
suelos; sin embargo, en comparacion con el primer riego, el suelo DAGUS presenté
un aumento en la cantidad de nitratos. Esto puede deberse a la oxidacion de nitritos
en nitratos por la actividad microbiana y también a las condiciones ambientales; es
decir, el nitrdgeno es un elemento que se puede fijar desde la atmdsfera. Ademas,
la textura del suelo DAGUS favorece una mayor retencion de nutrientes y agua
debido a que su estructura es heterogénea en comparacion con el suelo VE. El
amonio lixiviado mostro diferencias significativas debido al efecto de la textura del
suelo agricola. El tratamiento del SLPU revel6 diferencias significativas debido a la
textura del suelo, en el cual se puede observar que el valor de lixiviado es menor
que el del tratamiento de 150 kg de N ha™', debido al efecto de liberacién prolongada
que presenta el sistema. Este efecto es causado por la matriz polimérica en la que
quedan atrapadas las moléculas de urea y por las interacciones de urea a través de
los puentes de hidrégeno con los grupos reactivos de las proteinas del gluten de
trigo (Castro-Enriquez et al., 2012; Barreras-Urbina et al., 2018). Con base en los
resultados actuales, se puede deducir que la efectividad de la SLPU para los nitratos
durante el segundo riego para el suelo del VE fue del 46,23%, mientras que para el

amonio fue del 100%.
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Figura 16. Pérdidas de nitratos y amonio durante el primer riego de auxilio (A) y el

segundo riego de auxilio (B).
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La eficiencia de SLPU de los nitratos para el suelo DAGUS fue del 27,32%, mientras
que para el amonio fue del 87,94%. Los resultados indican que SLPU presentd una
menor cantidad de amonio, y el valor de nitratos fue mayor para ambos suelos.
Ademas, el pH de los suelos se mantuvo cerca de 7 (Tablas 1 y 2) para que se
producira el proceso de nitrificacién, 1o que provocé una menor cantidad de amonio
en el suelo y, con esto, una mayor cantidad de nitratos. Cuando el contenido de
amonio era bajo, la actividad microbiana relacionada con la nitrificacion no se ve
afectada. Sin embargo, cuando hay grandes cantidades de amonio en el suelo, hay
un cambio en el pH y la actividad microbiana, como la de Nitrobacter, se ve afectada,
una explicaciéon reportada en la literatura cientifica que ayuda a corroborar lo que
se encuentra en este estudio (Cameron et al. 2013). Gao y col. (2015) aplicaron un
sistema de liberacidén controlada de urea en cultivos de papa. Donde los autores
obtuvieron una eficiencia de uso de nitrogeno (NUE) de 87.8-169.4% y 108.3-
226.4%, utilizando sistemas de urea recubierta poliméricamente (PCU) y urea
recubierta con azufre y polimeros (PSCU). Sin embargo, los autores no especifican
la reduccion de pérdidas en un experimento sin plantas para determinar la eficiencia
del sistema en términos de reduccion de pérdidas. En este estudio, antes de
aplicarlo a las plantas, decidimos usar un experimento de lixiviacion para
determinar, sin ninguna otra variable, la capacidad del sistema para reducir las
pérdidas en comparacion con el tratamiento con urea. Estos resultados indicaron
que el sistema tiene la capacidad de reducir las pérdidas de N. De acuerdo con
Shibata et al. (2017), el término eficiencia de uso de nitrégeno (NUE) puede
aplicarse a las practicas agricolas, incluida la forma de fertilizacion. El sistema
aplicado en esta investigacion puede mejorar la NUE enfocada en la reduccion de
las pérdidas de nitrégeno. Es importante tener en cuenta que el SLPU se aplicé solo
una vez durante el experimento. Esta es una ventaja en comparacion con las
practicas convencionales de fertilizacién. Teniendo en cuenta que SLPU es un
fertilizante de liberacion prolongada, es deseable que proporcione las necesidades
nutricionales a la planta en una sola aplicacién durante el ciclo de crecimiento de la
planta (Azeem et al. 2014). La Figura 17 presenta una descripcion esquematica de

las pérdidas de N durante el primer y segundo riego; Ademas, se proporciona el
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ciclo del nitrégeno para comprender la transformacion en forma de N a partir de la

aplicacion de urea en los suelos.

Analisis microbiolégico
Las Figuras 18A) y 18B) muestran las comunidades microbianas en los suelos del
VE y del DAGUS. Se observaron diversas comunidades microbianas con colonias
de hongos y bacterias antes y después de los tratamientos. Esto puede deberse a
los suelos del noroeste de México, que son de tierras aridas y que este tipo de
microorganismos son caracteristicos, considerando que las muestras provenian de
suelos agricolas. Los bajos niveles de humedad en el suelo, causados por las altas
temperaturas durante la mayor parte del afio, promueven el crecimiento de hongos,
principalmente. Sin embargo, se puede observar el desarrollo de colonias
transparentes, convexas y planas en ambos suelos. La figura 17C) muestra las
colonias aisladas descritas, que son similares para ambos suelos, presentando una
combinacion de bacilos negativos y positivos a través de la tincion de Gram. El agar
Ashby-Manitol se considera un medio de cultivo especifico para Azotobacter spp.,
que se clasifica como promotor del crecimiento de las plantas. Esto se debe a que
promueve la fijacion de nitrégeno, la solubilizacién de minerales y la produccion de
fitohormonas (Bandopadhyay y Das 2017). El crecimiento de una cepa con
caracteristicas similares en ambos suelos es razonable porque los suelos se derivan
de suelos agricolas de la misma region y se utilizan para el desarrollo de cultivos.
Las UFC/g.s.s. para el suelo VE fue de 11,500 UFC/g.s.s. inicialmente y, después
de la aplicacién del SLPU, aumenté a 100,000 UFC/g.s.s., mientras que el suelo
DAGUS fue inicialmente de 6,800 UFC/g.s.s. y, después de la aplicacion del
sistema, aumenté a 60,000 UFC/g.s.s. La variacion de las comunidades
microbianas se produce por el efecto del SLPU, y se obtuvo en funcién del aumento
de las UFC/g.s.s. Estos resultados sugieren que, mientras el SLPU esta en suelo
agricola, microorganismos como Nitrobacter spp. y Azotobacter spp., entre otros,
pueden estar aprovechando la materia organica, principalmente gluten de trigo, para
aumentar su poblacion, interviniendo a su vez en el proceso de nitrificacion. Los

resultados discutidos de las pérdidas de nitrégeno, son consistentes con el
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aumento de la poblacion microbiana, considerando que las poblaciones de
Nitrobacter y Azotobacter aumentaron. El primero se evidencio por el alto contenido
de nitratos encontrados después de la aplicacion, y el segundo, por su crecimiento
en un medio de cultivo especifico y sus caracteristicas. El SLPU, basado en gluten
de trigo y la urea, el cual fue aplicado en el suelo agricola, puede aumentar las
comunidades microbianas y afectar el proceso biogeoquimico del nitrégeno y formar
metabolitos, ayudando asi al crecimiento de microorganismos y a la nutricion de las
plantas. Estas pruebas exhiben el efecto del SLPU en las comunidades

microbianas, es decir, un factor importante en el crecimiento de las plantas.

Microscopia de Fluorescencia

Las Figuras 19A1 y 19A2 muestran las imagenes fluorescentes del SLP sin urea.
Se pueden observar grupos de microorganismos en la superficie del sistema. Las
imagenes muestran una estructura porosa, mientras que en las Figuras 18B1 vy
18B2, podemos observar los poros con un diametro aumentado y se observan
grupos de microorganismos viables alrededor de los poros. Estas caracteristicas
podrian tener las caracteristicas organicas del sistema debido a su composicion.
Los poros de la estructura facilitan la entrada de agua en el sistema, y los
microorganismos aprovechan los espacios vacios para crear nichos adecuados
para su proceso de crecimiento. Ademas, se ha reportado que varios
microorganismos promotores del crecimiento de las plantas requieren crecimiento
en condiciones aerdébicas (Kennedy et al. 2015). Ademas, las ventajas del aumento
de este tipo de microorganismos radican en la produccion de varios tipos de
enzimas nitrogenasas, que ayudan a la fijacion del nitrogeno, y con esto, la
produccion de fitohormonas y compuestos necesarios para promover el crecimiento
de las plantas (Setubal et al. 2009). El efecto del SLPU en las comunidades
microbianas puede beneficiar las interacciones entre la planta y los
microorganismos. Este efecto proporciona una nutricion adecuada para la planta

mediante la interaccion en las micorrizas, lo que podria ayudar a la fijacion de
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Figura 18. Crecimiento de las comunidades microbianas en Agar Ashby-Manitol; A)

suelo del VE, B) suelo del DAGUS y C) colonias similares a partir de ambos suelos.
Las flechas rojas indican las colonias.
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Figura 19. Imagenes de fluorescencia usando una magnificacion de 10X con tincion
DAPI; A1) y A2) SLP sin urea y B1) y B2) SLPU. Flechas rojas indican la viabilidad

de los microorganismos.
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nutrientes que no son facilmente asimilables por la planta, y también facilita la
nutricion correcta de N de fuentes organicas (Kuzyakov y Xu 2013). Zeng y col.
(2016) reportaron que la fertilizacidn nitrogenada afecta la diversidad bacteriana del
suelo debido al enriquecimiento del suelo con N, lo que conduce a la acidificacién
del suelo. Esto provoca un cambio en el pH del suelo, lo que dificulta el crecimiento
de microorganismos. Sin embargo, en este trabajo de investigacion, podemos
observar el aumento de microorganismos fijadores de nitrégeno y promotores del
crecimiento de las plantas, monitoreados por medio de un medio de cultivo
especifico. Al mismo tiempo, observamos que SLPU favorece su crecimiento y la
cantidad de materia organica. Por lo tanto, podriamos suponer que el SLPU, de
acuerdo con nuestros resultados, podria ser beneficioso para el suelo agricola, la

fijacion de nitrégeno y la relacién microorganismo-planta.

Degradacién del SLPU en condiciones ambientales
La Figura 20 muestra el SLPU después de la aplicacién en ambos suelos (VE y
DAGUS). Las Figuras 20A1 y 20A2 presentan las imagenes del sistema mezclado
con suelo agricola, donde se puede observar que parte del sistema estaba intacto
después del periodo de prueba. Las figuras 20B1 y 20B2 muestran el mismo efecto:
el sistema demostré su capacidad para resistir la biodegradabilidad del medio
ambiente, es decir, no se vio completamente afectado por las condiciones
ambientales del suelo. La degradabilidad del material podria estar influenciada por
varios factores, como la humedad del suelo, la temperatura, pero principalmente sus

actividades bioldgicas (Zhou et al. 2015).

