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Resumen

Los fertilizantes nitrogenados son de los insumos agricolas més utilizados, el incremento de
la poblacion y la demanda de alimentos han aumentado el rendimientos en los cultivos; con
ello, las aplicaciones de fertilizantes sin medida y en dosis mayores de lo necesario. El
objetivo de esta investigacion es reducir la aplicacion de N, como urea, utilizando un NF-UR-
HAP, elaborado mediante el método de precipitacion en medio hiumedo con HsPO. e
Ca(OH)2; vy, caracterizado mediante: DLS, AFM, FTIR, potencial z, AA y Kjeldahl;
posteriormente evaluando la efectividad en plantas de cafia de azucar en invernadero,
utilizando un DCA aplicando dosis de 25, 50 y 75% menor a la convencional, se cuantifico
N, Ca y P en hojas, MS y altura semanal. Se obtuvo el NF-UR-HAP en relacion 1:9,
concentraciones de: N 38.26%, Ca 3.73% y P 1.67%. El XRD identificé la muestra como
HAP, el FTIR mostré una banda en 1030 cm™, propio del grupo PO4*" y bandas en el NF-
UR-HAP que corresponden a los grupos: PO+*~, N-C-N, N—H, C=0 y NHp, sugiriendo la
presencia de enlace de hidrdgeno, DLS reporté tamafios promedio de 158.7 nm, IP 0.302 y
potencial z 18.8 mV, AFM determino tamafios de 107 y 117 nm y el ANOVA mostrd que no
existen diferencias significativas entre los tratamientos, concluyendo que el NF-UR-HAP al
25% (30 kg N hal), fue suficiente para el desarrollo de las plantas hasta los tres meses. Por
ello, esta investigacion constituye un aporte para la implementacion de la nanotecnologia en

la produccion de fertilizantes para la agricultura de Ecuador.

Palabras claves: AFM, cafia de azlcar, DLS, FTIR, nanofertilizantes, nanohidroxiapatita.
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Abstract

Nitrogenous fertilizers are one of the most widely used agricultural inputs, and the increase in
population and the demand for food has increased crop yields; with this, the applications of
fertilizers without measure and in doses greater than necessary. The objective of this research
is to reduce the application of Nitrogen as Urea using an NF-UR-HAP, prepared by means of
the precipitation method in a humid medium with HsPO4 and Ca(OH)., and characterized by:
DLS, AFM, FTIR, z-potential, AA and Kjeldahl; Subsequently, evaluating the effectiveness
in greenhouse sugarcane plants, using a DCA applying doses of 25, 50 and 75% lower than
the conventional one, N, Ca and P in leaves, DM and weekly height were quantified. NF-UR-
HAP was obtained in a 1:9 ratio, concentrations of: N 38.26%, Ca 3.73% and P 1.67%. The
XRD identified the sample as HAP, the FTIR showed a band at 1030 cm™, typical of the
PO4* group and bands in the NF-UR-HAP that correspond to the groups: PO4s*~ N-C-N,
N-H, C= O and NHz, suggesting the presence of hydrogen bonding, DLS reported average
sizes of 158.7 nm, IP 0.302 and z potential 18.8 mV, AFM determined sizes of 107 and 117
nm and ANOVA showed that there are no significant differences between treatments,
concluding that the NF-UR-HAP at 25% (30 kg N hal), was sufficient for the development
of the plants up to three months. Therefore, this research constitutes a contribution to the

implementation of nanotechnology in the production of fertilizers for agriculture in Ecuador.

Keywords: AFM, sugarcane, DLS, FTIR, nanofertilizers, nanohydroxyapatite
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Introduccion

Los cultivos creados por el hombre para la produccién de alimentos han aumentado en las
Gltimas décadas, debido al incremento de la poblacion, la cual se proyecta que para el 2050
sera de 9700 millones (Andrade, 2016). Los suelos agricolas, por lo general, no poseen las
cantidades suficientes de nutrientes necesarios para el desarrollo y buen rendimiento de las
plantas; por esta razon, es imprescindible la aplicacion de fertilizantes adecuados, que sean
capaces de aportar los requerimientos nutricionales que exigen los cultivos (Saleem et
al.,2014).

El nitrégeno (N) es uno de los nutrientes principales que toda planta necesita para crecer en
Optimas condiciones. Se considera como el tercer factor en importancia para la produccion de
alimentos procedentes de la agricultura, después del agua y la temperatura. Por otro lado,
aplicaciones de fertilizantes nitrogenados en exceso, junto con malas practicas agricolas,
generan pérdidas considerables de nitrogeno (Morales-Morales et al., 2019; Yang et al.,
2020). Varios estudios consideran que podria llegar a perderse entre el 40 a 70% del

nitrégeno presente en el fertilizante (Panpatte & Jhala, 2019).

La falta de respuesta de los cultivos a la fertilizacion nitrogenada se debe a factores como:
momento y forma de aplicacion, tipo de fertilizante, la disponibilidad inicial presente
naturalmente en el suelo y la humedad. Las pérdidas méas grandes de nitrégeno son a causa de
la desnitrificacion (transformacion del nitrato (NO3’) a 6xido nitroso (N20) y Oxido nitrico
(NO)), la volatilizacion (evaporacion del amoniaco NHs de la solucion del suelo) y la
lixiviacion (filtracion del NOs™ hacia el subsuelo por flujos de agua, sin ser aprovechado por

la planta) (Morales-Morales et al., 2019).

Actualmente se ha empezado a desarrollar la nanotecnologia en la agricultura, aspirando
obtener beneficios que potencien a la agroindustria, considerando que los nanomateriales
poseen tamarios de entre 1 a 100 nm; y que estos tamafios reducidos brindan propiedades
beneficiosas Unicas, que los materiales con mayor tamafio no son capaces de igualar. Sin
embargo, las aplicaciones de la nanotecnologia en el sector agricola todavia estan poco
desarrolladas (Rai et al., 2015).

En el presente trabajo de investigacion se elabora y caracteriza un nanofertilizante
nitrogenado compuesto de urea-hidroxiapatita (NF-UR-HAP), siguiendo la metodologia

planteada por Kottegoda et al. (2017) y Tarafder et al. (2020). Se utiliza el método de
1
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precipitacién en medio himedo con acido fosférico (HsPO.) e hidroxido de calcio (Ca (OH).)
para obtener una suspension coloidal, en la cual se determina el tamafio hidrodinamico de las
particulas y el potencial z, mediante dispersion dinamica de luz (DLS); la concentracion de
nitrégeno (N) utilizando el método Kjeldahl; y, las concentraciones de calcio (Ca) y fosforo
(P) mediante Espectrofotometria de absorcion atomica (AA). El secado de la suspension se
realiza a una temperatura de 60°C y posteriormente se tritura en un mortero; para poder asi,
determinar el tamafio de particula mediante Microscopia de Fuerza Atdmica (AFM) y obtener
el espectro infrarrojo del material utilizando Espectroscopia de Infrarrojos por Transformada
de Fourier (FTIR).

El objetivo de este trabajo es reducir las dosis de nitrégeno aplicado en forma de urea a los
cultivos, mediante el uso del NF-UR-HAP, aplicando dosis de 25, 50 y 75%menor a la dosis
de urea convencional. Se efectué un experimento en invernadero con plantas de cafia de
azucar (Saccharum officinarum), comparando la fertilizacion realizada con urea en dosis
normal con las tres dosis del NF-UR-HAP mencionadas anteriormente. Se utilizé un
experimento con cuatro tratamientos y ocho repeticiones, en un disefio completamente al azar
(DCA). La evaluacion del NF-UR-HAP se llevé a cabo midiendo la absorcion de N, Py Ca a
los tres meses de edad de las plantas.
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Capitulo I: El problema de la investigacion
1.1 Planteamiento del problema

Los fertilizantes nitrogenados son muy utilizados a nivel mundial, aumentando su consumo
desde los 108.2 millones de toneladas en 2011 a 116.0 millones en 2018, correspondiendo el
50% Asia, 16% Estados Unidos, 13% América Latina, 13% Europa, 7% Africa'y 1% Oceania
(Morales-Morales et al., 2019).

Ecuador es un pais donde la agricultura tiene gran importancia a nivel social y econémico.
Los principales productos cultivados son arroz, cacao, banano y cafia de azlcar, siendo la
exportacion del banano y cacao las mas importantes para el desarrollo econdémico del pais. El
costo promedio que genera el uso de fertilizantes corresponde al 22% de la produccion del
agricultor, a pesar de que la agricultura sea considerada importante para la economia del pais.

Ecuador histéricamente es importador de fertilizantes por no contar con la materia prima ni la

tecnologia necesaria para producirlos (Coba, 2018).

En agricultura, el tipo de fertilizante nitrogenado que se elija usar puede generar, en mayor o
menor medida: contaminaciéon de la atmosfera, debido a la emisién del N2O y NO como
gases de efecto invernadero, por la desnitrificacion y la volatilizacion del NHs;
contaminacion de las aguas superficiales y subterraneas, por lixiviacion del NOgz;

acidificacion de los suelos y pérdidas econdmicas (Chien et al.,2009; Avalos & Castro 2017).

Entre el 2013 y 2017 las importaciones de fertilizantes nitrogenados en Ecuador
constituyeron el 45.2 % del total de importaciones nacionales de fertilizantes (Coba, 2018).
La urea, debido a su alto contenido en nitrégeno (46%), es el fertilizante més utilizado a nivel
mundial y es altamente soluble; por lo tanto, las pérdidas por desnitrificacion, volatilizaciéon y
lixiviacion son significativas (Morales-Morales et al., 2019). En ese sentido, el uso excesivo
de urea en los suelos, combinado con las malas préacticas agricolas y el aporte de lluvias y
riego, produce contaminacion del suelo, la atmosfera y, aguas superficiales y subterraneas
(Saleem et al., 2014).

La cantidad de urea que se utiliza como fertilizante en el suelo puede reducirse con el manejo

adecuado; esto es: usar el fertilizante apropiado, la dosis correcta, en el momento y el lugar
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adecuados, de acuerdo con el Modelo 4R para el correcto manejo de fertilizantes (Bruulsema,
2013).

Como alternativa para mejorar el rendimiento de los fertilizantes se han desarrollado varios
estudios que incursionan en la nanotecnologia, basandose en la optimizacion del nutriente y
minimizacion de las pérdidas. Las nanoparticulas (NPs) debido a su reducido tamafio (< 100
nm), poseen caracteristicas diferentes al material con tamafio superior. Dichas propiedades,
tales como: mayor reactividad y superficie, aumento en la capacidad de penetracion en las
plantas y alta aglomeracion, hacen que los fertilizantes aumenten su asimilacion, traslocacion
y acumulacién, mejorando el suministro de nutrientes, controlando la patogenicidad y
aumentando la capacidad fotosintética y la tasa de germinacion (Hakeem & Pirzadah, 2020;
Ghorbanpour et al., 2020).

