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RESUMEN. Con el objetivo de disminuir pérdidas de nitrégeno en el suelo,
se estudio un sistema de liberacion prolongada (SLIP) de urea en polvo
encapsulada en una matriz de gluten de trigo, como alternativa sustentable
para utilizarse en la agricultura. Se caracteriz6 el SLIP con técnicas de
Microscopia Electrénica de Barrido (SEM), Espectroscopia Infrarroja por
Transformada de Fourier (FT-IR) y Termogravimetria (TGA). Posteriormente,
se evaludé una cinética de liberaciéon de la urea en agua. Se obtuvieron
estructuras muy porosas y se confirmd la existencia de interacciones a
través de enlaces de hidrogeno entre la urea y las proteinas de gluten y
se observl la estabilidad térmica del SLIP. La cinética mostré una rapida
liberacion de la urea (38%) en los primeros 10 minutos, alcanzando el
equilibrio de difusidn (86.35%) a las 36 horas, respectivamente. El SLIP de
urea posee las caracteristicas potenciales para ser utilizado como alternativa
sustentable para la agricultura.

Palabras clave: Espectroscopia, gluten de trigo, microscopia electrénica de
barrido, nitrdgeno, termogravimétrico.

ABSTRACT. With the aim of reducing nitrogen losses in the soil, a prolonged
release system (SLIP) of urea powder encapsulated in a wheat gluten matrix
was studied as a sustainable alternative for use in agriculture. SLIP was
characterized using the techniques: Scanning Electron Microscopy (SEM),
Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR) and Thermogravimetry
(TGA). Subsequently, the kinetics of urea release in water were evaluated.
Very porous structures were obtained and the existence of interactions
through hydrogen bonds between urea and gluten proteins was confirmed
and the thermal stability of SLIP was observed. The kinetics showed a
rapid release of urea (38%) in the first 10 minutes, reaching the diffusion
equilibrium (86.35%) at 36 hours, respectively. Urea SLIP has the potential
characteristics to be used as a sustainable alternative for agriculture.

Key words: Spectroscopy, wheat gluten, scanning electron microscopy,
nitrogen, thermogravimetric.
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INTRODUCCION

La urea ha sido esencial para todos los cultivos
por su alto contenido de nitrégeno (N: 46%). Este
elemento es de vital importancia en el crecimiento y
desarrollo de las plantas y necesario para obtener
rendimientos adecuados (Fageria y Baligar 2005).
Sin embargo, el nitrogeno (N) es un elemento
inestable; que se puede perder por lixiviacion y
volatilizacién antes que la planta lo absorba, lo que
reduce el potencial de rendimiento y calidad de los
cultivos (Ortiz y Venialgo 2017, Guha et al. 2020).
Asimismo, tiene un efecto contaminante, que se pro-
duce por la emisién de gases de efecto invernadero
con la liberacién del NO,, principal contaminante
antropogénico de la fertilizacién nitrogenada (Tasca
etal 2017, Wu et al. 2018).

En afios recientes, la investigacién se ha cen-
trado en mejorar la eficiencia del N en los campos
agricolas (Mukerabigwi et al. 2015). El uso de sis-
temas de liberacion prolongada (SLIP) y controlada,
se vienen desarrollando como una alternativa para
evitar las pérdidas de N en el suelo (Azeem et al.
2014). Estos sistemas SLIP son formulaciones que
contienen un nutrimento vegetal en forma tal que re-
trasa su disponibilidad para la planta después de la
aplicacion; o permite su liberacién prolongada por un
periodo de tiempo mayor que un fertilizante de rapida
disposicién como son nitrato y fosfato de amonio, en-
tre otros. Por lo que el desarrollo de fertilizantes de
urea encapsulada o recubierta con azufre, o urea con
polimeros; de liberacién ya sea lenta o prolongada,
ha tenido buenos resultados en los campos agricolas
(Yamamoto et al. 2016).

El encapsulamiento o recubrimiento es un pro-
ceso en donde pequefas particulas que contienen
un agente activo son rodeadas por un recubrimiento
para formar una capsula. Ello permite la proteccion
del agente activo contra agentes externos, ademas
de proporcionar disminucién en la tasa de liberacién
(Gamboa et al. 2011). La mayoria de los materiales
encapsulantes son polimeros organicos obtenidos a
base de subproductos agricolas como: proteinas,
almidén, celulosa y quitosano apropiados para su uso
como encapsulamiento (Dima et al. 2015). Estos ma-

teriales son 100% naturales, biodegradables, de bajo
costo y altamente disponibles; caracteristica nece-
saria para evitar la contaminacion del suelo y obtener
un sistema de liberacion a bajo costo (Blomfeldt et al.
2011).