Estos resultados nos indicaron que SLPU posee la capacidad de resistir las
condiciones ambientales del suelo agricola del noroeste de México. También
podriamos deducir que el SLPU podria proporcionar materia organica, y tal vez

podria mantener la liberacion de urea hasta la degradacion completa del material.
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Figura 20. Imagenes del SLPU donde se marca con lineas rojas la zona restante
del SLPU después de su aplicacién en ambos suelos; DAGUS (A1y A2)y VE (B1,
B2y B3).
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Analisis de Calidad de la Planta de Trigo

En la Tabla 3 se muestran los porcentajes de nacencia, macollaje (hijuelos) y
numero de plantas desarrolladas. El porcentaje de nacencia no tuvo diferencias
significativas entre los tratamientos, esto debido probablemente a situaciones
ambientales del experimento. El macollaje no presento diferencias significativas del
tratamiento con 0 kg de N ha' y la fertilizacion convencional de 150 kg de N ha™',
pero si mostro diferencias significativas con el tratamiento de SLPU. Este aumento
en el macollaje (Figura 21) por efecto del SLPU pudo deberse a la proporcién de
urea transformada en amonio o nitratos, la cual pudo haber sido absorbida por la
planta, ya que, durante las primeras etapas de crecimiento del trigo, es necesario
una buena nutricién en base a nitrégeno para el desarrollo correcto de fitohormonas
que ayuden al crecimiento y desarrollo de la planta en sus etapas tempranas. El
numero de plantas fue distinto para los tres tratamientos y si mostr6 diferencias

significativas entre los tres, esto probablemente a cuestiones medio ambientales.
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Tabla 4. Porcentaje de nacencia, numero de macollos y numero de plantas de

trigo a diferentes tratamientos de fertilizacion

Tratamiento Nacencia (%) Numero de Numero de plantas
macollos
OkgdeN 89.64+2.732 4.50+0.752 6271502
150 kg de N 80.71+4.852 4.73+0.492 586.50+3.54P
SLPU 82.14+13.342 6.47+1.31P 557+35.36°¢

Letras distintas significan diferencias significativas entre los tratamientos por

columna (p<0.05)
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Figura 21. Macollaje de la planta de trigo bajo diferentes tratamientos de
fertilizacion; A) 0 kg de N ha'', B) y B1) 150 kg de N ha'y C) y C1) SLPU.
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La Figura 22 muestra la altura de la planta a diferentes etapas fenoldgica del cultivo
de trigo las cuales estarian en el mes 2, 3 y 4 de crecimiento. El cultivo tenia
aproximadamente dos meses de desarrollo, por lo cual se encontraba en la etapa
fenoldgica de antesis o también llamada floracion. El tratamiento con 0 kg de N ha-
' presentd una altura de 40.53+1.38 cm, el tratamiento con 150 kg de N ha-
presentd una altura de 43.68+2.09 y el tratamiento con SLPU presenté una altura
de 42.88+4.70. Durante la etapa de maduracion lechosa y la transicion a
maduracién pastosa, que se da a los tres meses de desarrollo aproximadamente, el
tratamiento con 0 kg de N ha™! tuvo una altura de 69.80+2.69, el tratamiento con 150
kg de N ha™' presento una altura de 68.95+7.71 y el tratamiento con SLPU presento
una altura de 71.60£1.84. Finalmente, durante la etapa de maduracién cérnea, el
cultivo se encuentra listo para su cosecha, la planta presenté una altura de
67.45+3.18 para el tratamiento con 0 kg de N ha™', el tratamiento con 150 kg de N
ha™! presentdé una altura de 68.95+7.71 y el tratamiento con SLPU tuvo una altura
de 71.60+1.8. Los tratamientos no mostraron diferencias significativas entre si para

cada etapa fenoldgica del cultivo de trigo.
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Figura 22. Altura de la planta a 2, 3 y 4 meses de crecimiento (antésis, maduracion

y maduracion cornea) para los tres tratamientos; 0 kg de N ha-', 150 kg de N ha''y

SLPU.
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La Tabla 5 muestra el rendimiento del grano, peso de 1000 granos y peso
hectolitrico. Se observa que los rendimientos de los tratamientos mostraron
diferencias significativas entre si. El peso de 1000 granos de los tratamientos y la
semilla no mostro diferencias significativas entre si, mientras que el peso hectolitrico
de los tratamientos y la semilla si mostré diferencias significativas entre si. El
rendimiento con el tratamiento de SLPU mostré un aumento en comparaciéon con
los tratamientos de 0 kg de N ha*' y 150 kg de N ha™', esto se debe a que el SLPU
tiene la capacidad de ir liberando de manera prolongada el nutriente. Ademas, el
aumento de la poblacion microbiana y el cambio en las concentraciones de nitratos
y contenidos de materia organica pudo haber sido benéfico para el desarrollo de la
planta, por lo que se vio reflejado en el rendimiento del SLPU. Mientras que, para el
peso de 1000 granos, los tratamientos no mostraron diferencias significativas entre
si. Sin embargo, el peso hectolitrico, si mostré diferencias significativas entre si,
siendo diferente al tratamiento con 0 kg de N y similar al tratamiento de 150 kg de
N. En la Figura 23 se puede observar el cultivo de trigo en la etapa fenologica de
maduracion cérnea, antes de la cosecha. En la Tabla 6 se observan los datos del
analisis de la espiga y el grano de trigo con diferentes tratamientos de fertilizacion.
La longitud de la espiga con el tratamiento de SLPU presenté diferencias
significativas en relacion con el tratamiento de 0 kg de N ha' y 150 kg de N ha™,
presentando mayor longitud. El numero de granos por espiga si presento diferencias
significativas, siendo el tratamiento con SLPU el que presentd el mayor numero de
granos en comparacion con los otros tratamientos. El peso de la gluma por espiga
no mostré diferencias significativas entre los tratamientos. Mientras que el peso de
los granos por espiga tampoco presento6 diferencias significativas, pero se observo
mayor peso en el tratamiento con SLPU. El nimero de espigas por m? no presento
diferencias significativas para los tratamientos. Sin embargo, el tratamiento con
SLPU mostré un mayor nimero de espigas por m?2. El peso de los granos y el
numero de espigas por m? pudo verse afectado por la posicion en la cual se ubico
la unidad experimental, siendo que enfrente o de un lado los tratamientos con 0 kg

de N ha' pudieron tener tratamientos vecinos con 150 kg de N ha' o SLPU, ademas
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Tabla 5. Rendimientos y analisis de la calidad harinera de los granos de trigo a

diferentes tratamientos de fertilizacion.

Tratamiento Rendimientos Peso de 1000 Peso hL
(ton ha™) granos (g) (Kg hL™)
OkgdeN 7.01+0.402 50.50+1.212 84.10+0.142
150 kg de N 6.09+0.17° 53.43+3.582 85.05+0.212p
SLPU 8.05+0.73¢ 50.28+1.932 85.60+0.57°
Semillas NA 56.40+0.222 79.93+0.32°¢

Letras distintas significan diferencias significativas entre los tratamientos por

columna (p<0.05). NA = no aplica.
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Figura 23. Cultivo de trigo (Triticum durum) variedad Cirno, antes de la cosecha.
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de las variables ambientales, la movilidad del nitrégeno y el posible efecto por riego
de gravedad (rodado). Sin embargo, los resultados con el tratamiento de SLPU
siguen siendo mayores numéricamente, aunque no presenten diferencias
significativas posiblemente por los factores antes mencionados. En la Figura 24 se
observa tres espigas obtenidas bajo los tres tratamientos aplicados, donde se puede

observar la diferencia en longitud y posiblemente el numero de granos.

Durante otras investigaciones se han probado diferentes fertilizantes de liberacion
prolongada. Zheng et al. (2016) probaron fertilizantes de liberacion prolongada en
un cultivo de trigo Triticum aestivum. Durante este experimento utilizaron un sistema
recubierto poliméricamente para que funcionara de manera prolongada (CRUZ2) con
una dosis de 150 kg de N ha™', aplicandose el 60% antes de la siembra y el 40%
restante durante la etapa de macollaje. Los resultados obtenidos por Zheng et al.
reflejan un rendimiento para el control de 5.39 ton ha' y para el CRU2 de 7.43 ton
ha'. Mientras que en este trabajo de investigacion se obtuvo un rendimiento mayor
equivalente para el control de 7.01+0.40 ton ha' y de 8.05+0.73 ton ha™' con el
SLPU. Esto indica una mayor eficiencia en el SLPU con una sola aplicacion durante
todo el cultivo agricola. Esto proporciona ventaja de aplicacion para el agricultor en
términos de ahorro economico por mano de obra y material. Mientras que el numero
de espigas por m? fue de 484.2 para el control y de 756.7 espigas para el CRU2.
Durante esta tesis se obtuvo 327.50+£21.92 espigas por metro cuadrado para el
control, mientras que para el SLPU se obtuvieron 360+53.74. Estos resultados
indican un menor numero de espigas por metro cuadrado en comparacion con el
estudio de Zheng et al. debido a que utilizaron una densidad de siembra mayor a la
que se utilizé en este trabajo, las condiciones de siembra no fueron idénticas y por
ultimo la semilla y la variedad fueron distintas. El numero de granos por espiga fue
de 21.8 para el control y de 38.8 granos para el CRU2. Mientras que en esta
investigacion el numero de granos para el control fue de 64.40+1.14 y 67.00£2.65
para el SLPU.
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Tabla 6. Analisis de la espiga y el grano de la planta de trigo a diferentes

tratamientos de fertilizacion

Tratamientos Longitud de Numerode Pesodela Pesode Numero de
espiga (cm) granos por espiga (g) los granos Espigas por m?
espiga por espiga
(9)
0 kg de N ha 7.10£0.042 64.40+1.142b 4,09+0.058 3.15+0.162 327.50+21.922
150 kgde N ha'  7.01£0.42  59.77+1.072 3.86+0.302 3.46x0.082 244.50+13.442
SLPU 7.39+0.08> 67.00+2.65° 4.11+£0.112 3.49+0.222 360.00+53.742

Letras distintas significan diferencias significativas entre los tratamientos por

columna (p<0.05).
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Figura 24. Espigas de trigo cristalino (Triticum durum) variedad Cirno bajo tras
tratamientos de fertilizacién; A) SLPU, B) 150 kg de N ha-'y C) 0 kg de N ha™.
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Cabe destacar la amplia diferencia de numero de granos entre el control y los
sistemas de liberacion, siendo el SLPU el de mayor efectividad. Por ultimo, el peso
de 1000 granos para el control fue de 37.3 g mientras que para el CRUZ2 fue de 40.8
g. En este trabajo se obtuvo el peso de 1000 granos para el control de 50.50+1.21
y 50.28+1.93 para el SLPU. Estos resultados no mostraron diferencias significativas
entre si, sin embargo, entre los dos experimentos, si se mostraron amplias
diferencias en cuestién del peso de 1000 granos. EI SLPU presentd mejores
resultados en comparacion con el reportado por Zheng et al. esto indica que el grano
que fue tratado con el SLPU tiene mejor calidad, segun esta prueba de calidad el
grano de trigo probablemente tenga que ver con el tipo de grano y su variedad, asi
mismo, las condiciones climaticas que prevalecieron durante el cultivo. Sin
embargo, aun asi, el SLPU presente mejores resultados en comparacion con lo

reportado en la literatura.