En la actualidad hay una fuerte tendencia a investigaciones sobre la incursion de la
nanotecnologia en la agricultura, con la finalidad de mejorar la absorcion de los nutrientes en
las plantas. Para reducir la aplicacion de urea en suelos agricolas se propone utilizar la
nanotecnologia en la elaboracion de un fertilizante nitrogenado mas eficiente, que pueda ser
absorbido por las plantas en mayor cantidad, en menor tiempo y que disminuya las pérdidas

de nitrogeno.

1.2 Delimitacion del problema

Con el propdsito de reducir las pérdidas de nitrdgeno que se aplica en forma de urea a los
cultivos, se incursiona en la nanotecnologia. En ese sentido, al considerar el tamafio
nanomeétrico de las particulas, varios estudios han demostrado que las plantas son capaces de
absorber los nutrientes en forma mas eficiente, reduciendo asi las dosis necesarias para un
buen desarrollo del cultivo, y disminuir las pérdidas ocasionadas por desnitrificacion,

lixiviacion y volatilizacion Kottegoda et al. (2017) y Tarafder et al. (2020).

El uso de un nanofertilizante elaborado serd evaluado en un cultivo de cafia de azlcar. Las
variables a estudiar son: absorcién de nitrégeno, calcio y fdsforo, altura de las plantas y
materia seca (MS). El ensayo se desarrollara en un invernadero hasta los tres meses de edad

del cultivo.
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1.3 Planteamiento de la hipétesis

El uso de un nanofertilizante nitrogenado compuesto por urea y nanohidroxiapatita, que se
aplica en dosis reducidas de nitrogeno, puede ser més eficiente que la fertilizacion con urea

en la dosis tradicional.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo General

Reducir la dosis de nitrogeno que se aplica en forma de urea a los cultivos utilizando un
nanofertilizante compuesto de urea-nanohidroxiapatita, elaborado mediante el método de

precipitacion en medio humedo con éacido fosférico (HsPOs) e hidroxido de calcio (Ca(OH)z2).

1.4.2 Objetivos Especificos

» Elaborar el fertilizante nitrogenado formado a base de nanohidroxiapatita con urea
utilizando el método de precipitacion en medio humedo.

» Caracterizar el nanofertilizante obtenido, determinando el tamafio hidrodindmico de
las particulas mediante dispersién dindmica de luz (DLS) y microscopia de fuerza
atdbmica (AFM); determinacion del potencial z; identificacion de grupos funcionales
mediante espectroscopia de infrarroja por transformada de Fourier (FTIR);
determinacion de calcio (Ca) y fosforo (P) por espectrofotometria de absorcion

atdbmica (AA); y, cuantificacion de nitrogeno (N) mediante el método Kjeldahl.

> Evaluar la absorcion de nitrégeno en plantas de cafia de azlcar dentro de un
invernadero, comparando la fertilizacion realizada con urea en dosis normal frente al

nanofertilizante elaborado aplicado con dosis reducidas.
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1.5 Justificacion

La poblacion mundial crece cada vez mas, se estima que el incremento es casi 84 millones al
afo, y el alimento que se debe proveer cada dia corresponde a una ciudad de 240.000
habitantes. La necesidad de producir mas, en la antigliedad se conseguia ampliando la
superficie de tierras sembradas. Actualmente, al no contar con el espacio suficiente, se busca
incrementar los rendimientos por hectéarea cultivada, y para conseguirlo es necesario agregar

al suelo los nutrientes mediante la aplicacion de fertilizantes adecuados (Andreu et al., 2006).

El nitrogeno es esencial para el desarrollo de las plantas, esta presente en cada una de las
células y entre sus principales funciones se encuentran la sintesis de la clorofila y la
produccién de aminoacidos y proteinas (INPOFOS, 1997). El nitrégeno inorganico en forma
de amonio (NH4") y nitrato (NO3") es el que se encuentra disponible para las plantas y esta
presente en los suelos agricolas en cantidades limitadas, y aunque también se encuentre en su
forma orgéanica, este no es asimilable por las plantas (Usabiaga et al., 2005). Debido a la
necesidad del nitrogeno para el buen desarrollo de los cultivos y las cantidades insuficientes

en su forma asimilable natural, es imprescindible realizar una fertilizacion nitrogenada.

Existen diferentes fuentes de nitrégeno en la actualidad, siendo la urea la forma mas utilizada
alrededor del mundo debido a su alto contenido de N (46 %) vy, a la facilidad de transporte y
aplicacién. Esto hace que se incremente el costo de produccion por parte del agricultor, sobre
todo cuando las cantidades aplicadas exceden lo que las plantas necesitan para tener buenos

rendimientos.

La nanotecnologia en el desarrollo de fertilizantes desempefia un papel importante al
aumentar la eficiencia del nutriente mediante su liberacion controlada en funcion de las
necesidades de las plantas, mejora la calidad del suelo y aminora la cantidad del producto

quimico utilizado, reduciendo los costos y la contaminacién ambiental.

El presente trabajo de investigacion busca reducir la cantidad de urea aplicada en los suelos
agricolas, por lo que propone elaborar un nanofertilizante que aumente la disponibilidad del
nutriente y la penetracion en las raices, lo que permite una mejor absorcién y translocacion en

el sistema de las plantas.
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Capitulo I1: Marco teorico
2.1 La agricultura

Para varios paises, la agricultura ha sido uno de los pilares de su economia. Se estima que el
70% de la poblacién rural en el mundo tiene a la agricultura como su Unica fuente de
ingresos. Esto obliga a los gobernantes a establecer planes y programas para suministrar los
alimentos necesarios a sus poblaciones y generar ingresos para los ciudadanos que dependen
directa o indirectamente de la agricultura, realizando labores como preparacion del terreno,

siembra, manejo del cultivo, cosecha y comercializacién (Borja & Valdivia, 2015).

La agricultura que se practicaba hace 200 afios era poco eficiente debido a que se basaba en
practicas como labranza, encalado y el uso de fertilizantes quimicos, principalmente el
Nitrogeno; contribuyendo de esta manera a la descomposicion més rapida de la materia
organica, creando no solamente capas duras (hardpans), también contribuyen a la
compactacion general de los suelos (Royo & Bernardo, 2004). Actualmente la agricultura
enfrenta el reto de mantener y mejorar las tasas de incremento de la productividad, las cuales
varian entre paises y tipos de agricultura (Diaz et al., 2017).

2.1.1 Revolucién verde

A mediados del siglo XVIII inici6 la revolucion industrial, consistio en la transicion de una
economia agraria y artesana a otra industrial y mecanizada con la utilizacion de nuevas
formas de energia como el carbon, de la méaquina a vapor y de nuevos materiales como el
acero. La superficie total cultivada en el mundo podria considerarse estable a partir de 1960.
Sin embargo, la agricultura se ha incrementado progresivamente en las Gltimas cinco décadas,
principalmente por el aumento en los rendimientos por unidad de superficie como

consecuencia del proceso denominado “Revolucion Verde” (Andrade, 2016).

La Revolucion Verde innovo la forma de cultivar la tierra, principalmente: en la
disponibilidad de fertilizante nitrogenado mas barato, cultivos con mayor rendimiento,
genéticamente modificados para crear resistencia a enfermedades o mejorar caracteristicas
morfoldgicas de las plantas y en el desarrollo de nuevos herbicidas. Durante este periodo la

poblacion mundial aumento 2.3 veces, pero, la produccién de alimentos se triplico, y los tres
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principales cultivos de la humanidad (trigo, maiz y arroz) crecieron méas de tres veces en los
altimos 52 afios, mayormente por el incremento en los rendimientos de produccion por
unidad de superficie (Andrade, 2016).

2.1.2 Manejo de la fertilidad del suelo

Los suelos agricolas deben brindar las condiciones que necesitan las plantas para poder
desarrollarse adecuadamente. Por ello, existen factores externos entre el suelo y las plantas
que controlan el crecimiento, como: aire, temperatura, luz, nutrientes y agua. Las plantas
dependen del suelo para obtener cualquiera de ellos, con excepcidon de la luz, y cada uno de
estos factores interacttan uno con el otro afectando para bien o para mal el crecimiento de las
plantas (INPOFQOS, 1997).

La disponibilidad de nutrientes y el crecimiento radicular estan influenciados por el balance
que existe entre el suelo con el agua, la temperatura y el aire presente en el suelo. En el caso
del crecimiento radicular es necesario fertilizar al suelo para aumentar su productividad, pero,
si no se realiza adecuadamente, o no se consideran otros factores como: mal drenaje, insectos,
sequia, entre otros, no se lograra obtener suelos productivos; aunque estén fertilizados. En
este caso, la cantidad de fertilizantes que se aplica al suelo no es aprovechada en su totalidad
por las plantas, algunos nutrientes pueden perderse por lixiviacién y erosion, otros como el
fésforo (P) y el potasio (K) pueden quedar retenidos por arcillas del suelo o la materia
organica (M.O), que junto con los microorganismos propios del suelo retienen nutrientes que
luego van liberando poco a poco (INPOFOS, 1997). Sin embargo, el balance no es estable y
esta es la razén por la cual es esencial entender los principios de la fertilidad del suelo para la
produccion eficiente de cultivos y la proteccion ambiental.

2.2 Nitrégeno

El nitrégeno (N) es un elemento quimico ubicado al inicio del grupo 15 de la tabla periddica,
es el Unico integrante del grupo que en su forma natural existe como molécula diatomica
gaseosa (N2), conforma el 78% del total del aire en la atmosfera; debido ello la forma de
obtencion a gran escala es por destilacion del aire liquido. A pesar de estar presente en un

gran numero de compuestos, su forma diatomica N-N requiere un nivel alto de energia para
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romper su enlace, solo pocos agentes reductores son capaces de transferir electrones a la
molécula a temperatura ambiente. La poca reactividad del N2 se debe a la resistencia del
enlace N-N, una baja polarizabilidad y la diferencia energética que existe entre el HOMO y
LUMO en el N2, formando una molécula resistente a la transferencia de electrones (Atkins et
al., 2008).

El N es considerado uno de los nutrientes mas necesarios en las funciones bioldgicas de todos
los seres vivos, formando parte estructural de la pared celular y de macromoléculas como
aminoacidos, proteinas, enzimas, vitaminas, hormonas y acidos nucleicos. En las plantas, una
de sus principales funciones es la sintesis de la clorofila y la estimulacion del desarrollo y
actividad radicular, debido a ello esta catalogado como uno de los macronutrientes mas
esenciales en el desarrollo y buen rendimiento de los cultivos (INPOFOS, 1997; Palma &
Segat, 2000; Perdomo et al., 2003).