El gluten de trigo (GT) es un polimero natural
que posee dichas caracteristicas y estd compuesto
por proteinas de bajo y alto peso molecular: gliadinas
(28 000 - 35 000 Da) y glutaminas (70 000 hasta
> 10 millones de Da) (Scherf et al. 2016). Am-
bas proteinas han sido investigadas por su uso en
la preparacion de materiales encapsulantes a na-
noescala y microescala, asi como con alto potencial
de aplicacion en la agricultura (Castro-Enriquez et
al. 2012, Barreras-Urbina et al. 2018). Por lo ante-
rior, el objetivo del estudio fue caracterizar y analizar
un sistema de liberacién prolongada de urea en polvo
como alternativa sustentable para utilizarse en la agri-
cultura.

MATERIALES Y METODOS

Disefo del SLIP de urea en polvo

Para la elaboracion del SLIP se emple6 gluten
de trigo (GT) comercial de la marca Rockette™™ y
urea (46%). EI SLIP se elabor6 de acuerdo con
la metodologia descrita por Fessi et al. (1989) y
Barreras-Urbina et al. (2018) con modificaciones
para aplicarse en polvo. Primero, se preparé urea 1
Molar (M) (60.06 g de urea en 1.0 L de agua desti-
lada) de la cual se afadi6 1.0 mL a 0.55 g de GT en
polvo. Se mezcl6 con espatula y se amas6 de forma
manual hasta formar una pasta. Posteriormente se
congeld a -50 °C en un ultracongelador y se liofilizé.
La pasta liofilizada se maceré en un mortero hasta
obtener un polvo homogéneo que se guardé a tem-
peratura ambiente hasta su caracterizacion.

Microscopia electronica de barrido

Se pes6 1.0 g del SLIP y se colocé en un
equipo de microscopia electrénica de barrido JEOL
5410 LV operado a 20 kV, para observar las estruc-
turas superficiales e internas, morfologia, porosidad,
tamario de fibras, granulos y poros.
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Anadlisis de espectroscopia infrarroja por transfor-
mada de Fourier

Se analizaron muestras de 5.0 mg del SLIP en
un equipo infrarrojo Perkin Elmer, modelo Spectrum
Two. Las corridas se realizaron entre 4000 y 500
cm~! con un accesorio de reflectancia total atenuada
(ATR) con cristal de diamante. Se observaron las es-
tructuras de los compuestos y puentes de enlaces de
hidrégeno que se formaron entre los mismos.

Analisis termogravimétrico

Se pesaron 3.0 mg de SLIP y se analizaron
en un equipo Perkin-Elmer TGA, Modelo Pyris 1, en
una atmoésfera de N con un caudal de 30 °C por
minuto hasta alcanzar los 600 °C. Posteriormente, se
midi6 la estabilidad térmica de los compuestos y la
temperatura de degradacion de los materiales utiliza-
dos en la elaboracién del SLP.

Evaluacion de la liberacion prolongada de urea en
agua

El polvo de SLIP se disolvié en un vaso de pre-
cipitado con 1.0 L de agua destilada, en pH 7, a 25
°C con agitacion magnética (IKA C-MAG HS7) a 110
rpm. La urea liberada se determiné a los siguientes
tiempos: 0, 5, 10, 20, 25, 30 y 60 min, también a las
2,4,6,8,10, 12, 24, 36, y 48 h. En cada tiempo, se
tomaron 10 uL del medio acuoso y se reemplazaron
con otros 10 uL de agua destilada de acuerdo con
Gulfam et al. (2012). En cada muestra se cuantifico
la concentracion de urea liberada en el medio con kit
de Randox (Patton y Crouch 1977), en un equipo de
espectrofotometria UV-vis, VARIAN modelo Cary 50.

El reactivo 1 (R1) se preparé anadiendo
enzima ureasa (> 5000 U L™!) y el reactivo (R1b,)
formado por los buffers fosfato (salicilato de sodio:
63.4 mmol L™!, nitroprusiato de sodio: 5.00 mmol
L=! y suero EDTA: 1.5 mmol L™!). Aleatoriamente,
se prepararon tres viales: en el primero se agregaron
1000 uL de R1 que se utilizé como testigo, en el se-
gundo 10 uL del patrén incluido en el kit mas 1000
uL de la R1 que se mezclaron para formar la mues-
tra estandar, y al tercero se le agregaron 10 uL de la
muestra con 1000 uL de R1 y se mezclaron. Los tres
viales se incubaron durante 5 min a 25 °C y después

se les anadieron 200 uL del reactivo R2 (Hipoclorito
Sédico: 18 mmol L™1). Las tres muestras obtenidas
se incubaron durante 10 min a 25 °C. Finalmente, se
midi6 la absorbancia por triplicado a cada muestra a
longitud de onda de 695 nm.