Analisis de suelo agricola

La Tabla 7 muestra el analisis del suelo con textura franco-areno-arcillosa antes de
la siembra y después de la siembra (para los tres tratamientos). En la cual se puede
observar que antes de la siembra el suelo presenté una textura franco-arcillosa,
segun el diagrama textural del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos
(USDA, por sus siglas en inglés). Ademas, muestran los resultados después de la
cosecha, para el tratamiento con 0 kg de N ha™' se obtuvo el suelo con textura
franco-arcillosa, con lo cual se demuestra que, por efecto de la nula aplicacién de
fertilizante, el suelo mantuvo su textura. Solo hubo disminuciones en la cantidad de
nitratos debido a que la planta aprovechd este nutriente, ademas de las
transformaciones y pérdidas de este. Sin embargo, la materia organica aumento,
probablemente por los restos de las plantas y el incremento de las poblaciones de
microorganismos que ayudaron a la fijacién de otros nutrientes. El suelo con el
tratamiento de 150 kg de N ha™', presento textura arcillosa, cambiando ligeramente
su textura original, a su vez que aumento6 el contenido de nitratos. Mientras que el

suelo con el tratamiento de SLPU present6 una textura arcillosa, también logrando
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cambios ligeros en su textura. Sin embargo, aumenté el contenido de nitratos debido
a la constante liberacion de urea la cual fue transformada durante el ciclo de
nitrégeno. Como se mostré en resultados anteriores, el SLPU no se degrado
completamente al finalizar el ciclo del cultivo. Por lo cual se puede sospechar de
una continua aportacion de urea y nitrégeno al suelo agricola, lo cual conlleva a un

aumento de las formas de nitrégeno, principalmente nitratos.
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Tabla 7. Analisis quimico del suelo con textura franco-areno-arcillosa, antes vy
después de la siembra experimenta de trigo cristalino (Triticum durum) variedad
Cirno del ciclo 2018 -2019.

Suelo textura franco-areno-arcillosa

Antes de la siembra Después de la cosecha

OkgdeN 150 kg de N SLPU

Arcilla 31% 35% 33% 33%

Limo 26% 26% 22% 24%

Arena 43% 39% 45% 43%

pH 7.46 8.05 8.02 8.03
Nitratos 53.94 ppm 36.58 ppm 63.86 ppm 81.84 ppm

M.O. 0.54% 1.14 0.74% 0.80
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CONCLUSIONES

. Mediante un método simple fue posible obtener un sistema de liberacion
prolongada de urea, basado en la mezcla de gluten de trigo y urea,
presentando una estructura porosa con diametros a escala micrométrica.

. La ureay el gluten de trigo presentan interaccion entre los grupos carbonilo
y amino, mediante puentes de hidrégeno, lo cual facilita la liberacion al
contacto con el agua.

. El SLPU tiene facilidad para desorber la urea, segun la isoterma de
Freundlich y el analisis de FTIR. Por lo que el SLPU podria funcionar como
un fertilizante de liberacion prolongada.

. ElI SLPU presenta caracteristicas favorables para su clasificacion como un
material con capacidad de absorcion y retencion de agua, caracteristica
benéfica para su aplicacion en campo.

. EI' SLPU presenta un efecto prolongado de liberacion en agua a 25°C, lo cual,
indica que es apto para ser un SLPU en campos agricolas.

. EI SLPU presenta una dinamica de nitrégeno en sus formas de NO3 y NH4*
apropiada de acuerdo con la liberacion prolongada.

. EI SLPU cambia la composicion fisicoquimica del suelo agricola y a su vez,
provoca un aumento en la poblacion del consorcio microbiano, incluyendo
microorganismos que pueden ayudar a la transformacion del nitrégeno en
nitratos y obtener un suelo con una concentracion de este nutriente viable
para las siembras posteriores.

. La eficiencia del SLPU logra una reduccion en las pérdidas de N hacia el
medio ambiente.

. El SLPU puede ser aplicado en cultivos de trigo ya que funciona como un
fertilizante de liberacion prolongada, beneficiando la buena formacion de la

espiga y el grano, y por consiguiente aumentando el rendimiento del cultivo.
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ANEXOS

Esta seccion consta de un articulo publicado en el journal Polymer Bulletin indexado
en JCR y cuenta con un factor de impacto de 1.85. Ademas, un articulo enviado al
jorunal Science of the Total Environmental de la editorial Elsevier indexado en JCR
y cuenta con un factor de impacto de 5.58. Se muestra un articulo de revisién en
proceso, sobre los sitemas de liberacidn y por ultimo, una estancia de investigacion

realizada en el Instituto de Agrobiotecnologia en Mutilva Baja, Navarra, Espafia.
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Abstract

Uza is ome of the most widely used natmgen fertilwers. However, it is host o the
envimonment via proceszes such as denitfificetion. surfee  nmoff, wolastifiras oo,
and leachimg. In this paper. 5 novel makerial i =poried or, with low podoction
comt and aveiding the o of hamiol soivents, with 2 pasiille morphology devel-
aped by 8 simpl method from o miches of whest ploten =nd urea, with poteatial
o ns a Eokmged-reease gysiem of grea PRIV The PRSU obinined was chamc-
terized by scamming electron micescopy, kinetics of water absorption, equilibsium
water content (EWIC, Pourier transform infraeed (FT-TR) spectrosoopy anabyxis. and
mlease kinetcs. The PFESU diameter was .46 cm, =nd its thickness was 0L17 om
The PESL showed physical and stoctuml chamcterstics such os micropoes and
hollow fractions in ils structome. Tn addition, the wheat pluten pastille is closafied
2x a swellmg maierial md demonsiosed en EWC of 5847 + L% FILIR malsis
af the samphes showed hydmygen-bond imeractions between the amino and carbomy]
proups in the arez md the whesl phuen poeins. Leborstory esis showed that the
system can relense 7% of the orea within 8- 10 h These resals showe d that the
Pt 51 presents sritable charmrieristies for iis application s s Ertlization olbernative
for carrying nut hetier npronomic practices.
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Introduction

Urea is ome of the most widely pxed fectilizers doe o its bow cost and plove 2n
important role in the productvity of agnicoloral Gelds worddwide (1] At indus-
triad scle, ures frbliess are produced from neoml ges, which s recaptured
from the flee gases. prducing C0,, and MH_ Ueas is formed by 8 heteropene-
ous Teaction between ammonia and carbom Gimide o form emmoniom carbamze
(NHOOOMH ) and water, Then, a delydrstion proess is formed resolting in
delnydrated e Afer this pocess, the indostries sl the granulsted prea ns =5
rtilimer |2, 3].

lipon its application in the sail, ores is mostly losl by denitrification, sorface
runodf, volstilization, and leaching processs (4], Thess losses conmbae o the
emission of greenhouse gawors sach as nidmgen dimide, which is the mein anthro-
pogenic pollutent cavsed by nitropen ferttlizbon (5. 61

However, wrea conlinees io be used very commen in apriculbors] fields. 1t is
extimated that the e of ures is squivalent o TR% of the toi=d nimgen k-
erx [T, B]. In sdditicom, #1 hux been meoently repored the: in tesms of the nitrogen
coniribuied by vanous nitmgen Fertilizers, soch 25 uea, mome than 35% af this
primary nuirient is pol taken op by the plani in apricultorsl felds (5]

Curmently, the warld populstion is incressing and with this o peater demand
fior Fondl, which leads to greater expioitstion of the agriculmral Gelds: Thess con-
ditions in twrn lead to =n increzse i the ose of ErGlieers. However, thess pmc-
fieE incresse envimnmenial sk, due 0 the pollotanis mleased o the environ-
ment [10, [1] Eecenily. the siady of new zliermafives o avaid nitropen losses has
become necessay due io the envirommendal and pracbical issees entsiled in agr-
culural fields. Currenily, the mes=snch slsn hes been focusd on avoiding limabed
yields enil incresxing the guality af agriculiuml prdacis |7, 12].

In recent decades, prodonped-releas frtlers (PEF) and controlled-releass
Ertlzers ({CEF) are being developed as plematves for the isues mentoned
above, Thes types of systems hove the shility to relesss noirents with o mie
which is according o the plant needs and thes avaid i loss o the ey Imoment
[13]. In m=eent yeors, sveral ferfifirer-elesss systerns have been developed, such
ps ures- formaldehyde {UF) or medbylene ez (MU} both sysiems considened ax
slow or proflnged-releae cysems [I2] Also, sysems such = sulfur-coated upza
and polymercosed ores hive been mode, snd thess sysiems wre considersd s
CEF [14, 15]. However. UF, MU, sulfor-cosied ues and polymercosied ueea
mysiems present ssvernl dsadvaninges, such = vanabons in their performanoe
with respect bo the action of the micnourganisms. the s=ason of the yesr and even
the: combinaton of thes with fumigsiions ar chemical pesi controls | 6] Thene
e momanercial confrolled-seleass ferblizers which o developed by several
industries such as Temone mee Yalley A pthority (TYAL US4, Aprium Inc. Calgary,
Fertifizers, Jagifishpur (LT}, Indin. and Shandong Kinpenia Ecological Engineer
ing Cao., Lid., Chino. However, this type of fertifers pressnis high producton
oosls, which make them p=mefol for boricoliural and ornamental coops: moneover,
they am unfeasihle on larpe-scale crops [13[ The hiph-cost production problem
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is preseni in the siowrelesse ferblicers such 25 wea-coated polymers, which ae
fabricated and commercialired by industries as Ozmocoe Plas. Noinoote Total
with Minor Mutrients, and Polyon Coxted NIFK. Flas [17]. A lso, slow-meleas ferii-
tizers a5 polyethylene-coxied orea. sulfur-oosed ores, and suoperphosphaie- coated
orex are used due o ity shw mlense of noiments. However, e high prodoction
cost is still the issne that mokes them osefi] omly in developed countries | 18]
Henoe, it is important io sindy new methods and sysiems that help o mprove
agmnomic pructioes o estahlish 8 mitmgen-ose efficiency.

The == of nanoichrologies and miooechrologies in the development of &
prodonge d-elease gystem of ares (PRSUS hs been epomed esing severs]l mase.
rinle, such a= pombo sorch (7], wheat gloten membranes |19, nanocomposites
af peraformuldednede with montmorillonie cloy (6], and starh superahsorbent
pulymer [A]. Barmeras. Urhina et al. |21] developed microparticles and nanopar-
ticles vin nanpprecipitation process for their potential applicotion in agricultural
fields. specifically the use of sl podymers such 55 gliading and low molecs-
lar weight (LMW ) proteins from wheat gluien, and Topis-Herndnder et =1, [27]
develpped wheat gluien pomous microparticles by the elecimspray. echoigoe.