El proceso de activacion de nitrdgeno requiere alta temperatura y presion que lo encarecen,
comercialmente la transformacion del N> a amoniaco NH4* ( ingrediente principal de los
fertilizantes) se conoce como proceso Haber, el cual consiste en la combinacién del Ho y N2 a
presion y temperatura elevadas sobre un catalizador de hierro. Un método méas econémico
para la octencion de nitrégeno activo, aliviaria de gran manera la economia, particularmente
al sector agricola. La forma en la aque el nitrégeno atmosferico logra fijarse en el suelo es a
través de su conversion catalitica a NH4* mediante la intervencion de la enzima nitrogenasa;
en este proceso, que ocurre a temperatura ambiente, intervienen bacterias fijadoras de

nitrégeno que se encuentras en los nddulos de las raices de leguminosas (Atkins et al., 2008).
2.2.1 Ciclo del nitrégeno

El nitr6geno presente en la tierra esta sujeto a una serie de transformaciones en sus diferentes
estados de oxidacion, estando mayoritariamente en su forma organica y diatdbmica gaseosa;
las cuales son menos reactivas, por lo que es necesaria su trasformacién a su forma
inorganica. Todas las trasformaciones son procesos en los que intervienen reacciones
quimicas, enzimaticas y bioldgicas; al conjunto de todos estos procesos y sus interacciones se

conoce como ciclo del nitrégeno (figura 1) (Palma & Segat, 2000; Castellanos et al., 2005).
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Las formas en las que se encuentra al nitrégeno en la atmosfera son: como gas diatomico (N2)

y en menor cantidad como oxido nitroso (N20), 0xido nitrico (NO), dioxido de nitrogeno
(NO2) y amoniaco (NHs). En el suelo se produce la fijacion biologica e industrial,
produciéndose todas las reacciones que transforman al nitrogeno en forma de amonio (NH4"),
nitrito (NO2") y nitrato (NOz"), para finamente transformarse a su forma orgénica y gaseosa, y

asi, empezar nuevamente el ciclo (Palma & Segat, 2000; Castellanos et al., 2005).

/ 3 p
&
e
Fijacion industrial Nitrégeno atmosférico Fijacion bioldgica
N2
A
{ Volatilizacién (NH3) } \ ”
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; | *
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Sulfato de amonio —» Mineralizacion
Nitrato de amonio Bacterla:
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Descomposicion

Figura 1. Procesos de transformaciones del nitrégeno en el suelo (Ciclo del
nitrégeno). Modificado de Palma & Segat, 2000; Perdomo et al., 2003;
Castellanos et al., 2005.

2.2.2 Fuentes de nitrogeno y su disponibilidad en los cultivos

Las principales fuentes de nitrégeno presentes en el planeta son la atmdsfera, las rocas igneas
de la corteza terrestre y formando parte de la materia organica del suelo. De cualquier fuente
natural el nitrégeno no se encuentra en forma disponible para que las plantas puedan
asimilarlo como nutriente, por lo menos de forma inmediata, el 98% del total presente en el
suelo se encuentra como N organico. En una hectarea de suelo puede estar presente unas

300.000 toneladas de nitrégeno en forma de proteinas, aminoacidos, azucares aminados,
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donde, entre el 70 y 75% de nitrdgeno organico se encuentra formando estructuras complejas
que aun no se han logrado identificar (Perdomo et al., 2003). La mayoria de las plantas
asimilan el nitrgeno en forma de amonio (NH4") o nitrato (NOs’), excepto las leguminosas

que tienen la capacidad de captar N2 de la atmosfera (Perdomo et al., 2003).
2.2.3 Pérdidas de nitrégeno

Las pérdidas restan eficiencia a la absorcion del nitrégeno aplicado como fertilizante; su
rendimiento, asi como la eficiencia de uso del N (EUN), entre otras consecuencias esta la
contaminacion del agua y atmosfera debido a los compuestos nitrogenados que pueden llegar
a formarse. Los procesos en los cuales se dan lugar se conocen como desnitrificacion,

volatilizacion y lixiviacion (Castellanos et al., 2005; Barbieri et al., 2010).
Desnitrificacion

Es un proceso de reduccién bioquimico que tiene origen en el suelo, en donde intervienen
microorganismos anaerobios facultativos que pertenecen a los géneros Bacillus y
Pseudomonas. Como se muestra en la ecuacion 1, el NOs™ en su estado de oxidacion (+5) es
reducido a N2 en estado de oxidacion (0), de esta forma se pierde nitrogeno al ser devuelto
del suelo hacia la atmosfera mediante el proceso de volatilizacion (Palma & Segat, 2000;
Perdomo et al., 2003).

N03_ — NOZ_ — No{gas} — Nzo{gas} — Nz{gas} (Ecu. 1)

(+5) (+3) (+2) (+1) ()
Durante el proceso se forma mayoritariamente N2, pero, también se producen en menor
cantidad N.O y pequefias trazas NO (Perdomo et al., 2003). EI NO a pesar de ser poco
reactivo es oxidado por el ozono (Oz) de forma lenta pero constante, formandose asi el NO,
contribuyendo de esta manera a la formacion del Oz a nivel del suelo o troposférico,

considerado como un gas de efecto invernadero (Palma & Segat, 2000; Mifiarro, 2009).

Las condiciones que favorecen este proceso son un pH del suelo neutro o ligeramente

alcalino, temperatura de 25°C, ausencia de oxigeno, la presencia del NOs™ junto con sustratos
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carbonados y los microrganismos que intervienen. Bajo estas condiciones se han estimado
pérdidas de 0,1- 0,2 kg N ha* dia* (Palma & Segat, 2000).

Volatilizacion

Es un proceso en el cual el nitrégeno presente en el suelo se pierde al ser devuelto a la
atmosfera en forma de gas NHs, que se produce durante la mineralizacion del fertilizante, o
transformando el NH4*; presente en la solucion del suelo, en medio alcalino pasa a formar

NHs, como se muestra en la ecuacion 2 (Palma & Segat, 2000; Barbieri et al., 2010).

NH,OH — NH; + OH~ — NH} + H* (Ecu. 2)

Durante la desnitrificacion también se produce el fenomeno de la volatilizacion como se
indica en la ecu. 1. Estudios han demostrado que las pérdidas de nitrégeno por volatilizacion
pueden alcanzar entre el 15 al 40% del total contenido en el fertilizante, siendo la urea el mas
afectado en este proceso, debido a que, durante su hidrolisis, catalizada por la ureasa, como
producto final se obtiene NH3 (Palma & Segat, 2000; Barbieri et al., 2010).

Para que se produzca en mayor o menor medida la volatilizacion, dependera de factores
ambientales(humedad, temperatura y viento), caracteristicas del suelo (pH, capacidad buffer,
capacidad de intercambio cationico, materia organica,) tipo de cultivo, los residuos que

produzca y finalmente el tipo de fertilizante utilizado (Barbieri et al., 2010).

Lixiviacion

También se lo conoce como lavado debido a que se produce mayormente en condiciones de
exceso de agua, ya sea por lluvias o por el riego (Perdomo et al., 2003). EI NOs™ al tener
carga negativa, no es retenido por las arcillas y la materia organica presentes en el suelo, se

disuelve facilmente, por esta razén el agua que entra al suelo, desplazando a la que ya se

encuentra, lo arrastra hacia los horizontes inferiores (Palma & Segat, 2000).

Existen factores que promueven el fendmeno de lixiviacion, como: la textura y la capacidad
de intercambio catidnico del suelo, el volumen de la solucion de suelo drenado, la dosis y tipo

de fertilizante, tipo de cultivo, la microflora del suelo, las condiciones ambientales
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(temperatura del suelo, humedad y aireacion) y las fases fenoldgicas de las plantas (Oliveira
et al., 2002; Morales-Morales et al., 2019). La aplicacion en exceso de fertilizantes aumenta
la cantidad de NOs" lixiviado, produciendo contaminacion del agua superficial y subterranea
(Estrada-Botello et al., 2007). Segun TULAS/TULSMA (2003-2015), el limite permisible de
NOz™ que Ecuador tiene como norma de calidad ambiental y de descarga de efluentes de agua
esde 10 mg L™

2.2.4 Fertilizacion nitrogenada en cafia de azUcar

La cafia de azlcar es un cultivo de tipo fisiologico C4, que se caracterizan por hacer mas
eficiente la fijacion del carbono durante la fotosintesis, suelen desarrollarse en regiones aridas
0 semi-aridas (Cabrera & Zuaznabar, 2010). Su producto principal es el azlcar de mesa,
aunque es materia prima principal en la elaboracion de etanol (Zufiga & Gandini, 2013;

Moreno-Secefia et al., 2016).

Es un cultivo que demanda varios insumos, entre los cuales los fertilizantes nitrogenados son
unos de los que tienen mayor importancia; por lo que, en ocasiones el uso excesivo
acompafiado de un manejo inadecuado ocasiona altas pérdidas del nutriente, asi como
contaminacion ambiental (Moreno-Secefia et al., 2016). La dosis de nitrégeno necesaria en
un cultivo de cafia de azlcar dependera de la variedad, asi como de las caracteristicas del
suelo, el clima, los factores bioticos y las précticas agricolas utilizadas. Si el nutriente no es
aplicado en cantidades necesarias los rendimientos disminuyen, y si se aplica en exceso
disminuye el contenido de sacarosa en los tallos, por lo que la dosis, el tiempo y la forma

correcta de aplicarlo es de suma importancia (Ruiz et al., 2014).

2.3 Urea

Es un compuesto organico que se produce en forma sintética a gran escala para ser usado
como fertilizante nitrogenado, siendo el de mayor importancia y el més utilizado a nivel
mundial, debido a que es el que contiene mayor cantidad de nitrégeno (46 %), bajo costo del
producto y de transporte por unidad de N, manejo seguro y puede ser utilizado en suelos

neutros o ligeramente alcalinos (Perdomo et al., 2003).
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Es bastante soluble en agua (108 g 100 mIt a 20°C); por lo tanto, puede ser disuelto en el
agua de riego o aplicarse en forma foliar debido a que se absorbe rapidamente por las hojas.
Cuando se aplica al suelo es hidrolizada por una enzima (ureasa) presente naturalmente en el
suelo, formando carbonato de amonio (CO3(NH4)2) (ecuacion 3), una molécula bastante
inestable que se descompone rapidamente de acuerdo con la ecuacién 4. El producto final de
estas dos reacciones es el NHs, dando origen a las pérdidas por volatilizacion de este

compuesto presente en la superficie (Perdomo et al., 2003; Morales-Morales et al., 2019).