Con las absorbancias y la curva de calibracion
de la urea obtenida, se determiné la concentracién
con las que se elaboré la curva de liberacién en la
que se determiné el punto maximo de difusién de la
urea liberada en el tiempo. Los datos obtenidos se
analizaron mediante estadistica descriptiva.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvo un polvo homogéneo con tamafo
de particulas de 2 mm aproximadamente, por lo que
es viable para aplicarse como SLIP. El tamano fa-
vorece la distribucién uniforme en campo, lo que
puede maximizar la eficiencia del uso del fertilizante,
reducir el tiempo y la necesidad de energia de apli-
cacion (Rodriguez-Félix et al. 2012, D6rame-Miranda
et al. 2018). Las micrografias del GT comercial
y del SLIP se muestran en la Figura 1. Para el
SLIP se muestran ampliaciones de 350 y 750x, en
las Figuras 1b y 1c, respectivamente. En las mi-
crografias SEM de la Figura 1a se observa una es-
tructura aglomerada, no porosa y de superficie lisa,
asi como, la presencia de granulos densos y com-
pactos con estructuras irregulares. Estos se compo-
nen de granulos pequefos en su superficie, lo cual
se debe a la interaccién conformacional de las protei-
nas gluten, gluteninas y gliadinas (Robles-Garcia et
al. 2014). Con la Figura 1b, se observa la porosidad
de su superficie, que varian de 18.8 um a 187.8 um de
diametro. Estas estructuras ofrecen ventajas, debido
a que proporcionan la capacitad de liberar de forma
lenta y adecuada el fertilizante (Shi et al. 2014, Hao et
al. 2015), lo que aumenta la eficiencia del nitrégeno
y corrobora su potencial de aplicacién como SLIP en
condiciones campo (Bruinink et al. 2015, Davidov-
Pardo et al. 2015). Mientras que en las Figuras 1b y
1c, no se observa la presencia de fibras.

La espectroscopia FT-IR (Figura 2), indica un
espectro FT-IR del polvo de urea en la banda carac-
teristica del estiramiento del enlace N-H de la amida
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Figura 1. Micrografias SEM de los materiales evaluados: (a) polvo de gluten de trigo (wg), (b y c) superficie del polvo

del SLIP.
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Figura 2. Andlisis de los espectros de FT-IR de los materiales evaluados: a) urea, (b) polvo de gluten, (c) SLIP

en polvo.

primaria, la cual estd compuesta por dos picos que
corresponden a la vibraciéon del enlace N-H de la
amida primaria a 3 425 y 3 318 cm~!. Ademas, pre-
senta una banda de intensidad media a 1 676 cm~!,
que corresponde al grupo carbonilo (C = O). Para el
polvo de gluten (5b), se observé una banda de me-
dia intensidad a 3292 cm~! atribuida al estiramiento
de los enlaces O-H de los aminoacidos presentes en
las proteinas del gluten de trigo; con una banda de
intensidad media de 2 925 cm~!, que corresponde

al estiramiento del grupo - CH, -. Asimismo, otras
dos bandas de intensidades medias a ~1 635 cm™!
asociada con la vibracién de la banda frecuencia de
la amina I; esta banda esta relacionada con el esti-
ramiento vibracional del grupo carbonilo C = O, que
se observa traspalada detras de la banda. La se-
gunda banda de ~1 520 cm~! est4 relacionada con
la frecuencia vibratoria de la banda de la amina Il,
que corresponde a la deformacién del grupo N-H.
En el polvo compuesto por gluten cargado con urea
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(5¢c), se observo la banda caracteristica de una amida
primaria en la misma regién del espectro del polvo
de urea, con intensidad media de 3 428 cm~!, lo
que indica que la urea esta presente en el producto
elaborado. Ademas, se presenta una banda de inten-
sidad media correspondiente al grupo carbonilo (C =
O) de 1 671 cm™!, misma que también se observéd
en la urea y en el polvo de gluten. La descripcion de
estas bandas corresponde con los resultados repor-
tados por Castro-Enriquez et al. (2012) y Barreras-
Urbina et al. (2018), quienes evaluaron microparticu-
las de gluten cargadas con urea elaboradas con las
técnicas de electrospray y nanoprecipitacion. Tam-
bién, se observaron cambios en la posiciéon de la
banda de 5 cm~! para la urea y de 41 cm~! para
las proteinas; lo que se puede atribuir a una posible
interaccion producida por los enlaces de hidrégeno
entre el grupo amino de las proteinas y el grupo car-
bonilo de la urea y entre el grupo amino de la urea y
el grupo carbonilo de las proteinas (Irissin-Mangata et
al. 2001). Al respecto, Tapia-Hernandez et al. (2018)
reporta que hay una fuerte interaccion del enlace for-
mado por los puentes de hidrégeno de la urea y el
gluten, lo que indica que las particulas de la urea se
adhieren a las particulas del gluten, lo que permite
que la urea no se libere de forma rapida una vez en-
tre en contacto con el medio acuoso.