Whes gluen i a notural pody mer made up of low mobecsler weight (L MW) pro-
ieins {phadns (2E000-3500 Daly =md high molecolar weight (HMW ) proeins
(glutenins {70000 = [0 malbon Dakd (23, 34]. Thess prowide the theologica] proper
ties of whest Aour for the prepartion of variows helery prodocte 'Wheat gloien is
oommwidened o switshle hiopolymer for the development of maerinls with poieniml
agmiication in agricalture | 9] This is doe i bs exme of obiention becmee it i 5
by-product of soch isolation [24, 23], Also, this bopushmer @ considemd suitable
fior the developmend of materizls due o bz low cost and viscoe b properties [T2].

However, the whenot gluten maierials obtained thrmnegh the electrospinning and
ehectrwpray echnigques imvolve the mee of mm-ecofriendly solvents, demand 5
high enerpy comsmmption, md offer low yields with Jong prodocton fmes [26]
Considering the em irnnmentsl jsswes cassed by the loss of compounds desiving
from wrea in agricubiuml Gelds, i ix of mieresl & imovestigeie the polentisl mee
of sllermnative matenisly capshle of redocing this problem. The aim of this work
was the development of a simple snd faster method io obtain o profonged- rebemss
sysiem of fertilwer hased on wheat pluben: and wwes Inthis paper, we mport i
prepemtion ond fis cherscierization by scanning electma microscopy (SEM].
Foorier transform mfrered  spectmmcopy (FT-1E)] anelysis, the kinetics of wader
abmomprtiann, and ures-refesee simibdy.

Materials and methods
Matertals

The materinls weed included commercial wheat ploten (Kockeite), umea (purity
99 4%, Fags Lab), 0 RANDOX Ums determination kit, snd distifled water.
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Dewelopment of a prolonged-release system of urea

The FR 5L was prepansd by adding 1 ml of | M wea solotion o035 g of wheat
Eluten. The compoments were thoroughly mined and krnended, and the shape wax
adjosied monually to meke the PRSU. Two prometries wen esed: (1) pastlle
{2426 +0.07 con dimmeter averape, 0. 17 =002 om thickness avetage) mnd (23 Amite
cylinder (0LHY +0.03 om dizmeter svempe. LT3 +0.15 cm ength sverage). Also,
a profonged-rel=mse system (PR 5} without urea was developed es a Blonk sample.
Finally, the FESL and PRS withoot ones wese frozen and freeze-dried using =
Lahonmcn hyophilizer eqgoipment (| mode] FreeZnoe 6; Kmsas City, MO, L&),

Scanning electron microscopy (SEM)

The muwphological charackeristics of the pastilles were observed wpsing o FEOL
mode] 54 1ILY 5EM equipment operated af 20 &V =nd 15 £V, The sample s wen

pold- spotiered prior toexamination.

Kinetics of water absorption

The kinetics ol water sheorption of the ssmples wes studied by placing the pes
tille in a heater contsiming &00 mil. of distElled waier with newtral pH oat 25 5C. At
pre-specified time intervals, the sample we tsken oot of the vesse] mnd its weight
was measursd with an nnaly ol balance, opon which the sumple was = turned 1o
the vessel. The procedur: was repesied until po weight change of the sample was
ohserved. The kinetics of the water shsorplinn process was trecked by means al
the following relabonshap 137]:
s e |
2= my (1
wher aip=weight! of dry smple, sip=weight of sample a1 tme r, = wakT oon-
enimtion al time §, which means the mess of waier per mass of dry sople &t Gme
The shove procedure was foilowed with both PRS 2nd PRIU. Alsn, the waler
shapaption in the equilibrium of the pastlie was obtsined wsing the equilibrinm
water conbenl (EWC] that ws calculuted using the following egustion [28]:

£ (5] = {@)1 [oa e |

L

whem EWC (%) is the perceniage of equilibriam waler comtent, W is the weight af
the swollen sapple st equilibrium, md W is the weigin of the dry sample,
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Fourler-transform Infrared spectroscopy (FT-IR} analysis

FI-IE mslysis of the samples in molid form was perfonmed osing FETR equipment
WPerkinElmer model Subtech Spectrum) with an nbernsied intl e fectznoe {ATR)
dismmond deie cior emploving wavenamber Eom 4000 i 80 om- .

Prolanged-release study

The PRSU was plaped in o beaker with 1 L of distilled weter a0 35 5C. mnd the sys-
tem was stirmed uring o magnetic sfirer (TEA O MAG H5T). Measmementy of te
uren conceniratim in the dsidled waler were armed oot from 0 o 24 . The RAN.
BOX Urea deermenstion kif wes osed, snd the urea conoentaton m the medium
was measored psing 2 UV-Vis spectmophotometer (VAR LA N Cory 500 ot 695 nme
Memsuremenis of the mes mmoenrstion wee periormed by friplicae.

Besults and discussions

Prodonged-release sysiem of urea

Fipure 1 shows the picumes. of the pastille ond cylindnical peometries (Fig. 1o, b,
mrpectively ). The postifle poometry pesnis 3 homogeneons sorooure with o
sppaw=ni poroeaties and & crcomsence with oniferm thdieness in comparison with
the cylmdrical geomeiry. However, the cybindrical geometry shows » high poms-
iy, and fs struchme is not complcely miform doe o thel dering e sabomton,
u larper dinmeder appeared oo both ends of e cylinder, pivimg an mhomogeneaus

.'

A | Wiseal plaees peesdle prressry 31 ond wiest gleien oy linkhicsl preessry )
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geomeiric sirociime, Therefore, doe= in thes physical characteristios sl deve fop-
menl issuex af the maderisl, the mos sistnhle grometry for comducting e PRSL
was poectifls,

Scanning electron microscopy

The surfaces and crvss e ctons of the PFRS and PRESU ore presented in this sec-
tiom. Figere 2 shows SEM micrographs employing o magnificatin of 100 of
the PRSL! susfare (8) and of the PES surface (bl and also, usng 500x magni-
fication for the PESY sorface {c} and thm of the PES (d), in which il cen e
obwerved that the PRS0 shows an asymmetric surfae rendered by the hollow
fractins and pores in micrometnic scale. Figuee 3 depicts SEM micrographs of
the MRSL cops section using mapnibicetions of 73X (a} and 350X {c). respec-
tively, while the FES 5EM micropraphs ure shown with magnifications ol T3X
(b} and 350X (dk respecively. Thes micrographs show the asymmeino sructone
in & omoss echon, revealing micrometric pores and chanmne ls ensids the PR51 ond

e

Ag 2 5EM mcrugrephe of fhe PRSI s wing semficstions of 100 (0 e S0 G0, ol SEM
micrayraptn of the PRS enine ssinp magsi hicatoes of WHE 08} axd 3005 o)
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Ag. 3 Croes spctin of the 5P sicogroepis of e PRESL ooy 75 (8] snd 3300 (2], sl B cvomn
mchon of e 5 microyreps of S FRE weng T ) ed 330 W)

the PR, The pores in the asymmetric structures of the PRSU md FRS pasilles
wex prbahly formed »t the moment of waer straction through feere.dried
process. These ballow spaces provide the formation of pores-and channels inside.
This is probably due to that desing the development ol the PREL and the FRES, 5
part of the prscess comprizss. the kneading of the 5ysiem and then the formation
af the pasglile peometry. Durning this minitue of the urea and the PRS. st hob-
bles are prohabiy immersed in the matnx. und whes the diamedeT s adjosted and
the sysiems are freering, cerain porceities on the surface =nd the bolkmy spaces
in the imeror ae already formed. However, the moreese in the dameser of the
pomsities shown in the PFREL s spparently presier than that of the pomsities
emhibited by the "B 5; this coold be doe o the cominct Bme hetvesn omea and
whesl glden. According o the liermtune, with a high conlact tme betwesn the
cross linking apend and the polymenic mmerial, the pomosities tend &0 expend., .2,
the pores open and increase in diameter [29) Thers ore three factars thel during
the development of this meerial conld affect the pore dizmeter: for the PRSU (1)
zit enirapmenl during the combimztion of the arez molution and wheat gloten, {25
the uen concenimtion used dunnp the mixisig, and (3} the = posure time befone
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bednp fropen =nd vophilzed. The urea solobion cased o ooss-linking of the
polymer chains, whemby interoonmecting pores and chanpels within the sysem
comld have been formed. Hiwever, s the time of knesfing and shaping of the sy
fem, the mir was trapped in the mibure of gloen @and meo Then, slong with the
cTuss- Finking time, the polymer chains weme mome branched and longer. However,
this happened ound the poms. S0, when the waler was exiracied, the mixtone
al gluten and urea sround the pore did s oondenss. Fmally, the dismeter did
mt decrexer [30]. These chamcerstbios 2re an imporned pan in onderstanding
the behavior af the muaterisl. 12 iz possible that through the hollow fracton, the
water eniers and breaks the inlerections between the proleins and o, md the
process emls with the exit of the orea dissolved in weter fowand the omtside af the
pestille throogh the holliee fraction, whether throogh the pores and their channe]s
or hmough the micropores. This ooald @ pedie the mansport of the ones 1o the
cutside of the pastille. Xiso et ol [30] prepared 8 superahsorbent by dnopel hased
on sizrch ae 2 polonge -2 lease ferilirer (FRFL The puthors found, throegh the
SEM mricoographs, that the materinl did nod presant thee-dime nsional ne twork s,
iz, the presnce of hollow paris or pores. However, these chamcienistics ane pre-
sent omoe the material swells, which couold indicaie, in comperison with the pas-
tilles, that it 2lsn posseszes the akdlity o ohsork wober and swell, with the latier
hehaving us 2 by droge L Meverihele ==, the pones =nd holhsy fmcbons pressnied in
the pastille cowld increas @x dizmeier snd volume ond encourzge o preaker thee-
dimensiona] network, companed with its initisl siate, sc hes been de oonstrated
the: study by Xiso et al. |30

0 T

iE = FAEST oL
=i My

LR ]
u S 30 L= L] | &5
Paren frming

Ag. 4 Kimztics of weer sbsorption of the PR wmd PR S el d waser ol 25 90
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Kinetics of water absorption

Figue 4 illusirales the Einetics of the FES and PR 5L The samples revealed rapid
water absorption during the forst 200 min, whale after the teme, o grodus] swell-
ing oocurs until reaching on eqmlibriom a1 8K min. The PES and PESU ahib-
itz this hehaviar, which mey be coused by the asymmetric ponsity. At the begin
ming, there was a pesier swelling mbe, and this decresed onhil the squilihriom
was reached. This behavior is provided by the smotic pressone, ie the higher
the osmntic peessune, the faster the wader indake mie {27 . There foge, as the differ-
ence in mamotc pressore decreases, the mie of swelling decreases. This behmviar
is consisient with that reported by Li et ol [27] for 2 wheat strew supetahsorhent
material, which showed a rapid swelling rate for the first 50 min, while lster a
pradusl sweiling was ¢hserved, achieving an equiltbriom ad 300 min.