CO(NH2)2 +2H20 — CO3(NH4)2 (Ecu. 3)
CO3(NH4)2+ H2O — CO2+ 2 NHas++ 2 OH- (Ecu. 4)

2.3.1 Produccion de urea

Es un proceso en el cual se hace reaccionar NHz con didxido de carbono CO> utilizando un
catalizador a temperatura entre 170 y 210 °C y presion entre 170 y 400 atmosferas; como se
muestra en la Figura 2 (Morales-Morales et al., 2019). Las reacciones que se producen se

muestran en las ecuaciones 5y 6:

2NHs + CO2+ H20 — (NH4)2 COs (Ecu. 5)
(NHa)2 CO3 — (NH2)2 CO + 2H20 (Ecu. 6)
NH;
CO.
NH; y €Oy, recirculacién (gas)
!
Reactor E@ T

Catalizador

Despojador

de gases

\ Vilvula de expansién l

Disolucién de urea + Urea en
carbamato de amonio disolucion

Figura 2. Proceso de elaboracion de urea. Modificado de Morales-Morales et al.,
2019.
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2.3.2 Importaciones de urea en Ecuador

La urea es el fertilizante nitrogenado maés utilizado en Ecuador. Debido a que no existe
produccidn nacional se hace necesaria la importacion de paises productores, entre los que se
encuentran: Rusia, China, Estonia, Paises Bajos y Chile (OEC, 2019). Con respecto a las
empresas importadoras exixten 49 que se han dedicado a esta actividad. En el Cuadro 1 se
muestran las empresas que participaron en la importacion de urea durante el afio 2015, junto

con el porcentaje de participacion (Sanchez , 2020).

Cuadro 1.  Distribucién de las importaciones de urea por empresa, Ecuador- 2015.

Empresas Importacién de urea
Unidad nacional de almacenamiento 26%
Fertisa S.A. 17%
Delcorp S.A. 12%
Agripac S.A. 11%
Banco Nacional de fomento 10%
Fertilizante del Pacifico S. A 9%
Banco del Pacifico C. A 6%
Fermagri S.A. 4%
Quimasa S.A. 3%
Interquimec 2%

Modificado de Sanchez , 2020.

2.4 Hidroxiapatita

La hidroxiapatita (HAP) se encuentra naturalmente en la dentadura y huesos de animales y
seres humanos, conformando entre el 65 y 70% de la parte inorganica total del cuerpo
humano, dando la caracteristica de dureza a estos materiales (Marin, 2018; Valdivieso, 2020).
Existen varios métodos para producir hidroxiapatita sintética, su elaboracion ha sido de gran
interés debido a que tiene excelente biocompatibilidad y actividad bioldgica y se utiliza en
biomedicina para la construccion de huesos y placas dentales, siendo una excelente
alternativa ya que los tejidos 6seos artificiales no han podido igualar a los naturales (Tampieri
et al, 2003; Nayak, 2010; Jin et al., 2015).

2.4.1 Composicion
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La HAP es un mineral que pertenece al grupo de los fosfatos de calcio, su formula es: Caio
(POs)s (OH)2), tedricamente compuesta por 39.89% de Calcio, 18.50% fosforo, 41.41%
oxigeno y 0.20% de hidrégeno; con una relacion molar Ca/P de 1.67 (Ferraz et al., 2004), que
dependerd del método de sintesis utilizado, el pH en el proceso de precipitacion y la
temperatura de reaccién (Rivera et al., 2010). Como se muestra en la Figura 3, puede
presentar en su estructura sitios acidos y basicos, tipo Lewis o Brgnsted, lo que dependera de

la relacion molar Ca/P que posea la hidroxiapatita (Valdivieso, 2020).

Sitio bésico de
fuerza intermedia

Sitio 4cidos de
fuerza débil

Sitio basicoss de

@ - fuerza fuerte
& r OH

Figura 3. Estructura cristalina de la Hidroxiapatita. Aportado por Valdivieso, 2020.
2.4.2 Sintesis

Existen varios métodos que se han estudiado para la sintesis de hidroxiapatita, algunos mas
sensibles a los cambios de pH, temperatura y velocidad de reaccion. Entre todos los métodos
el mas utilizado es el de precipitacion quimica, debido a que es el mas sencillo y econémico
(\Valdivieso, 2020); y, el método hidrotermal que ha reportado la mejor repetibilidad (Gémez,

2018). A continuacion, una breve descripcion de cada uno de los métodos.
Sintesis humeda

Tiene mayor uniformidad en el tamafio de particula y existe menos probabilidad de
contaminacion del material (Gomez, 2018). Entre la sintesis himeda se utilizan métodos

como:
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Sintesis Hidrotérmica: Se utilizan disoluciones que se someten a temperaturas entre 140 y

500 °C. La temperatura es un parametro que al superar los 60°C se obtiene particulas
policristalinas, pero con variabilidad de tamafio y morfologia, obteniendo cristales

macromeétricos deformes y poco uniformes (Nayak, 2010; Gémez, 2018).

Sintesis por Precipitacion: Un método econémico y sencillo, por lo que es uno de los mas

estudiados. Generalmente se hacen reaccionar una disolucion de acido fosforico (HsPO4) con
una suspension de hidroxido de calcio (Ca (OH)2), con agitacion constante y control de

temperatura, no mayor de 60°C y pH entre 10 y 12 (ecuacion 7) (Ferraz et al., 2004).
10Ca (OH)2 + 6H3PO4 — Cai10(PO4)6(OH)2 + 18H20 (Ecu. 7)

Otros compuestos en disolucion que se pueden utilizar en este método son: Nitrato de calcio
tetrahidratado ((CaNOQ3)2.4H20), fosfato Mono 4acido de diamonio ((NH4):HPQ.) y el
hidréxido de amonio (NH4OH) (ecuacion 8) (Garcia et al., 2006).

10(CaNOs3)2.4H20 + 6(NH4)2HPO4 + 8NH4OH — Ca10(PO4)s(OH)2 + 20NHsNO3 +
46H20 (Ecu. 8)

Sintesis Sol-Gel: Existe un control en el tamafio de poros, las desventajas de este método son

su costo, heterogeneidad en el tamafio de particulas y control estricto durante el proceso. La
temperatura tiene bastante importancia favoreciendo el proceso de gelificacion, las cuales

pueden ser entre 80 y 1200 °C, dependiendo de los reactivos utilizados (Ferraz et al., 2004).
Sintesis quimica seca

Se utiliza en la produccion a mayor escala de HAP, dando como resultados tamafios méas
grande y con mayor uniformidad (Gomez, 2018). En este caso se utilizan dos métodos que

son:

Sintesis en estado sélido: Se mezclan los reactivos en un mortero, que pueden ser nitrato de
calcio tetrahidratado ((CaNO3)2.4H20), fosfato diamdnico ((NH4)2HPO4), carbonato de calcio

(CaC03) y fosfato dicalcico Cas(POa)2; posteriormente la mezcla es sometida a altas

temperaturas para obtener HAP cristalina (Gémez, 2018).

Sintesis_ guimico-mecanica: Pueden ser utilizadas las mismas fuentes de Ca y P que en la

sintesis solida. En este caso se realiza un proceso de molienda seca o hiumeda, utilizando un
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molino de bolas y solventes de ser necesario con temperatura de 700 °C, como resultado se

obtiene HAP con alta cristalinidad y tamafio mas grande (Gomez, 2018).
2.4.3 Propiedades

Pertenece al grupo de minerales fosfatos, posee una cristalinidad hexagonal di piramidal,
densidad de 3.16 g/cm?®, dureza de 5 Mohs y solubilidad en acidos. Entre las caracteristicas
gue mas importancia tenemos: biocompatibilidad, material oseoconductor que ayuda al

crecimiento de hueso y posee buena elasticidad y rigidez (Gémez, 2018; Marin, 2018).
2.4.4 Aplicaciones

Se utiliza como una bioceramica en el campo de la biomedicina, odontologia, en la ingenieria
de tejidos 6seos, absorcion de iones de metales pesados, materiales fluorescentes, separacion

de proteinas y portadores de farmacos, entre otros (Nayak, 2010; Jin et al., 2015).
2.4.5 Nanohidroxiapatita

Es un material revolucionario con gran capacidad mineralizante, superando al fluoruro, el
tamafo de particula mejora las caracteristicas de la HAP, llegando a ser mas reactivo y
eficiente. Forma parte natural del hueso, en forma de cuchillas estrechamente conectadas con
el colageno (Tampieri et al, 2003; Ferraz et al., 2004; Alban et al., 2020)

2.5 Nanotecnologia

El término nanotecnologia fue definido por primera vez en el afio 1974 por Norio Taniguchi,
profesor de la Universidad de Ciencias de Tokio, como la ciencia que estudia el disefio, la
sintesis, la caracterizacion y el uso de materiales con tamafio nanométrico; aproximadamente
entre 1 y 100 nandmetros. Todo material con tamafio de particulas nanométricas posee
caracteristicas que permite su uso de manera revolucionaria, el estudio de la nanotecnologia
va acompafado de novedosas técnicas de andlisis para obtener imagenes, medir, modelar y

manipular a los materiales a esta escala (Kulkarni, 2015; Panpatte & Jhala, 2019).

A pesar de que el térmico ya existe desde hace cinco décadas, y hasta la fecha se hayan
realizado varios estudios con diferentes tipos de materiales a esta escala, aun falta mucho por

conocer. Una de las preocupaciones en la actualidad es la escasa informacion sobre la
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toxicidad de estos materiales debido a su alta reactividad. Esta preocupacion frena los
avances para el uso cotidiano en los diferentes campos posibles (Panpatte & Jhala, 2019;
Ghorbanpour et al., 2020; Hakeem & Pirzadah, 2020).

2.5.1 Aplicaciones

Las aplicaciones que hasta la actualidad han tenido mayor impacto son: en la produccion de
energia a partir de hidrégeno, fabricacion de pinturas con NPs para automaviles, en el area de
los deportes se han fabricado nanotubos para la elaboracién de instrumentos como raquetas
de tenis, en la industria de textiles se han utilizado NPs para la elaboracién de fibras sintéticas
con caracteristicas de algodon y NPs de plata que hacen que la ropa esté libre de gérmenes;
en el campo de los cosméticos se han utilizado NPs de oro, plata, cobre, platino alimina,
silice, liposomas, lipidos sélidos, nano-emulsiones y Oxidos metélicos, como el de zinc y
titanio, en formulaciones de diversos productos; en medicina se ha utilizado nanotecnologia
en imagenes medicas, administracion de farmacos, deteccién y destruccion de cancer y
tumores en las primeras etapas, cirugia, cicatrizacion de heridas, cardiologia, tratamiento de
Alzheimer y Parkinson, tratamiento de diabetes, odontologia, protesis de vision y audicion,

en implantes corporales, entre otros (Kulkarni, 2015).