El analisis termogravimétrico (TGA) se mues-
tra en la Figura 3. Mientras que en la Tabla 1 se mues-
tran los porcentajes de pérdida de peso a diferentes
temperaturas de la urea, gluten y polvo SLIP. La urea
presento estabilidad a los 140°C vy, a partir de ahi
comenzd su degradacién, presentando la mayor pér-
dida de peso (77%) a los 215°C y completandose
su degradacion a los 600°C. Al respecto, Mathrmool
et al. (2014), reportan que la pérdida de peso de
la urea esta dada en tres etapas, la primera rela-
cionada con la descomposicion de la urea para pro-
ducir acido isocianico de amonio (HNCO), que va de
los 140 a los 215 0C de temperatura, siendo la mayor
pérdida de peso. Para luego evaporarse el amoniaco
y el gas causado, debido a hidrélisis del HNCO, lo
gue corresponde a la segunda pérdida de peso que
ocurre a partir de 215 a 308 0C. Para al final pro-
ducir la reaccién quimica de las materias primas, la

cual se relaciona con la dltima pérdida de peso y la
degradacion total. En el presente estudio se observo
que el GT y el SLIP comenzaron su degradacion a los
100 °C, lo que se atribuye a la primera pérdida a la
humedad, lo cual pudo estar relacionado con el pro-
ceso de secado de estas muestras antes del analisis.
El polvo de GT present6 la mayor pérdida de peso
entre 24 y 100 0C, en general la mayor pérdida de
peso de la urea fue del 7% y del SLIP de 5% en el
mismo rango de temperaturas. También se observo
que el polvo de gluten tuvo una pérdida de peso del
55% entre los 253 y 367 °C, mientras que a los 600
°C su degradacion fue del 73%. Esta pérdida puede
atribuirse a la descomposiciéon de los carbohidratos
y polisacaridos presentes en el compuesto (Li et al.
2006).

1

100

90 +

80 —+
70 4
60 —+
50
40 -

Pérdida de peso (%)

30
20

10

% T L T % T ¥ T L] T L T
0 100 200 300 400 500 600
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Figura 3: Andlisis termogravimétrico (TGA) de los materiales evaluados:
(a) urea, (b) polvo de gluten y (c) SLIP en polvo.

Tabla 1. Descripcién de la estabilidad térmica (TGA) de
los materiales evaluados: (a) urea, (b) polvo de gluten'y
(c) SLIP en polvo.

Analisis Termogravimétrico (TGA)
Muestras ~ Temperatura °C ~ Pérdida de peso %

140 - 215 77
Urea 215 - 254 85
254 - 308 95
308 - 600 100
24 -100 7
Gluten 246 - 367 55
367 - 600 73
24 -100 5
SLP 100 - 204 15
polvo 204 - 358 63
358 - 600 79
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Para el SLIP, se observo estabilidad del peso
en un 15%, al alcanzar temperaturas entre 100
y 204°C. Posteriormente, continué su degradacién
hasta en un 63% del peso entre los 204 y 358°C, y
se completa su degradacién en un 79% a los 600 °C.
Por otra parte, el 27% del peso del polvo de gluten y
el 21% del peso del polvo compuesto por gluten car-
gado con urea no se degraddé. Para el sistema en
polvo se observa que la urea comienza a degradarse
de los 204 hasta los 600 °C, en un 63% aproximada-
mente. Lo que difiere de lo reportado por Castro-
Enriquez et al. (2012), quienes observaron una pér-
dida de peso del 19%, en temperaturas entre 117 y
207 °C; atribuyéndolo a la degradacion de la urea.
Mientras que en el presente estudio se observé que
la urea comenzé su degradacioén a los 200 °C, lo que
indica mayor estabilidad del SLIP obtenido bajo altas
temperaturas.