On the other hand, the PRS has » water content in the equiltbriom of
315 +055%, while the PREU pesenis 5547 + 1.530% of waler, ie, both PRS
and PR3 have ihe capacity io absorh and = ixin waer =i the eguilibriom sizpe.
The water comient between both samples presnts 8 diffeene of 0685%. This
inificeies thel ures does ool esert on efiect on the swelbing of the PRSLL It is
possible that the water comient wes infleenced by the hydrophobic snd hydro-
philic intersctions (given by the aminoecidic: composition a5 polamins. glo-
tamine, tymkine, and cysteinsl, ionic mnd electrostatic interactions, Van der Wasls
force s, and mainky hydmgen bonds between the waer molecules and the poly-
mers chaing, iz, the polymer chains bove the capacity (o retsin water inside af
their stroctue [31, 32]. Eegarding the elabon bemeen SEM end wates shenrp-
fion kinetics it is important i consider that the PR S hes smaller pore disme ters
hut 2 bipger guantity of them compared (o the PRSLL However, while PRS pre-
z2nis @ geaber nomber of pores, ils comiact anea ic higper than the one i PR3
Thix menns thoi the PES probably has the copacity o pelain more g of waier per
g of dry phsen @) The sbsorption of the solotion in the mieriad i baxed on ten
chamrieristic mechaniems which am reported by Zalein ot al. [33): {1) swelling
af {he non-pomous material which s camried oot by the physioochemical e mc-
tinns between the maferial and the solvent that the former is In coolacl with and
() & czpiflary condensation that mey exist doe o e nemowness of the pores that
exisl in the makerisl given by the polymer walls. Bodh processes an e camied
out at the same time, which inffpences the sheorption of the sofution and, & b,
the interaction of the wrea with the pome walls of smalber and loger diameter.

i is reporied in several works that waer absorption beteesn polymer chains is
given by the placement of water molecubes between the intersttal spaces of pey-
mer chaing resolting im the relscstion of these chaing |34, 35]. Thix is fovored by
the: presance of hydrophilic functional proups, such ax carbaxylic acids (-CO0H ],
carbonyl gneops (C=0), -OH grovps, sand =mime groups (-5H L0 |35, 346 The
presence of ures helps o coss-link the polymer choins =nd preveai their dissalo-
tion by ihe efect of the waier moleceles present in them [535].

This can bead the I"ES and FREL tp sheorh ond meizin wxier end. ot the same

time, have the capacity in present the diffosion phenomenon o the outwand af
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the PRS znd FESL {Fig. 5). On the other hand, the PES and FRSU, acoonding 1o
the previously descrihed capahilities, can be classified as matesinls with swelling
capacity. Thes malerisls cun mid in improving the physical properiie s of te npr-
cultural sail. retsining water ami nuirienis, and schieving better =nil conditions
{37].

Prolonged-release system FT-IR analysis

Figure  pesents the FILIRE specum of whest plisen (2} mnd onez (k. The wheat
plisten prexents o medium intensity hend at 1652 cm! 2nd a weak imvensity band
at 1535 com !, =nd these s comespond o the vibmbonal sretching of amide 1
C=il) and the vibmtion freguency of omide IT (N-H)L mspecively. The mea pe-
sents two egions ol 3436 om ! md 333 om? which ae chameeristics of the pric
mury mmine [vibration of the M-H}. Alwm, prezents 5 chamcteristic stong nbensiy
hand of the carbany! group =0 = 1674 ce . The bands mported for wheat gho-
fen mnd e ase the churacteristics hmnds peeported by Castro-Enripee: ef ol [ 19] and
Barmems Urbéna e all. [3E]
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Figue 7 shows the PRS (), PFESU (bl sod the FES afier the uea nebense (o
The PES presents & sronp inensity band ai 1635 cm- ! which cormesponds o amide
| {C=} and the presenae of a medizm indensity band =i 15333 om" which come-
sponds b the vibmtiomal fesquency of the amide 11 {deformation of the N-H ). Al
the PRS pesenis the stmiching of the -CH,- prowp at 2626 cm ', and the sirich-
ing vihration af the N-H of the preins = given by the pressnoe of the amids 4
and amside B, which are Tocalived & 3281 cm ™" and 3070 com ™', respectively. Thes=
bands cormespond ta the = poried by Phang et all |39 which mpored the amids &
af 324% om! and the sieidving vibrtions of the 5-H and (H— 2t 3075 oo~ ! and
2934 cm!, mspectively. The mmide A is bocalied at ~ 3270 oo ® dn =~ 3500 cm
and amide B (N-H sretching vibmtion) is o weskly inensity band at ~ 3030 com!
fr = 31K cm 1, which =z chamoenstics of the prowins [40]. The FESU pesnis
the hands cormesponding to amide | (C=0) and amide [T {N_H) 2t 1617 cm™' and
!53!.:11'5.A.EIE.IJ'EFT—E:p::mﬂ:un'ithtumchmnu'hﬁchmdlwﬁmm
e e gions in the spectrum al 3269 oo and 3300 com ", where the primary amine
presents 3 wavenumber displecement. Tn ndditon, © & presenl o displaremend of the
curhonyl bends fir the grea of 61 cmo! and For the PES of 18 om ' This indicates
that thes is strong imerection through hydmopen bonds hefween the amino groups
of the proteins md corbonyl groups of the oea Also, these infemactions ae pre-
seqied by the carbomy]l growps of the whest pleten and of the smino groups of the
uren. The FT-IR bands mported for the PRSL apreed with the bands reporied by
Castro Enriguer et ol [ 19] for gluten s orea, while Eobertson et sl [41] e ported

N
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whest ploten bands thal se consistent with these msults. FRSU ofler ures milesce
shimws how amide | and omide 11 =hemed o theie origingl posicon, and the ssm-
ple dozs not present the oo regions of the spectum that e chemceristic for e
primary amine. This soppess thnt the meleases hos been comed oot and thesefone,
there is oo presence of omrea in the msterisl wfier the =l This splmation is
coasistent with Casto- Enriquer. ef ol [ 9], where the smide [ (C=0) and pricury
a2mide hands miurmed io their orginal position afier oea relens. Thes recolis ae
shievn i Fig. B, whes it com be seen in the speciomm the origined positions of te
wheat plutes and orea cherackeristic bands, which wes shified dwe to the intesac.
tioms hetween them.

Prolonged-release experiment

Figure & peenis the pes-eleas kinetics, in which it cm be observesd that during
the find 30 min, 631.583% of the uren in melessed oming the first hoor, ihis eaches
&U.50% of the wea mlessed, ontil on =aching he egultbrium ot £ b othe PREL
mlened $TF of the izl oea mibed This behmior could be die o ihe fact that
during the first h. the weier intemcied with the e thet wes soposed fo the potside
The urea. during the procedune to develop the FESL, is distriboied imside snd on the
surfaoe of the PFESU. The uwea that had comtact with the woker fior ihe frs dme was
the ame that was ooiside. The urea |ocated ooiside of the pasiille was dissohved
witter, while the mest of the weer contimued S0 enter throegh the poees and channels
of the pastille. The orea present on the ootkde of the pomes is diseobe d mnd begins
the diffasion process gradunlly. The volume and dismeen of the pores present in
the paxtifle increes=, which = pands the spaoe, by which the urea disolved @ waier
15 diffumed bownrl the oubade of the pastille. A the same fme, swelling of the pas-
tifl ix carmied pot, ie, the soelbng pmocess snd the refease of the ares me ormied

Time thi

AQ P Lo reiees: tmelics nwalerst 2 T ol o nectrst gl

&1 Sprimger

110



Fodymed ELsaan

oul simulimneously . and s hehoior scconding i 2n industrisl swe Hing materisd ix
siudied by Mandi 2nd Winer [32] Thesfore, this srstem ke others oomposed of
wheat pluen, has high mlease af short imes, with 2 probonped relenss on reaching
the equifibrium shive the 90% release. Thegs resubty indicae tha the FESU has a
prokmped-releme behavior, which makes i sumtnble for ils polential spplication in
egriculiorsl crope. O the other honid, the releas experiment wos cormied oot with
waler, but if the pastille iv applied in agriculiumal oomops, Se bedo ior ooald be slower
than that the peedicted @ the ®leas s periment. doe o the differenoe of vanahles
such as humididy, tempersture, gH, srmeyme and microorgenism activity, = soil
flewiure |16, 42

Al presenl srveral materialy deve loped from wheat ploen can refesss o for 2
proloaged =pplication in apriculium] fields. Cestro Engoer et ol [19] deve loped
whest pluten films lombed with orea, in which the podential application was dem-
onstniked of this melenisl in 2gricoltord fields, wher eleose stobes revesled el
the moterial possesses o pelonped-release bebavior. The equilibrm wes e ached
=t 31 min, achieving ox o of 98% of the mea impped in the films, which ix
equivalent v 5589 mp. Yews |nler, Barmeras-Urbdna o4 ol (28] developed micmo-
particles from wheni gluen proteins snlubie @ ethenol, whess the authons demon.
sirmied throogh the mleass study that the microparticle s can relesss 57 0 mp of wea
eaching the eguilibriom at 72X min, while @ this work, the PR 51 mleased 57% at
480 min, which i= equivaliem o 5830 mp of ges. The sxperiments wem carmied st
= 15 °C in distilled water (newtral pHL These meults indicaie het che FRS1 has a
hetier performance compared to the dfommentone d membranes and mucroperticbes.
This many he refated o the guetity of bollw fractions smd their wymmetnies in the
PRELL Additionally, the PRSLU has the atality o sbsork and srizin waier, as shown
in pevioos esperiments; thas, this could infloence its totel mless 24 the sgqeolih
rium. This shows that the combinnton of wheat phoen snd wea could be potendiolly
applied ax a prodonged releame system of mea

Tapia-Hemnimdez et al. |22] develyped ponous wheal gloten micrperticles, which
exhihtied sifable propertics, such as their rge sorisoe wea With the latier, the
authors comcluded that the materisl pould have ph poientinl ns 2 prolonged. e e
aystem. However, technigues such & panoprecipimtion. emulsoe- diffusion, mnd the
electosprey technique oiilved for the deve lopment o pomous whent gluen micmo-
pesticles enferinin ceriain dissdvantinpes, soch ax the we of sohenic high energy
e penditme,. hnw vields, and o high prcdoction time [26]. This reenders it 2 pon-via-
bl option for s application 0s an oliermtive in sgricultond Gebds. Wheat gluten
pastiley could he o hetter choice due i their ense of prduction, short prodoction
time, low cost of the raw maderinl and its aveilahility, =nd the e of Jow quanbibes
of waier o 0 salvenl