Agricultura Alimentos: En este caso la nanotecnologia esté interviniendo en la elaboracion
de empaques que mejoran la conservacion del alimento, en la reduccion de las dosis de
productos quimicos como pesticidas y fertilizantes, minimizando el requerimiento de agua y
en sensores eficientes e inteligentes capaces de detectar toxinas u otros compuestos tdxicos
presentes en los alimentos, entre otros. Aunque algunas aplicaciones aun estén en desarrollo,

los cientificos estan trabajando para que se hagan realidad (Kulkarni, 2015).
2.5.2 Sintesis de nanomateriales

La nanotecnologia abarca un gran namero de técnicas fisicas, quimicas, biolégicas e hibridas
atiles en la sintesis de nanomateriales con diferentes formas como: coloides, racimos, polvos,

tubos, varillas, alambres, peliculas delgadas, entre otras (figura 4) (Kulkarni, 2015).
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Figura 4. Diferentes formas de coloides. Aportado por Kulkarni, 2015.

2.5.3 Nanofertilizantes

Debido al reducido tamafio de particulas, las caracteristicas de los materiales cambian de gran
manera, aumentando su reactividad y la relacién superficie/volumen, siendo asi mas
eficientes, se podria reemplazar a los fertilizantes convencionales en un intento poderoso
hacia una agricultura sostenible. Se puede elaborar tanto fertilizantes nanométricos como
conjugado; con un material nano que lo contenga, y que pueda ser liberado de forma lenta y
sostenida segun el requerimiento nutricional de las plantas. Varios estudios han indicado que
mejoran los rendimientos de los cultivos, la fertilidad del suelo y el vigor de las plantas. No
se ha demostrado su toxicidad, aunque es un tema que preocupa actualmente (Panpatte &
Jhala, 2019; Hakeem & Pirzadah, 2020).

Las variantes de nanofertilizantes que han sido objeto de estudio con diferentes materiales
son: zeolita, cobre, silice, aluminio, carbono, zinc y nitrégeno; utilizando como
transportadores o material de relleno nanoarcillas, NPs de silice mesoporosa (MSN), NPs de
hidroxiapatita y NPs poliméricas para el suministro de macro y micronutrientes. Las
caracteristicas que poseen estos materiales son su disposicion estructural Gnica que ofrece
proteccién a los nutrientes y la formacién de enlaces débiles con nutrientes que les permite
una liberacién controlada y sostenida. Estos han sido los principales objetos de varios
estudios, asi como, demostrar el buen rendimiento de los cultivos aplicando la minima

cantidad de producto con una mayor viabilidad econdmica (Panpatte & Jhala, 2019).
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2.6 Caracterizacion del nanofertilizante

Para los diferentes tipos de NPs producidas utilizando varios métodos mencionados
anteriormente, existen técnicas de caracterizacion que se adaptan a cada uno dependiendo del
material e informacion complementaria que se necesite. Con estas técnicas se puede
determinar principalmente el tamario, tipo cristalino, composicién, estado térmico, quimico y
propiedades dpticas o magnéticas (Kulkarni, 2015). A continuacion, se detallan las técnicas
que se utilizaron en la caracterizacion del nanoferlizinante elaborado en el presente trabajo de

investigacion.
2.6.1 Difraccion de rayos X (XRD)

La difracciéon de rayos X, por sus siglas en inglés (XRD), es una técnica utilizada en la
caracterizacion de materiales cristalinos, en la cual utilizan ondas de radiacion
electromagnética con longitudes entre 10 y 102 nm, conocidos como rayos X,
especificamente para dispersion se trabaja con longitudes entre 0.05 a 0.25 nm (Pérez &
Serrano, 2014).

De la misma forma en que los objetos se muestran dispersando luz visible, los rayos X
dispersados por los electrones que poseen los atomos permiten comprender la disposicion de
los atomos en los sélidos. Las distancias entre los atomos en los materiales sélidos son
comparables a la longitud de onda de los rayos X, por lo que se produce la dispersion de la
onda electromagnética. Para esta técnica analitica los rayos X se producen cuando una
particula cargada eléctricamente con suficiente energia cinética es frenada rapidamente, los
electrones son las particulas utilizadas habitualmente y la radiacion se obtiene en un

dispositivo conocido como tubo de rayos X (Skoog et al., 2008; Kulkarni, 2015).
2.6.2 Dispersion dinamica de luz (DLS)

La técnica de dispersion de luz dindmica, por sus siglas en inglés (DLS), es una herramienta
simple, facil y reproducible, con la que se puede determinar la concentracién, forma y tamafio
de NPs con forma irregular y dispersa en un medio liquido. Depende de las fluctuaciones de
intensidad de la luz visible dispersada, mientras hacen un movimiento browniano aleatorio en

el liquido, en donde el tamafio de las particulas tiene que ser mucho menor que la longitud de
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onda de la luz utilizada como fuente (figura 5). Es una técnica no destructiva que permite
medir tamafios de particulas desde 0.1 nm de didmetro hasta tamafios micrométricos
(Kulkarni, 2015; Guevara, 2019). Los valores obtenidos corresponden a la media del tamafio
hidrodindmico; en otras palabras, el tamafio real de la particula dindmica hidratada y
solvatada; pudiendo o no contener modificaciones en su superficie; es decir, que este

interactuando con otras moléculas (Rodriguez-Lugo et al., 2020).

Las NPs pueden estar dispersas en diferentes liquidos, por lo que es necesario conocer el
indice de refraccion y la viscosidad del liquido para el respectivo andlisis, debido a que iones
que podrian estar en el liquido producen una variacion de la velocidad de difusion del sistema
coloidal, alterando asi su radio hidrodindmico, otro parametro a considerar es la temperatura

que debe ser constante (Guevara, 2019).

Otro de los parametros importantes que muestra la DLS, es el indice de Polidispersidad (IP),
un valor adimensional que con valores mayores a 0,7 significan que es una muestra con una
distribucion amplia y quizas no sea apta para la técnica (Guialab, 2018). La tecnologia DLS
incluye un acoplamiento con fuente de ampliacion del campo eléctrico que permite la

determinacion del potencial z en la suspension (Rodriguez-Lugo et al., 2020).

[ 0
Fuente (| /
|
) /
Celda de muestra Detector

Lentes convergentes
Lentes convergentes

Figura5. Geometria de dispersion de luz. Aportado por Kulkarni, 2015.
2.6.3 Potencial zeta

El potencial zeta es una propiedad de la materia que esta relacionada con la carga que una
particula posee sobre su superficie y que influye significativamente en el comportamiento que
poseen las suspensiones coloidales. Especificamente es el potencial eléctrico en la doble capa
interfacial que mide el potencial electrocinético en sistemas coloidales. El valor de potencial
zeta que posean las suspensiones determinara la estabilidad de las dispersiones coloidales

indicando el grado de repulsion entre particulas adyacentes (Villafuerte et al., 2008; Mayoral
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et al., 2014). Valores altos en el potencial zeta brindan estabilidad de la solucion, en otras
palabras, se evita la agregacion de la dispersion. Lengowski (2016) menciona que el valor
limite para la floculacion o coagulacién de las particulas en la suspension es de 15,0 mV, y
valores mayores a +30,0 mV indican suspensiones méas estables (Villafuerte et al., 2008;
Mayoral et al., 2014). La forma en la que se determina el potencial zeta es midiendo la
velocidad de deslizamiento de la particula en un campo eléctrico de fuerza conocida, esta
medida proporciona un valor del potencial electrostatico de la superficie de la particula
(Mayoral et al., 2014).
2.6.4 Microscopia de fuerza atomica (AFM)

La microscopia de fuerzas atdmicas, por sus siglas en inglés (AFM), es una técnica en la cual
se utiliza un microscopio que pertenece a la familia de Microscopios de sonda de barrido,
equipos bastante Utiles para la caracterizacion de NPs. Este tipo de microscopios tienen una
sonda con una punta fina de metal de 10 nm de didmetro que puede ser de Si, Pt-Ir o Pt-Rh, o
también recubiertas con una pelicula de diamante (figura 6). Las puntas se colocan en un
cantiléver o voladizo, que se coloca en un accionamiento piezoeléctrico con el objetivo de
escanear la superficie de la muestra de la cual se obtendra la imagen. EI microscopio AFM se
cred con el objetivo de superar limitaciones que tenian los primeros Microscopios de sonda
de barrido, como por ejemplo, poder llevar a cabo espectromicroscopias y que no se necesite

que la muestra sea un conductor o semiconductor (Kulkarni, 2015; Rodriguez, 2018).

Con la AFM se puede obtener informacion precisa de NPs en las tres coordenadas del espacio
X, Y y Z de una superficie, el tamafio, morfologia, estructura dispersion y agregacion. Tiene
tres modos de operaciéon con diferentes magnitudes de fuerzas que son: por contacto, no
contacto o intermitente segun las condiciones y el tipo de muestra. Los elementos que lo
componen son: la punta, cantiléver o voladizo, escaner o detector piezoeléctrico, el sistema
de retroalimentacion y el sistema dptico de deteccion. La punta que se encuentra colocada en
el cantiléver se acerca o se aleja de la superficie de la muestra desviando el haz del voladizo,

y un laser mide esa desviacion (Guevara, 2019).
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Figura 6. Esquema de un microscopio de fuerza atdbmica. Aportado por Kulkarni,
2015.

2.6.5 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

La Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier por sus siglas en inglés (FTIR) es
una técnica que utiliza el interferometro de Michelson para registrar los espectros (figura 7),
donde un haz paralelo de rayos infrarrojos cae sobre el divisor de haz, parte del haz cae sobre
un espejo movil y uno fijo reflejando los rayos desde ambos espejos a lo largo del mismo
camino interfiriendo sobre el divisor de haz, el cual incide sobre la muestra y el detector,
como se muestra en la figura 7. Todas las interacciones que produce el divisor de haz
dependen de la longitud de la trayectoria de los rayos de luz blanca que contiene un amplio
espectro continuo de longitudes de onda, produciendo un patron de interferencia constructivo
y destructivo (Kulkarni, 2015).
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Figura 7. Esquema del interferdmetro de Michelson. Aportado por Kulkarni, 2015

Mediante la técnica FTIR se pueden obtener espectros de reflexion de las bandas de los
grupos funcionales tanto de sustancias organicas como inorganicas, para lo cual se aplica el
principio de las vibraciones moleculares producidas por la absorcion de la radiacion

infrarroja. Mediante la interpretacion de los espectros FTIR se pueden identificar una gran
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cantidad de sustancias quimicas presentes en una muestra en estado soélido, liquido o gaseoso
(Gallardo, 2019).