Para la cinética de liberacion prolongada de
urea en agua (Figura 4), se observa que la liberacion
de la urea ocurre durante los primeros 60 min, con
liberacion rapida de los 5 a los 10 min del 38% de
la concentracion original, lo que puede atribuirse a
un efecto de estallido (Mulder et al. 2011). La
liberacion rapida puede deberse a las particulas de
urea que quedaron desprendidas en el polvo, de-
bido al proceso mecanico al que fue sometido, asi
como a las particulas de urea que se encuentran
sobre la superficie de la matriz polimérica que son
las primeras en liberarse al entrar en contacto con
el medio acuoso. Para continuar con una tasa de
liberacion lenta durante el transcurso del tiempo.
Resultados similares fueron obtenidos por Castro-
Enriquez et al. (2012), quienes observaron una
liberacion répida de la urea en los primeros 10 min en
membranas de GT cargadas con urea con equilibrio
de liberacion a las 5 h con un 98% de urea liberada.
La continuidad de la liberacién (Figura 4b) indica una
liberacién lenta y gradual del fertilizante con respecto
al tiempo, ocurriendo durante la primera hora una
liberacién lenta y gradual, para alcanzar el equilibrio
de fusién en un 86.35% de liberacién total a las 36
h. Al respecto, Barreras-Urbina et al. (2018) con mi-
croparticulas de proteinas de trigo y gluten solubles
en etanol, reportan una liberacién aproximada del

50% de la urea durante la primera hora y el equilibrio
de difusién a las 12 h con el 88% de la liberacién to-
tal. Sobre lo mismo Bird et al. (2002) reportan que
el equilibrio de difusion de la urea se alcanza cuando
su concentracién en el producto es igual a la concen-
tracién en el medio acuoso. En el presente estudio,
el equilibrio de difusién de la urea se alcanz6 a las
36 h, tiempo mayor a lo reportado, lo que podria pro-
porcionar una caracteristica favorable para la imple-
mentacién de este sistema en condiciones de campo.
Al respecto Azeem et al. (2014) reportan que un SLIP
de urea recubierto con azufre y urea recubierta de
cera, tuvieron una liberacién lenta y prolongada de
la urea con resultados relevantes en el rendimiento
de los cultivos evaluados, y que las combinaciones
de SLP de urea y urea convencional mejoran la efi-
ciencia del N en los cultivos y disminuyen el costo de
fertilizacion y manejo.

Se sabe que el uso del SLIP esta asociado con
el mejoramiento de las condiciones de crecimiento de
las plantas, la reduccion del estrés y la toxicidad que
resulta del exceso de abastecimiento de nutrientes
en las zonas cercanas a la raiz de las plantas. Al
respecto Trenkel (2010) reportan que al usar un SLIP
se tiene la ventaja de reducir la toxicidad causada
por las altas concentraciones de nutrientes. Lo per-
mite la aplicacion de fertilizante en mayor cantidad
en una sola aplicacion, lo que reduce la frecuencia
de aplicacion y disminuye las horas de trabajo. Asi
se disminuye el riesgo de contaminacién ambiental y
contribuye a la reduccién de la emisién de gases a la
atmésfera. Ademas de que aumenta la eficiencia en
el uso de fertilizantes (Azeem et al. 2014). El SLIP
de urea en polvo tiene caracteristicas potenciales
que pueden usarse como un sistema de liberacién
prolongada en el suelo, debido a su porosidad y las
interacciones de enlace de hidrégeno formadas entre
la urea y el gluten. Estas interacciones se confir-
maron con las determinaciones de FT-IR y TGA que
indican que el sistema de liberacién es térmicamente
estable a altas temperaturas. Ademas, la prueba de
liberacion de urea indicd su eficiencia como SLIP
en el tiempo. Por lo que su aplicacién en campo
puede producir resultados satisfactorios en cuanto al
desarrollo de los cultivos, ya que puede superar las
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Figura 4. Cinética de liberacion del SLIP en agua. A: Cinética de liberacién en minutos y B: Cinética de liberacion en horas.

expectativas en los rendimientos, mejorar la calidad AGRADECIMIENTOS
del grano, reducir las pérdidas de nutrientes y pre-
venir los dafos al medio ambiente. Al CONACYT por el apoyo econdmico, a la Uni-

versidad de Sonora, y al Departamento de Polimeros
por el apoyo brindado para desarrollar la investi-
gacién. La primera autora agradece al CONACYT por
la beca otorgada.
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