In addibon, Xiso ot al, {20] pepmed sinrch-hawed sspemahsorbem  poby men
(GESAP) for the slow mlease of mea Thes sothors deermined the efectivemess
af the systern us o slow.rebease syeiem in water, SESAV cyvoiem refessed 15% of
the e im the esly simpe (-3 dmys), while from 3 o0 X days. moee thon 50% was
= leased, Mmﬁnniﬂbﬂdq;'lhﬂiﬁ?:hmdmﬁmmnrmu,
with NI% mmaiming tod could still be o the sysiem At 43 days of the mlemse, the
system was disntegrated indn much smsller fragmends. This sindy shows that theoe
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are pther mateTisls capable (o having oes wilh siow- and prolooged-r e s behay-
#c Himwever, this type of process icvolves greater oost and difficulty compered with
the process descrihed hearin o make the pastille. dse 1o the chemical modification
of the sarch, the use of cross- linkets, te ue of 5 miner and = ook sysiem. znd
meversl emperaimes dorimg the process, Um the other hond, the shudy wiath SESAP
tukes | momib o ensuee the egailibriem of the release of gres That could be some.
wha umwanied beheyfor if i wes spphed in agricolomd febds. Doe ot irmigegion
waier is availsble just omoe or wice & month, depending of the needs of the coops,
the plant might not aoguine the necestary smount of a nuiment thmough a sy wem sach
mx SESATP. Contreriwiszs. & xysiem es the whest pluen pastille, which relesges s
in = shorier ome. at & bower sverege humidity, coold sdequetedy satisfy the umount
of nuirienis that the plant peeds. for 1 development. Also, e wheai pluen-oen
wysiem oould be zpplied =< ibe comventimal wea, ie. thrmugh the agricalinm| sail

Conclusions

Using 2 simple mnd practicnl method, it is possble in obinin 2 FRSU, teiong sdven:
inpe of the mieTection viz bydnogen bonds berwern the carbony] group of the pmo-
feins and the amimag group of uee and vice venee The systern showed an asy mmetric
struchoe and pomsities with micrometric diameters and cem b claxxifed as o mae-
risl with water shecrption und retention caparity. Finally, the system mvealad 2 pm-
longe d relezse of ur=a i water & the lshormsiory esperimenis: thersfore, the PRSU
ohinined could be a sminble slemative for the spplicaton of an ecofriendly materis!
that can achieve betier 2gronommc practioes.

The szt sppeciak: the coonoms et e by CONACYT T, tnuph e pre
e ol haee wemen 1734538, and e Laivemicsd o Somors. Cerdr (2 Hemeeas- Uebins, Jeodt A piin
Tepis-Herninder, sl Dirsinls 0 Coves Froigoes thaek COSADYT for Sw gpramed scholeeshie

Compliance with ethical standars

Confict of mtenst Mo poarntisl conflici of e s was resord by the asihom

References

1, Gengl, Son Y, By B, LT Yazg Y, Lia Z, 13 5 {305 Loang wrm efiech of aintmllel mlkeas
e appl et on crop pie e e il erbley emier rics- o rpe rotaton cpiem. Fald Croes
Faa FBLAS 7Y, bidpuatded . org U0, W0 F6Y Tor MV EX MO

1 Eermi A, Maeor X Dabir B (1 6] Uney symibean oring cemical keoping proo - Tedwmo-con
'-mi:mhninmd'lmlulpl-.:m'%umh-lr-:ul fertion. =i | oo 1y 1 e
=l HEAT-S1. hidpa Veden g 0. 00 B9 e 20 L 3. 20000

3. Kosheorismon H, Secegsi 1, Mobebbe-Ralbor [, Shabmis F, Seoom A CF0E) A meve | process for
04 expiom oo e Soe g o prokee oos ol serosi. Bregy 148:00-23% niswidol
oy 0L B0 1o e . L LR

4. LaPLul w.-'f"qﬁ-,lﬁn-.u.lhl' Crng R, Li X {161 Noimees e, wee ey,
wmd preginetiviny of exrly rim enier ool roieor oo Agric Boory s Ervioon 25 17337, hies
ETAE R RS T CHR T

&) Sprmger

112



Anexo 2

The effect of a prolonged release system of urea on nitrogen losses and microbial
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Abstract

Urea is the nitrogen-containing fertilizer most used in the agricultural fields and is considered
the main limiting plant- growth factor in agricultural soils. Urea is transformed by urease
enzyme and environmental conditions into nitrates, nitrites, and ammonium. However, such
species are lost into the environment, where they may cause pollution issues in the
groundwater, agricultural soil, and the atmosphere. The aim of this investigation was to
determine the effect of a prolonged release system of urea (PRSU) as a device to reduce the
loss of nitrates and ammonium and the variability of the microbial population of native
micro-organisms. The application of PRSU causes a beneficial effect on the physicochemical
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composition of agricultural soils textures, as loam and loamy-sandy-clayey textures from the
Agricultural and Livestock Department of the University of Sonora (ALDUS) and Valley of
Empalme (VE), mainly maintaining organic matter, pH, and nitrates content. During the first
irrigation, the PRSU showed a decrease of nitrate and ammonium losses of 73.75% and
63.33%, respectively, for VE soil, while the decrease in nitrate loss for the ALDUS soil was
84.02% and ammonium was 24.91% during the first irrigation. During the second irrigation,
the reduction of nitrate losses was 46.23% and 100% for ammonium in VE soil, while for
ALDUS soil, there was a reduction of 27.32% for nitrates and 87.94% for ammonium. In
addition, the microbial population of the soil increased after the application of the PRSU.
Where, for VE soil, there was an increase from 11,500 CFU/g.d.s. to 100,000 CFU/g.d.s. and
for ALDUS soil, it was from 6,800 CFU/g.d.s. to 60,000 CFU/g.d.s. Also, PRSU did not
present total degradation under environmental conditions after its application on agricultural
land. It was concluded that both soil textures presented the same loss-reduction pattern,
increasing the quality of the soil and the microbial population after the PRSU application.
This evidence indicates that PRSU may be an alternative of fertilization to decrease nitrogen

losses into the environment and achieve the decrease of the environmental pollution.

Keywords: Prolonged release system, urea, nitrates, ammonium, microbial population.

1. Introduction

Nitrogen is an essential nutrient for food production in agricultural fields due to that it is an
important factor for suitable plant growth (Scott et al. 2015). Urea is one of the nitrogen-
based fertilizers most widely used. Its use is estimated at 70 million metric tons per year, and

may be doubled by the year 2050 (Davis et al. 2016). Current, fertilizer application practices
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show limitations, as a result, the nitrogen is not utilized by the plant, this leads to significant
loss of nutrient to the environment (Naz and Sulaiman 2016). The efficiency of nitrogen
fertilizers such as urea ranges from 30% to 40%, which indicate that the rest is lost to the
environment by biogeochemical processes such as ammonia (NH3) volatilization, nitrate
(NO3") leaching, and the loss of nitrous oxide (N2O) into the atmosphere (Gonzélez et al.,

2015; Liu et al., 2015).

Urea is transformed to ammonium carbonate ((NH4)2COs3) in the presence of the urease
enzyme and water. The ammonium carbonate undergoes an ammonification process to obtain
the ammonium (NH4") (Cameron et al., 2013; Azeem et al., 2014). Then, the nitrification
process is carried out, which is a reduction of the ammonium, in which ammonium oxidizing
bacteria associated with the ammonium monooxygenase enzyme for the production of
nitrites (NO2") are involved (Cameron et al., 2013; Azeem et al., 2014). The transformation
of nitrites into nitrates (NO3") is catalyzed by the bacterium belonging to the genus
Nitrobacter (Cameron et al. 2013). Considering that the nitrate is a suitable nitrogen form for

the plants, this process is beneficial for plant growth.

However, at low oxygen concentrations and in the presence of facultative anaerobic
microorganisms, nitrates are transformed into molecular nitrogen and nitrous oxide that are
lost to the atmosphere by volatilization (Azeem et al. 2014). In turn, the ammonium produced
enters the nitrification process, and a certain part of it, under basic pH conditions of the
agricultural soil and the presence of the enzyme urease, is converted into ammonia, which is

easily volatilized. Recent studies have found that anaerobic ammonium oxidation (anammox)
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through autothropic anammox bacteria can oxidize the ammonia directly into molecular

nitrogen without the release of nitrous oxide to the environment (Wang et al. 2017).

During the processes described previously, nitrogen forms are easily lost into the
environment, including NOs™ and NH4', which are absorbed by the plant for suitable
nutrition, whereby the loss of nitrogen leads to an inefficiency in its use, reduction of
biomass, environmental pollution, decrease in the yields, low-quality products, and

consequently, economic problems for farmers (Naz and Sulaiman, 2016; Asif et al., 2018).

Currently, the use of prolonged release systems has been studied as an alternative to avoid
environmental damage, decrease economic losses, and increase quality products (Barreras-
Urbina et al. 2018). For the agricultural applications of these systems, they are required to be
biodegradable and ecofriendly. Wheat gluten is one of the most important natural polymers
in the agri-food industry. It is economical, biodegradable, and biocompatible, as well as being
easily obtainable as a by-product from the isolation of starch (Joye et al., 2015; Tapia-

Hernandez et al., 2018).

Castro-Enriquez et al. (2012) developed wheat gluten membranes loaded with urea and
determined the effectiveness of gluten as a matrix for retention and subsequent urea release.
Barreras-Urbina et al. (2018) developed microspheres loaded with urea by the
nanoprecipitation process. The authors showed the potential application of this wheat gluten
system for the release of urea into agricultural fields. Castro-Enriquez et al. (2019) developed
microparticles of wheat glutenins by the electrospray method. The authors conducted the

physicochemical characterization and found suitable results to suggest the potential
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application of glutenin microparticles as a controlled release system of urea. In recent years,
Gao et al. (2015), used a coated urea polymer and coated urea sulfur, and the authors

measured the effectiveness of the release system in agricultural soils.

While, several investigations have been conducted, there are no reports on a similar system
to reduce nitrogen losses into the environment. Current studies have been focused on the
development of materials with barrier function to decrease water contact, which leads to
prolonged release. Li et al. (2017) tested three types of controlled release systems of urea
(CRU) in order to test their effectiveness. The authors explain that several materials for the
development of these systems have been employed, such as polyurethane and water-based
polymer coatings. However, the authors utilized three types of CRU and concluded that CRU
reduce nitrogen losses through NH3 volatilization, these CRU maintaining the rice yields. Li
et al. (2018) evaluated the application of polymeric coating urea (PCU). The authors found
that on using a coating of urea in comparison with the conventional urea treatment, it is
possible to decrease NH4-N in water, also maintaining and increasing the rice yields of rice
and N uptake by the plants. However, it has been reported that several coated materials, such
as slow-release fertilizers and controlled-release fertilizers present, low availability of
nitrogen; in addition, these systems are affected by temperature and microbial activities

(Morgan et al. 2009).