2.6.6 Método Kjeldahl

A pesar de no ser una técnica utilizada para la caracterizacion de nanomateriales, en este
trabajo de investigacion es utilizada con la finalidad de cuantificar el nitrdgeno total presente

en la muestra del nanofertilizante.

Es el método de referencia debido a su facilidad de ejecucion y precision en diferentes tipos
de muestras. EI procedimiento inicia con la descomposicion o mineralizacion de la muestra
utilizando &cido sulfurico y sulfato de potasio en presencia de sulfato de cobre como
catalizador por un tiempo determinado (2 horas aproximadamente), a una temperatura de
420°C. Posteriormente se someterd a un proceso de destilacion, finalmente se titulara para asi

determinar el contenido de nitrdgeno en la muestra (Lanza et al, 2016; Lopez, 2020).
2.6.7 Espectrofotometria de absorcion atémica (AA)

La espectrofotometria de absorcion atdbmica (AA) es una técnica analitica ampliamente usada
para la cuantificacion de trazas de metales pesados y metaloides hasta en el orden de las
partes por millon (ppm), pudiendo analizar diversas matrices, tales como: fluidos bioldgicos,
alimentos, suelos, tejido vegetal, aguas, entre otros. El procedimiento para el analisis empieza
con la preparacion de la muestra, la cual se somete a procesos de lixiviacion o extraccion y
digestion acida; pudiendo ser himeda, seca o asistida por microondas. El objetivo de preparar
la muestra es obtener una disolucién del analito que posteriormente sera atomizado (Gallegos
et al., 2012; Cajaleon & Concepcion, 2018).
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Capitulo I11: Materiales y métodos

3.1 Enfoque y tipo de la investigacion

El presente trabajo utiliz6 un enfoque de investigacion cuantitativo en la elaboracion de un
nanofertilizante nitrogenado y caracterizado mediante técnicas analiticas que miden ciertas
propiedades especificas del material, y evaluado de forma experimental en plantas de cafia de
azucar, demostrando que el producto es capaz de solucionar el problema planteado
cumpliendo con la hip6tesis y los objetivos establecidos.

Los tipos de investigacion que se utilizaron se detallan a continuacion:
Descriptiva

Mediante un analisis bibliografico se demostrd la existencia de un problema real, que esta
afectando a los suelos agricolas, aguas y a la atmosfera, para lo cual se propuso una posible

solucién.

Tecnoldgica: Se desarrollé un fertilizante nitrogenado formado por nanohidroxiapatita y
urea, utilizando una metodologia especifica, referenciada, para poder aplicarlo en la solucion
del problema planteado.

Experimental: El ensayo se desarrollé sobre plantas de cafia de azlcar en un invernadero,
con la finalidad de confirmar la efectividad del producto elaborado y se analiz6 el efecto que

tiene una variable independiente sobre cinco variables dependientes.

3.2 Lugares donde se desarroll6 la investigacion

El nanofertilizante fue elaborado y caracterizado a pequefia escala en el Laboratorio de
Nanoestructuras de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Central del Ecuador
(LB-1), con la autorizacion de la Dra. Martha Suarez, Decana de la Facultad y bajo la
supervision del Dr. Pablo Bonilla, Jefe del Laboratorio, quien cuenta con formacion
académica y experiencia en el area de nanotecnologia. EI método fue replicado a mayor
escala en el Laboratorio Quimico del Centro de Investigacion de la Cafa de Azlcar del
Ecuador (CINCAE) (LB-2).
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El ensayo de invernadero se desarrollé en el area de variedades del CINCAE, el cual tiene sus

instalaciones en el Km. 49.5 de la via Duran-El Triunfo, en la provincia del Guayas.

3.3 Poblacion de estudio y muestreo

La efectividad del nanofertilizante elaborado se evalud en un cultivo de cafia de azlcar,
variedad ECU-01, desarrollada en el Centro de Investigacion de la Cafia de Azucar del
Ecuador (CINCAE). Las muestras evaluadas fueron las hojas y tallos de las plantas en todos

los tratamientos y repeticiones utilizando un muestreo por conveniencia.

3.4 Tratamientos

Se realiz6 un ensayo dentro de un invernadero con cuatro tratamientos y ocho repeticiones

(cuadro 2), sembrados en macetas de 8 litros de capacidad.

Cuadro 2.  Tratamientos para ensayo de dosis de nitrégeno utilizando el
nanofertilizante elaborado y urea como testigo, en cafia de azlcar, variedad ECU-

01, en CINCAE.
. Cantidad N
N° Tratamientos
(9) Kg Ha' g maceta’

T1 TESTIGO - UREA 100 % 4.00 120 1.80
T2 NF-UR-HAP 75% 3.53 90 1.35
T3 NF-UR-HAP 50% 2.35 60 0.90
T4 NF-UR-HAP 25% 1.18 30 0.45

NF-UR-HAP: nanofertilizante urea-hidroxiapatita

3.5 Variables de estudio

Variable independiente: Dosis de Nitrégeno reducidas al 75, 50 y 25%, utilizando como
testigo solo urea (46%N) en la dosis recomendada para cafia de aztcar (120 kg N hal), las
cuales, al realizar los calculos considerando la poblacion por hectarea al afio, fueron

determinadas como se muestra en el cuadro 2.

Variables dependientes: Para determinar el efecto que producen las diferentes dosis de N, se

evaluaron: altura semanal de las plantas, desde los 45 hasta los 90 dias de edad; materia seca
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(MS) a los 90 dias; y, concentraciones de N, P y Ca en las hojas, a los 90 dias desde siembra

del cultivo.

3.6 Metodologia

El presente trabajo de investigacion fue desarrollado en tres etapas experimentales:
1. Elaboracion del nanofertilizante nanohidroxiapatita-urea (NF-UR-HAP)
2. Caracterizacion del material obtenido.

3. Evaluacion de la efectividad del nanofertilizantre sobre el cultivo de cafia de azlcar en un

ensayo dentro de un invernadero.
3.6.1 Materiales y equipos

Los materiales y equipos utilizados estan a cargo del Laboratorio de Analisis del Instituto
Nacional de Patrimonio Cultural, Laboratorio de Nanoestructuras de la Facultad de Ciencias
Quimicas de la Universidad Central del Ecuador (LB-1) y del Laboratorio Quimico del
Centro de Investigacion de la Cafia de Azucar del Ecuador (CINCAE) (LB-2).

3.6.2 Elaboracion del nanofertilizante

El método utilizado para la formacion de NPs de HAP, ampliamente descrito por varios
autores como Ferraz et al., (2004); Garcia et al., (2006), Rodriguez-Lugo et al., (2020) y
Tarafder et al. (2020), entre otros, se basa en la reaccion de precipitacion humeda del
hidroxido de calcio (Ca (OH).) con la adicion gota a gota del &cido fosforico (HsPOs) 0.6 M,;
la reaccion que se desarrolla se muestra en la ecuacion 10. Con el objetivo de confirmar la
sintesis de hidroxiapatita, se realizd el método sin utilizar urea, se seco la muestra en una
estufa a 105 °C y se envid al Laboratorio de Analisis del Instituto Nacional de Patrimonio

Cultural para su caracterizacion por difraccion de rayos X.
6H3PO4 + 10Ca (OH); — Caio(POs)s (OH)2 + 18H.0  (Ecu. 10)

En la elaboracion del nanofertilizante en suspension (UR-HAP-1), realizado en el LB-1, se
utiliz6 la metodologia descrita por Kottegoda et al. (2017). El UR-HAP-1 elaborado esta
constituido por la union de NPs de HAP con urea en una relacion de 1:6. Ellos incorporan la
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urea en la suspension de Ca (OH)2, con la finalidad que esta quede adherida en la superficie
de la NPs de HAP formada. Se pesaron 3.22 g de Ca (OH)2, marca PanReac AppliChem y 25
g de urea, marca Fertisa, en un vaso de precipitacion de 250 ml, se agregaron 25 ml de agua
destilada y se agitd hasta la disolucion completa de la urea. Posteriormente se agregaron 40
ml de H3POs marca J.T.Baker 0.6 M desde una bureta a una velocidad de 20 gotas por
minuto, con agitacion magnética a 1000 rpm. Al finalizar se continu6 la agitacion durante una
hora, se dejé en reposo en la nevera hasta el dia siguiente y se centrifugd la suspensién

obtenida a 3000 rpm durante 10 minutos.

Para la elaboracion del nanofertilizante en suspension (UR-HAP-2) y sélido (NF-UR-HAP);
realizados en el LB-2, se utiliz6 la misma metodologia antes descrita, con pequefias
modificaciones. La relacion urea-nanohidroxiapatita, considerada para las muestras UR-
HAP-2 y el NF-UR-HAP fue 1:3. Se pesaron los mismos reactivos: 19.32 g de Ca (OH). y
75 g de urea en un vaso de precipitacion de 2 L, se agregaron 150 ml de agua destilada y se
colocé en una plancha de agitacién a 800 rpm hasta la disolucion completa de la urea.
Posteriormente se agregaron 220 ml de HsPO; 0.6 M con ayuda de un embudo de

decantacion, luego se procedié de la misma forma antes descrita.

La nuestra UR-HAP-2 se colocd en una bandeja y se seco en la estufa a 60°C durante 20
horas. Finalmente, el NF-UR-HAP obtenido se retird de la bandeja, se tritur6 en un mortero y

se guardd en una funda ziploc, para posteriormente ser utilizado en el ensayo del invernadero.
3.6.3 Caracterizacion del nanofertilizante
Determinacion del tamafio hidrodinamico

El tamafio hidrodinamico se realizé mediante la técnica de dispersion de luz dinamica (DLS)
en el analizador de nano particulas, marca Horiba Scientific modelo SZ-100. Este funciona
con un laser He-Ne a una longitud de onda de 633 nm y una deteccion con angulo de 90°. Se
utilizo una celda de cuarzo de 10 mm. Como dato complementario se determind el indice de
refraccion (IR) a las suspensiones UR-HAP-1 y UR-HAP-2, en un refractometro manual,
marca Atago. Se lleno la celda y se inserté apropiadamente dentro del equipo para realizar las
determinaciones segun el protocolo de uso del equipo, los resultados quedaron registrados en

el computador utilizando el software DLS.
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Potencial zeta

Se utilizd el mismo equipo anterior y una celda capilar plegada para determinar el potencial
zeta en las muestras UR-HAP-1 y UR-HAP-2. Se llend la celda con muestra y se la insertd
apropiadamente dentro del equipo para realizar las determinaciones. Los resultados quedaron
registrados en el computador.

Tamafio de particula

El tamafio de particulas se realizé en el Microscopio de Fuerza Atomica (AFM), marca Park
Systems, modelo NX-10. Se secd 1 ml de la muestra UR-HAP-1 en una estufa a 60°C; luego,
con ayuda de un vortex, se disolvié con agua destilada en un tubo de ensayo de 10 ml. Se
agregaron unas gotas de la muestra sobre una placa de vidrio, previamente enjuagada con
metanol, se dejé secar en la estufa a 60°C, para finalmente analizar en el AFM en modo No
Contacto con un espacio entre aguja y muestra de 8 nm y a una velocidad de barrido de 0.5
Hz. La muestra UR-HAP-2 se analizé sin dilucion, secando unas gotas sobre la placa de

vidrio, para luego analizar en el AFM del mismo modo antes descrito.
Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

El espectro infrarrojo del NF-UR-HAP se obtuvo en el espectrofotometro FT/IR, marca
JASCO, modelo FT/IR-4600. Se tritur6 1 g de muestra en un mortero y se colocé en el
equipo cuidadosamente para obtener el espectro que muestra los grupos funcionales

caracteristicos que contiene.
Contenido de nitrogeno (N)

La concentracion de N de las muestras UR-HAP-1, UR-HAP-2, NF-UR-HAP y de las hojas
de cafia de azucar se determind mediante el método Kjeldahl (Coombs et al, 1985), utilizando

el sistema Kjeldahl, marca Gerhardt, modelo VVapodest 45s.
Contenido de calcio (Ca)

La concentracion de Ca en las muestras UR-HAP-1, UR-HAP-2, NF-UR-HAP y de las hojas
de cafia de azucar se midio utilizando el método AOAC N°985.35 (AOAC Internacional,
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2012), en un espectrofotdmetro de absorcion atomica (AA), marca Perkin Elmer, modelo
AAnalyst 100.

Contenido de fosforo (P)

La concentracion de P presente en las muestras UR-HAP-1, UR-HAP-2, NF-UR-HAP vy de
las hojas de cafia de azUcar se determin6 por medio del método colorimétrico descrito en la
AOAC N°995.11(AOAC Internacional, 2012), utilizando un espectrofotometro UV/Vis,

marca Perkin Elmer, modelo Lambda 25.
3.6.4 Evaluacion de la efectividad del nanofertilizante
Seleccién y tratamiento del suelo

Se utilizé un suelo con bajo contenido de materia organica y de textura arenosa. Se
homogenizaron 250 Kg del suelo y se tom6 una muestra que se seco en la estufa a 60°C, se
moli6, tamiz6 y se guardd en una funda ziploc para realizar el andlisis fisicoquimico en el
LB-2.

Seleccion de la semilla

Se cortaron 10 tallos de cafia de azlcar de la variedad ECU-01, se extrajeron las yemas y se
seleccionaron las mas vigorosas; luego, con el objetivo de eliminar microorganismos para
obtener una semilla sana, se realiz6 un tratamiento hidrotérmico a bafio Maria a 51°C durante
45 minutos, después se lavaron con agua circulante a temperatura ambiente por 24 horas, y se
sumergieron durante un minuto en una disolucion de tebuconazol al 0.2 % (Castillo et al.,
2003). Las yemas tratadas fueron colocadas en bandejas con ceniza, se cubrieron con plastico
negro durante 15 dias y se dejaron dentro del invernadero, se proporciond riego cada 2 dias y
se mantuvieron las plantas en las bandejas hasta los 40 dias, para finalmente ser trasplantadas

a las macetas.
Desarrollo del ensayo

Se colocaron 7 Kg de suelo homogenizado por maceta. En total se utilizaron, 32 macetas de 8
L de capacidad y se colocaron sobre cuatro mesas dentro del invernadero. Se trasplantaron las

plantas de cafia de azucar desde las bandejas a las macetas, después de cinco dias se aplicé a
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cada maceta 1.25 g de muriato de potasio, marca fertisa y 2.14 ml de fertilizante a base de
fosfito de potasio, marca Kalex; segun la recomendacion de fertilizacion considerando los
resultados del analisis de suelo realizado en el laboratorio y la poblacion por hectarea al afio,

calculados para cada planta.

Después de 10 dias de haberse trasplantado las plantas a las macetas, se aplicaron los
tratamientos, se midio la altura de las plantas al inicio y posteriormente cada semana hasta los
90 dias de siembra. Para evaluar la absorcion del N, P y Ca se tomaron muestras de las hojas
TVD+1 a los 45 dias después de la aplicacion de los tratamientos; es decir, a los 90 dias de
siembra. Finalmente, las plantas se cortaron desde la base, se pesaron y se secaron en la

estufa a 105°C hasta obtener peso constante para la determinacion de la MS.

3.7 Analisis estadistico

Para la evaluacion de la efectividad del nanofertilizante se utiliz un disefio completamente al
azar (DCA) aplicando cuatro tratamientos con ocho repeticiones, haciendo un total de 32
unidades experimentales. Posteriormente con el objetivo de establecer posibles diferencias
entre la concentracion de fertilizantes (incluido el nanofertilizante), al igual que con la altura
de planta semanal, se realiz6 un anlisis de varianza a una via, luego de establecer el
cumplimiento de normalidad (Shapiro Wilk) y homocedasticidad (Levene). Se realizaron

pruebas a posteriori mediante el método Tukey (Zar, 1998; Sheskin, 2004).
Capitulo 1V: Resultados y discusion
4.1 Elaboracion

Al finalizar la mezcla completa de las disoluciones se obtuvieron las suspensiones UR-HAP-
1y UR-HAP-2, de color blanco lechoso (figura 8a y 8b), la cual se dejo reposar durante 24
horas en refrigeracion con la finalidad de que precipitaran las particulas de mayor tamafio,
para después realizar la centrifugacion. El total de particulas que precipitaron durante el

reposo de la muestra UR-HAP-2 fue del 1.15% del peso total.
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Figura 8. (a) Producto en suspension realizado en el LB-1, (b) Producto en
suspension realizado en el LB-2.
Durante la centrifugacion precipitoé un 6.8% del peso total del UR-HAP-2 (figura 9), y asi, la
pérdida total por precipitacion fue del 8.0%; obteniéndose como producto en suspension final
un 92.0% del rendimiento tedrico calculado estequiométricamente. Cabe recalcar, que en
relacion solo de las NPs de HAP formadas, la precipitacion corresponde al 74%

aproximadamente.

Figura9. Producto en suspension antes y despues de la centrifugacion.
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El NF-UR-HAP obtenido al final fue un polvo blanco, ligeramente higroscépico, debido a las

caracteristicas de la urea (figura 10).

R-12.24

UR- P

Figura 10. Nanofertilizante urea-hidroxiapatita (UR-HAP)

Durante la reaccion los parametros controlados fueron: la velocidad con la que se adiciond el
H3PO4 0.6 M, la velocidad de agitacion y el pH de la suspension. Se trabajé a temperatura
ambiente (23-28 °C), debido a que por encima de los 60°C se podrian formar cristales

policristalinos de mayor tamarfio, como lo indica Ferraz et al. (2004).

El tamafio de las NPs de HAP es altamente afectado por la velocidad de adicién del H3POa
0.6 M, afectando al pH final de la suspension (Ferraz et al., 2004). Valdivieso (2020) mostrd
en sus resultados que la HAP estequiométricamente se sintetiza mejor a valores de pH entre
11y 12. Al iniciar la reaccion el pH de la suspensidn que contenia Ca (OH). y urea fue de
12.8 y al finalizar la adicion del H3sPOs 0.6 M, el pH en la suspension fue de 12.3. La
cantidad de HsPO4 0.6 M adicionado no fue exactamente la estequiométrica, debido a que el
pH bajaba hasta valores menores a 10, la mezcla se mantuvo hasta que el pH empezara a
disminuir bruscamente. Segln Garcia et al., (2006) y Valdivieso (2020) los iones POs* son
mas estables en un pH alto, disminuyendo su solubilidad y con la presencia de OH™ se
favorece la precipitacion de fosfatos de calcio hidratados.
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4.2 Caracterizacion del nanofertilizante
4.2.1 Difraccion XRD

La muestra enviada al Instituto Nacional de Patrimonio Cultural fue identificada como HAP,
el difractograma exhibe picos con valores de distancia entre planos consecutivos (d)
caracteristicos para hidroxiapatita en d: 3.5; 3.2; 3.1; 2.8; 2.7; 2.6; 2.2; 1.9; 1.8 y 1.7 (figura

11), asi como lo indica en su estudio Alban et al. (2020).
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Figura 11. Difractograma de rayos X de la muestra HAP sin urea. Tamafio de
particula
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4.2.2 Determinacién del tamafio hidrodindmico mediante la técnica DLS

El resultado de cada lectura se expresa por el promedio de los diferentes tamafos de
particulas que presentan las muestras. En UR-HAP-1 la lectura R1 determind tamafios entre
119 y 514 nm; en la lectura R2 aparecieron entre 40 y 1967 nm y en la lectura Rs tamafios
entre 105 y 946 nm. En la muestra UR-HAP-2 las tres lecturas determinaron tamafios entre

105y 315 nm (figura 12). Adicional a esto, el valor promedio del IP en la muestra UR-HAP-
1 es més alto que en la muestra UR-HAP-2.

a)
i UR-HAP-1 4 UR-HAP-1 i UR-HAP-1
: R1 i R2 Pe. R3
S 6 s 8
0 4 g 6
s ¢ €
5 = =~
£ 2 £,
[ [ -
0 0 0
100 200 300 400 500 40 380 720 1060 1400 1740 100 300 500 700 900
Diametro (nm) Diametro (nm) Diametro (nm)
b)
UR-HAP-2 UR-HAP-2 UR-HAP-2
20 R1 20 R2 20 R3
15 15 15
10 10 10
5 5 5
0 0 0
9 135 180 225 270 315 360 9 135 180 225 270 315 360 90 135 180 225 270 315 360

Diametro (nm) Diametro (nm) Diametro (nm)

Figura 12. Distribucion de los tamafios de particulas en las muestras: a) UR-HAP-1;

b) UR-HAP-2, obtenidos por DLS.
Los valores obtenidos en la muestra UR-HAP-1 presentan tamafios de particulas menos
uniformes y mas dispersos; entre 40 y 1967 nm, con un promedio de 163.9 nm; comparados
con la UR-HAP-2 que obtuvo valores entre 105 y 315 nm, con un promedio de 158.7 nm,;
esto justifica que el IP de la muestra UR-HAP-1 sea de 0.526, mayor que en UR-HAP-2 que
fue de 0.302 (cuadro 3). Este resultado podria deberse a que la muestra elaborada en el LB-1
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contiene 50% maés de urea que la que se formul6 en el LB-2. De acuerdo con esto, Guialab

(2018) afirma que valores mayores de 0.7 indica que es una muestra con una distribucion

amplia y que no podria ser analizada bajo la técnica DLS.