Currently, the development of these systems is important to avoid environmental issues, due
to the fact that N losses from agricultural soils comprise one of the main pollutant from
agricultural practices worldwide which gives rise to issues such as water and soil

eutrophication, these losses are related with the "greenhouse" effect (Qiao et al., 2014; Wang
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et al., 2016; LeMonte et al., 2016). The aim of this research was to study the effectiveness of
PRSU to reduce N losses, the effect on both agricultural soil textures located in the State of
Sonora, Mexico, and to discuss its relation with the microbial population and PRSU

biodegradability under environmental conditions.

2. Materials and Methods

2.1 Preparation of the Prolonged Release System of Urea (PRSU)

The PRSU was prepared using 0.55 g of commercial wheat gluten (Rockette) mixed with
urea (Fagalab) solution 1M, the samples were frozen and then lyophilized. The specific
methodology of the preparation and characterization is under review for a possible

publication.

2.2 Sampling and the physicochemical properties of agricultural soil

The experiments were carried out using two types of agricultural soils from different
locations of the state of Sonora, Mexico: 1) Valley of Empalme (VE) (28°0821.0"N
110°41'43.9"W), and 2) experimental fields in the Agricultural and Livestock Department of
the University of Sonora (ALDUS) ((Km 21 toward to the Coast of Hermosillo
(29°00'52.5"N 111°08'03.9"W)). The soils from both locations were sampled using a
diagonal sampling method according to the Official Mexican Standard (NOM-021-
SEMARNAT-2000). Twenty-five samples were collected for each soil location from a depth
ranging from 25-30 cm. After this, the samples were thoroughly mixed to form a single

sample for each location and their physical and chemical properties were determined.

2.3 Leaching experiment and nitrogen losses
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A statistical design in randomized complete block (VE and ALDUS soils) with three
treatments was used (Fig. 1); 1) PRS (150 kg N ha'); 2) 150 kg N ha™!, and 3) unfertilized
soil. Each treatment was performed by triplicate. In this experiment, 18 perforated containers
for leaching were placed in the agricultural field; nine recipients contained soil from ALDUS,
and the remaining nine recipients contained agricultural soil from VE. Both soil samples
were mixed separately before being set in place. Soil samples from both locations, that is,
ALDUS and VE, were homogenized and placed using a soil bed depth of 30 cm, while the
conventional urea and the PRSU was placed at a depth of 5 cm from the soil surface. The
first irrigation was applied using an irrigation lamina of 24 cm, while the second irrigation
was applied utilizing an irrigation lamina of 12 cm. After each irrigation, the leachate was
collected in recipients placed under the perforated containers and was thoroughly mixed to
obtain a single sample of each treatment per block. The samples were slurred in closed plastic

containers for further NOs™ and NH4" contents analysis.

The nitrates (NO3") were determined using the cadmium reduction method, and ammonium
(NH4") was determined using the Nessler method. Measurement of each analyte was carried
out using a multiparameter photometer (Hanna Instruments, HI83200) and using a kit (Hanna
Instruments) for nitrate and ammonium determination. The environmental conditions, such
as average temperature of 20.11°C, an average relative humidity of 55.52%, and an average

precipitation of 0.43 mm, presented during the experiment according to the Automatic

119



Meteorological Station of Sonora. Reduction of the nitrogen losses (NOs™ and NH4") was
calculated in the leachates by the subtraction of the soil nitrogen losses from the 0 kg N ha™!

to the 150 kg N ha™! and PRSU treatments (Fig. 2).

The calculated values were obtained using the equations 1, 2, 3, and 4, using as reference the

Fig.2.

LixUryitrates = 1B — 14 Eq. (1)
LixUTammonium = 2B — 24 Eq. (2)
LixPRSUpirates = 1C — 14 Eq. 3)
LixPRSU s pumonium = 2C — 24 Eq. (4)

Where: LixUryjtrates are the nitrates values of the 150 kg N ha! treatment leachates,
LixUTammonium are the ammonium values of the 150 kg N ha™! treatment leachates,
LixPRSUyitrates are the nitrates values of the PRSU treatment leachates, and

LixPRSUpmmonium are the ammonium values of the PRSU treatment leachates.

Then, the losses of the PRSU treatment was determined based on the losses exhibited in the
urea treatment. With the latter, we are able to take the reduction of losses of nitrates and
ammonium as expressed in percentages. These calculations were made using the following
equations (Eq. 5 and Eq. 6):

LixPRSUpitrates

% LixPRSUyirrates = (100) Eq. 5

LixUT Nitrates
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LixPRSU gmmonium

% LixPRSU gmmonium = (100)  Eq.6

LixUT gammonium

Where:

% LixPRSUptrqtes 1 the percentage of leached nitrates from the PRSU treatment.
LixPRSUpitrates 18 the nitrates leached from the PRSU treatment.

LixUTyitrates 1s the nitrates leached from the 150 kg N ha™! treatment.

% LixPRSU gmmonium 1 the percentage of leached ammonium from the PRSU treatment.
LixPRSU gmmonium 18 the ammonium leached from the PRSU treatment.

LixUTsmmonium 1S the ammonium leached from the 150 kg N ha™! treatment.

2.4 Microbiological analysis

Microorganism isolation was performed using the methodology reported by Vital-Lopez et
al. (2015). The soil sample to be analyzed was sieved through a mesh with a pore size of 2
mm. The soil was suspended in saline solution (0.85% w/v) and serial dilutions were carried
out from 107! to 107 with saline solution (0.85% w/v). After this, Ashby-Mannitol Agar was
prepared for the growth of the microorganisms. The cultures were incubated from 4-5 days
at 37°C using an incubator (Thermolab model TE-I45DM). The colony-forming unit per
gram of dry soil (CFU/ g.d.s.) were quantified and the observation of the macroscopic and
microscopic characteristics of the colonies was conducted with Gram staining using a
Binocular Microscope Olympus (model CX31RTSF) with an Infinity 1 Olympus camera
(model U-CAMD?3/U-TV1X-2 mounting adapter, Japan). Also, the similar colonies between
both soil samples ALDUS and VE were isolated and the similar microorganism (GMi) was

used to show the effect of the PRSU on the microbial population.
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2.4.1 Fluorescence microscopy

The prolonged release system of urea (PRSU) was tested to determine its capacity to maintain
microorganism viability. The PRSU was inoculated with the GMi that was found in both
soils samples and that presented similar macroscopic and microscopic characteristics. The
microorganism sample that grew in Ashby-Mannitol Agar was inoculated into nutritious
broth and incubated from 24-48 h in an incubator (Thermolab model TE-I45DM). A fterward,
20-50 pL of nutritive broth were taken inoculated into the PRSU, the sample was added to
the PRSU, and it expanded and entered into the system. The PRSU was incubated from 24
to 48 h; then it was stained with DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole). The viability of the
microorganisms on the PRSU was observed using an inverted microscope (Leica
Microsystems CMS GmbH Model DMi8, USA) with a fluorescence filter (DAPI excitation
350/50 filter and emission 460/50 filter) and a cooled chamber DFC 450C (Leica). The
images were processed using the Overlay of fluorescence software (LAS AF version 3.1.0,

Leica Microsystem, USA) (Hernandez-T¢llez et al. 2018).

2.5 Statistical analysis

Descriptive statistics (means and standard deviations) were utilized for the data obtained
from the leachates. Also, for the leachates, an analysis of variance (ANOV A) was performed
with a level of reliability of 95%. Tukey test (p<0.05) was used to determine significant

differences between the treatments and the type of soils analyzed.

3. Results and Discussion

3.1 Agricultural Soils’ Physicochemical Properties

122



Table 1 presents the physicochemical properties of the soils before the application of each
treatment: 0 kg N ha''; 150 kg N ha!, and PRSU. Both ALDUS and VE soils presented
different textures, which could be classified according to the textural diagram from the
United States Department of Agriculture (USDA) as loam texture for ALDUS soil and
loamy-sandy-clayey texture for VE soil. The soil with the loamy-sandy-clayey texture
exhibits a high nitrate content (NO3"), probably due to the livestock activities and crop
experiments in the fields. The physicochemical properties from both soils can be considered

suitable characteristics for crop development.

Table 2 shows the physicochemical properties after each fertilization treatments, where the
VE soil do not change its texture due to an effect of the treatments, maintaining its loamy-
sandy-clayey texture. The treatment with PRSU reveals a high content of NO3™ in comparison
with that of the 150 kg N ha™! treatment, with the characteristics present in both soils’ textures.
In both situations, this behavior could be due to the PRSU. It is probable that, during
irrigation, the soil was washed, and the nitrates lost were those already contained in the soil
in their natural form. However, the high content of NO3™ in the PRSU treatments reveals the
prolonged release of urea behavior, i.e., the urea released was transformed through

biogeochemical process into NO3~, which are detectable after the PRSU application, the latter

123



possibly a suitable condition due to the enrichment of the agricultural soil. In addition to the

contribution of nitrogen, the PRSU contributes organic matter.

Nevertheless, the organic matter in these results does not exhibit differences: i.e., the urea
treatment presented organic matter similar to the PRSU treatment. This characteristic could
increase the organic matter from the PRSU if the system had been completely degraded,
while the urea treatment cannot increase the organic matter due to it does not possess the
material necessary such as the PRSU. This indicates that the PRSU may be applied in crops
involving 5 to 6 months of growing time. The PRSU would be able to maintain and increase
the soil’s organic matter, mainly providing components such as C and N, regardless of the
cultivation developed and the risks applied. With these characteristics, the PRSU would
provide, after harvest, the necessary components (from wheat gluten proteins) to benefit the
agricultural soil before the sowing of any crop. During the application of long-term nitrogen
in agricultural fields, acidification of soils is promoted, which comes to affect soil
degradation, fertility, and productivity. Furthermore, these changes has an effect on the
microbial activity which is affected by pH changes (Dai et al. 2018). However, in this study,
although there is a high nitrate content after the application of the PRSU, the latter does not
present acidification of the soil, maintaining the pH at around 7, which is optimal for the

microbial activity and the development of cereals such as wheat.
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3.2 Nitrogen losses

The measurement of NO>™ values showed results with unreliable values. It has been reported
that the oxidation of NO>™ into NOj3™ by the action of Nitrobacter is carried out rapidly.
Therefore, an accumulation of nitrites in agricultural soils is not common (Cameron et al.
2013). Fig. 2a shows NO3  and NH4" losses during the first irrigation for the three treatments
in both soil textures (ALDUS and VE). Both soils VE and ALDUS presents significative
differences between each treatment, which can be explained as due to the particle sizes are
in different in the composition in every soil texture. The nitrate leachates obtained for all
treatments from ALDUS soil presented lower values in comparison with those of VE soil
due to variation in particle size. These characteristics have an effect on the water filtration
and on the drag of nitrates, i.e., the difference in particle size gives rise to the spaces between
them; thus, at a certain depth, the leachate advances more quickly. The amounts of leachate
for 150 kg N ha'! treatments demonstrated a high value in comparison with the PRSU
treatments. Because the urea applied in a conventional manner is in direct contact with the
water, its solubility properties cause quick dissolution through the soil, while the PRSU
presented a polymeric barrier conferred by the wheat-gluten proteins that avoided the rapid
dissolution of urea into the aqueous phase. With this, the urea decreases its transport through
the system to reach the outside of the PRSU and also, it is not completely available for its
use in the nitrogen biogeochemical process in the soil. Based on these results, the efficiency
of'the PRSU to reduce nitrates losses during the first irrigation was 73.75% for VE soil, while
for ammonium, this was 63.33%. The PRSU efficiency of nitrates in ALDUS soil was
84.02%, while for ammonium, this was 24.91%. Fig. 2b presents the nitrate and ammonium
losses through leaching during the second irrigation for both soils. It can be observed that,

for 0 kg N ha! treatments, there are significant differences in the nitrate and ammonium
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losses by the soil texture effect. The 150 kg N ha! treatment did not present significant
differences in the leaching of nitrates between both soils; however, in comparison with the
first irrigation, ALDUS soil presented an increase in the amount of nitrates. This may be due
to the oxidation of nitrites into nitrates by microbial activity and also, to the environmental
conditions; i.e., nitrogen is an element that can be fixed from the atmosphere. Additionally,
the texture of ALDUS soil favors greater retention of nutrients and water because its structure
is heterogeneous compared with the VE soil. The ammonium that was leached showed
significant differences due to the effect of the agricultural soil texture. The PRSU treatment
revealed significant differences due to soil texture, in which it can be observed that the
leachate value is lower than that of the 150 kg N ha™! treatment, due to the prolonged release
effect that the system presents. This effect is caused by the polymer matrix in which the urea
molecules are trapped. The urea interactions via hydrogen bonds with the reactive groups
from the wheat gluten proteins (Castro-Enriquez et al., 2012; Barreras-Urbina et al., 2018).
Based on present results, it can be deduced that the effectiveness of the PRSU for nitrates
during the second irrigation for the soil from VE was 46.23%, while for the ammonium, this
was 100%. The PRSU efficiency of nitrates for ALDUS soil was 27.32%, while for

ammonium, this was 87.94%.

The results indicate that PRSU presented a lower amount of ammonium, and the nitrate value

was higher for both soils. In addition, the pH of the soils was maintaining at close to 7 (Tables
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1 and 2) for nitrification to take place, causing a lower amount of ammonium in the soil, and
with this, a greater amount of nitrates. When the content of ammonium was low, the
microbial activity that is related to nitrification is not affected. However, when there are high
amounts of ammonium in the soil, there is a change in pH and microbial activity such as that
of Nitrobacter is affected, an explanation reported in the scientific literature that helps

corroborate what is found in this study (Cameron et al. 2013).

Gao et al. (2015) applied a controlled release system of urea in a potato crops. Where the
authors obtained a nitrogen use efficiency (NUE) of 87.8-169.4% and 108.3-226.4%, using
polymer controlled urea (PCU) and polymer sulfur controlled urea (PSCU) systems.
However, the authors do not specify the reduction of losses in an experiment without plants
to determine the efficiency of the system in terms of reducing losses. In our study, prior to
applying it to plants, we decided to use a leaching experiment to determine, without any other
variable, the capacity of the system to reduce losses compared to the urea treatment. These
results indicated that the system has the capacity to reduce N losses. According to Shibata et
al. (2017), the term nitrogen use efficiency (NUE) may be applied to agricultural practices
including the manner of fertilization. The system applied in this research may improve the
NUE focused on the reduction of nitrogen losses. It is important to consider that the PRSU
was applied only once during the experiment. This is an advantage compared to conventional
fertilization practices. Considering that PRSU is a prolonged release fertilizer, it is desirable
that it provides the nutritional needs to the plant in a single application during the plant
growth cycle (Azeem et al. 2014). Fig. 4 presents a schematic description of N losses during
the first and second irrigations; in addition, the nitrogen cycle is provided to understand the

N-form transformation from the urea application in the soils.
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3.3 Microbiological Analysis

Figs. SA and 5B) show the microbial communities in both VE and ALDUS soils. Diverse
microbial communities were observed with fungal and bacterial colonies before and after
treatments. This may be due to the soils of Northwest Mexico, which are from arid lands and
that these types of microorganisms are characteristic, considering that the samples were from
agricultural soils. The low levels of humidity in the soil, caused by the high temperatures
during most of the year, promotes the growth of mainly fungal. However, the development
of transparent, convex, and flat colonies in both soils can be observed. Fig. SC shows the
isolated colonies described, which are similar for both soils, the latter presenting a
combination of negative and positive bacilli through Gram staining. Ashby-Mannitol Agar
is considered a specific culture medium for Azotobacter spp., which is classified as a plant
growth promoter. This is because it promotes the nitrogen fixation, the solubilization of
minerals, and phytohormone production (Bandopadhyay and Das 2017). The growth of a
strain with the similar characteristics in both soils is reasonable because the soils derive from

agricultural soils of the same region and are used for the development of crops.

CFU/g.d.s. for VE soil were 11,500 CFU/g.d.s. initially and, after the application of the
system, increased to 100,000 CFU/g.d.s, while ALDUS soil was initially 6,800 CFU/g.d.s.
and, after the application of the system, increased to 60,000 CFU/g.d.s. The variation of the

microbial communities provides by the effect of the PRSU, and it was obtained based to the
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increase of CFU/g.d.s. These results suggest that, while PRSU is in agricultural soil,
microorganisms such as Nitrobacter spp. and Azotobacter spp., among others, may be taking
advantage of the organic matter, mainly wheat gluten, in order to increase its population, in
turn intervening in the nitrification process. The results discussed in Section 3.2 are consistent
with the increase in the microbial population, considering that the populations of Nitrobacter
and Azotobacter were increased. The former was evidenced by the high content of nitrates
found after the application, and the latter, by its growth in a specific culture medium and its
characteristics. PRSU, based on the wheat-gluten and urea applied in agricultural soil, can
increase the microbial communities and effect the biochemical nitrogen process and form
metabolites, thus aiding in microorganism growth and plant nutrition. However, these tests
exhibit the effect of PRSU on microbial communities, that is, an important factor in plant

growth.

3.3.1 Fluorescence Microscopy

Figs. 6A1 and 6A2 show the fluorescent images of the PRS without urea. Clumps of
microorganisms can be observed on the surface of the system. The images show a porous
structure, while in Figs. 6B1 and 6B2, we are able to observe the pores with an increased
diameter and clumps of viable microorganisms can be observed around the pores. These
characteristics could be given the organic characteristics of the system due to its composition.
The pores on the structure facilitate water entry into the system, and the microorganisms take
advantages of the empty spaces to create suitable niches for their growth process. Also, it has
been reported that several microorganisms that are plant growth promoters require growth
under aerobic conditions (Kennedy et al. 2015). Additionally, the advantages of the increase

of this type of microorganism lies in the production of several types of nitrogenase enzymes,
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which aids in nitrogen fixation, and with this, the production of phytohormones and

necessary compounds for promoting plant growth (Setubal et al. 2009).

The PRSU effect on the microbial communities may benefit the interactions between plant
and the microorganisms. This effect provides suitable nutrition for the plant by interaction in
the mycorrhizas, which could help with the fixation of nutrients that are not easily assimilated
by the plant, also facilitating correct N nutrition from organic sources (Kuzyakov and Xu
2013). Zeng et al. (2016) reported that nitrogen fertilization affects the bacterial diversity of
the soil due to the enrichment of the soil with N, which leads to soil acidification. This causes
a change in the soil pH, which hinders for the growth of micro-organisms. However, in this
research work, we can observe the increase of nitrogen-fixing micro-organisms and plant
growth promoters, monitored by means of a specific culture medium. At the same time, we
observe that PRSU favors its growth and the amount of organic matter. Therefore, we could
assume that the PRSU, according to our results, could be of benefit to agricultural soil,

nitrogen fixation, and the microorganism-plant relationship.

3.4 PRSU Degradation Under Environmental Conditions

Fig. 7 shows the PRSU after application in both soils (VE and ALDUS). Figs. 7A1 and 7A2
present the images of the system mixed with agricultural soil, where it can be observed that
part of the system was intact after the test period. Figs. 7B1 and 7B2 show the same effect:
the system proved its capability to resist the biodegradability of the environment, i.e., it was

not completely affected by the soil environmental conditions. The degradability of the
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material could be influenced by several factors, such as soil humidity, temperature, but

mainly its biological activities (Zhou et al. 2015).

These results indicated to us that PRSU possesses the capacity to resist the environmental
conditions from the agricultural soil of the Northwest of Mexico. We could also deduce that
the PRSU could provide organic matter, and perhaps could maintain the release of urea until

the complete degradation of the material.

4. Conclusion

The application of PRSU proved to produce beneficial changes in the agricultural soils,
maintaining organic matter, increasing nitrate content without changes in the pH. In turn, it
presented beneficial changes in the microbial communities, promoting the growth of
nitrogen-fixing populations and plant growth promoters. The PRSU achieved a considerable
reduction of nitrogen losses through leaching, therefore, potential improvement to the
environment. The information obtained in this investigation can aid to promote a novel
alternative to fertilization in agricultural fields using a PRSU based on wheat gluten and urea,
which is able to maintain a balance in the agroecosystem of soils and, in turn, reduce the
contamination caused by conventional practices of nitrogen fertilization cause on the

carrying out of sustainable agronomic practices.
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Figure Captions

Randomized complete block statistical design

Treatments:

T1=PRSU (150 kg N ha'l)
T2=150 kg N ha'!

T3 = Unfertilized soil

Fig. 1. Statistical design in randomized complete block with three treatments.

137
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Leachates

Fig. 2. Leachates of nitrates and ammonium from the three fertilization treatments.
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Fig. 4. Schematic description on application of the PRSU: A) first irrigation and nutrient
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Fig. 5. Growth of the microbial communities in Ashby-Mannitol Agar: A) soil from VE, B)

soil from ALDUS, and C) similar colonies from both samples. Arrows indicate the similar

colonies.

141



Fig. 6. Fluorescent images using a magnification of 10X with DAPI stain: A1) and A2) PRS

without urea, and B1) and B2) PRSU. Arrows indicate the viable micro-organisms.
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A ' .

Fig. 7. PRSU images where the dotted red line indicates the zone of PRSU remaining after

application in both soils; ALDUS (A1 and A2) and VE (B1, B2, and B3).
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