Cuadro 3.  Valores medios del tamafio hidrodinamico e IP obtenidos por DLS de la
muestra UR-HAP -1y UR-HAP -2.

Media del tamafio indice de Polidispersidad
N° de lecturas hidrodinamico (nm) (IP)
UR-HAP-1 UR-HAP-2  UR-HAP-1 UR-HAP-2
R1 166.7 159.6 0.431 0.125
R2 159.7 155.8 0.572 0.386
Rs 165.4 160.8 0.576 0.395
PROMEDIOS 163.9 158.7 0.526 0.302

UR-HAP-1: hidroxiapatita con urea en suspension (LB-1); UR-HAP-2: hidroxiapatita con urea en
suspension (LB-2).
Gbmez (2018) obtuvo Nps de HAP con un tamafio medio de 442,3 nm, a partir de la cascara
de huevo con acido nitrico concentrado, &cido citrico e hidrogenofosfato de diamonio, con el
método de combustion simple, utilizando el mismo analizador Horraba SZ-100. Bahamonde
(2017) reporté tamafios de 407.3 nm, con el mismo método que usamos, con la diferencia que

ellos midieron el tamafio en el precipitado, lavado con etanol y filtrado al vacio.

Monroy (2019) también sintetizd6 Nps de HAP utilizando el método de precipitacion con
ayuda de una bomba peristaltica, manteniendo la temperatura en 80°C y el pH en 11 durante
todo el proceso, regulado con hidréxido de potasio. Los tamafios reportados fueron: 72.27,
127.6y 137.5 nm.

Los tres autores sintetizaron NPs de HAP sin ninguna modificacion en su superficie, por lo
que la urea incorporada podria alterar los tamafios. Por otra parte, Monroy (2019) logré
obtener menores tamafios, que podria ser por el uso de la bomba peristaltica, considerando
que, la velocidad con que se incorpora el HsPO. es un factor critico en el desarrollo de las
NPs.
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4.2.3 Determinacion del tamafio de particula mediante la técnica AFM

En la muestra UR-HAP-1, la imagen AFM obtenida mostro escases de nanoparticulas, debido
a la dilucion. Se pueden observar particulas en forma de grano, las cuales nos proporciona
valores de rugosidad y otros parametros relacionados con el tamafio de las particulas (figura
13). Los valores en longitud y perimetro no coinciden con el tamafio hidrodindmico obtenido
por DLS, lo que sugiere que la matriz se ha modificado. Se pudo observar exceso de urea al

secar la muestra antes del analisis; por este motivo se decidid reducir la cantidad de urea

utilizada en un 50%. Los granos que se muestran pueden ser pequefios cristales de urea sin
HAP.

[Grain_Area (nm2) Vol (am3) L Periinm) Rpvinm)
1 80 00 1660 4557 66
10 00 403 | 1392 07

< 50 0,0 1052 3684 19
4 10 0,0 526 1586 08
5 1,0 0,0 414 115 05
(3 20 0,0 65,5 2310 14
7
8
9

40 00 805 2620 33

100 00 | 1452 4540 38

50 00 | 1020 334 a8
0 170 00 1782 6126 82
110 00 488 1310 07
2 60 00 | 124 4897 23
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® 30 00 631 2425 37
15 340 00 2657 8550 113
% 20 00 594 1643 09
7 80 00 1398 434 138
18 50 00 | 1038 3091 37
19 140 00 1926 621 50
w : e 10 00 437 w72 12

Figura 13. Imagen AFM obtenida de la muestra UR-HAP-1: a) imagen 3D; b)

tamafio de grano.
En las imagenes AFM obtenidas de la muestra UR-HAP-2, se observd una mejor correlacion
con los resultados determinados por DLS. El tamafio individual fue determinado en 107 y
117 nm; vy, los tamafios de grano muestran una longitud y rugosidad media de 361 y 27 nm,
respectivamente (figura 14). Debido a que se redujo el 50% la cantidad de urea; y a que no se
diluy6 la muestra, se pudo observar gran nimero de particulas en forma de granos, con mayor
rugosidad, lo que sugiere una modificacién en la superficie de las nanoparticulas, como lo
indica Rodriguez (2018).
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Statistics : Red X Distance:

Cursor Y(nm) RAG (um) 0.107 Grain Area(um?) Vol(m?) Length(um) Peri(jm) Rov(nm)

B Red 31.275 68 (um) T Mean 1E1 263 0.361 143 2.83%

B Green 15.335 Std. 2E-1 6.E-3 0.439 2604 32624

M Blue 2,939 1 0.144 0,003 0.559 1964 53.5%9
2 0.018 0.000 0.402 0.981 %.673
3 0.081 0.002 0.503 1.590 8.270
4 0.001 0.000 0.078 0.182 15,263
5 0.662 0.017 L1781 11.564 151.062
6 0.002 0.002 0.053 0.164 8.5
7 0.027 0.000 0.225 0.769 27.067
8 0.077 0.001 0.908 1.400 3%.132
9 0.001 0.000 0.0490 0.120 5.853
10 0.004 0.000 0.114 0.373 7012
1 0.614 0.025 1089 5.133 87,012
13 0.003 0.000 0.108 0.247 1822
14 0.000 0.000 0.044 0.104 2.966
15 0.001 0.000 0.031 0.106 2075
16 0.211 0.005 0.843 252 55.895
17 0.001 0.000 0.0490 0.111 5.612
18 0.724 0.014 1932 8.659 69.819
19 0.001 0.000 0.044 0.117 4.824
20 0.002 0.000 0.062 0.185 7.024
2 0.001 0.000 0.031 0.092 2674

Figura 14. Imagen AFM obtenida de la muestra UR-HAP-2: a) tamafio individual;
b) tamafio de grano; y, ¢) imagen 3D.
Tarafder et al. (2020) elabor6 un nanofertilizante hibrido Urea-HAP, utilizando el método de
precipitacion humedad, con la diferencia que no incorpord la urea en la reaccion, haciendo un
tratamiento por separado. Para medir el tamafio de particula utiliz6 Microscopia Electrénica
de Barrido, SEM por sus siglas en inglés, determinando tamafios medios de 38.21 nm. Segun
Afonso et al (2020), la tecnologia SEM es mas cara, ya que la muestra necesita un

tratamiento previo y se necesita de vacio; y, a pesar de que ofrece imagenes con mas detalles,
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la técnica AFM muestra imagenes en 3D y valores de rugosidad, y la otra no, siendo mas (til

para fines de investigacion.

Kottegoda et al. (2017) obtuvo imagenes del nanofertilizante hibrido Urea-HAP que
desarrollaron mediante las técnicas de Microscopia de barrido (SEM) y de Transmision, TEM
por sus siglas en inglés. Ellos reportaron que las NPs de HAP tenian forma de varilla con
diametros desde 15 a 20 nm y longitudes de 100 a 200 nm, determinadas mediante TEM. Al
mismo tiempo, las imagenes SEM indicaban que inicialmente se formaban nanoesferas de 5
nm.

4.2.4 Potencial zeta

La muestra UR-HAP-1 reporta un valor medio mas alto, comparado con la muestra UR-HAP-
2 (cuadro 4). Villafuerte et al. (2008) y Mayoral et al. (2014) manifiestan que valores de
potencial z entre £ 30 mV 0 mayores proporcionan estabilidad a las suspensiones coloidales;
en esta forma, evitan la agregacion de las particulas. Se puede interpretar que la muestra
obtenida en el LB-1 (con potencial z de 38.3 mV), es mas estable en suspension, reduciendo
la agregacion; esto puede deberse a que contiene el doble de urea que la muestra elaborada en
el LB-2 (con potencial z de 18.8 mV), cuyo valor indica que tiende a la agregacion y

precipitacion de las particulas.

Cuadro 4.  Potencial Z de las muestras UR-HAP-1y UR-HAP-2.

Potencial Z (mV)

Repeticion
UR-HAP-1 UR-HAP-2
R1 42.7 20.8
R2 36.0 17.7
R3 36.1 17.8
PROMEDIO 38.3 18.8

4.2.5 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

El espectro FTIR obtenido en la muestra de NPs de HAP presenta una banda tipica que la
caracteriza, ubicada en 1030 cm™ (figura 15 a). Segin Elhassani et al, (2019) la presencia de

bandas intensas entre 1090 y 1020 cm™ se atribuyen al estiramiento de los grupos fosfatos
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(PO4 *°). El espectro FTIR de la urea exhibe bandas de estiramiento tipicas, como: el N-C-N
que se observa en 1458 cm™, el N—H ubicado en 1587 cm™, el grupo C=0 aparece en 1675
cm™ y el NH; en 3426 y 3332 cm (figura 15 b) (Kottegoda et al. 2017 y Elhassani et al,
2019).

Los espectros FTIR obtenidos de las muestras UR-HAP-1 y NF-UR-HAP presentan bandas
caracteristicas de HAP, ubicadas en 1030 y 1026 cm™ respectivamente; la variacion de
4 cm™ podria deberse a la modificacion en la proporcion de urea utilizada en el proceso, en
el segundo caso. Los picos de estiramiento N-C-N aparecieron en 1454 y 1451 cm™;
respectivamente, en ambos casos las bandas se muestran levemente desplazadas con valores
mas bajos, con respecto a la urea sola; siendo la banda menor la del NF-UR-HAP. Los
estiramientos N—H aparecen en 1587 y 1590 cm™ respectivamente; la muestra UR-HAP-1
mostré la misma banda presente en la de urea y la NF-UR-HAP mostré un pequefio
desplazamiento de 3 cm™ méas abajo. Las bandas de estiramiento C=0 aparecieron en 1678
cm® para la muestra UR-HAP-1 y 1675 cm™ en la muestra NF-UR-HAP; en este caso esta
mostrd la misma ubicacion que la urea. Por Gltimo, las bandas de NH; aparecieron en 3429 y
3329 cm* para ambas muestras, presentando un leve desplazamiento en ambos picos que los

aproxima (figura 15 c y d).

Los resultados FTIR obtenidos concuerdan con los datos reportados por Kottegoda et al.
(2017) y Tarafder et al. (2020), los fertilizantes obtenidos en ambos estudios tenian la misma
composicién quimica y presentaban bandas de estiramiento con ubicaciones aproximadas. De
acuerdo con esto, podemos concluir que la urea y las NPs de HAP estan unidas por medio de
sus grupos carbonilo y amina. Segin Elhassani et al, (2019) los desplazamientos en las
bandas de los grupos N-H y NH> que presentaron las muestras UR-HAP-1 y NF-UR-HAP, en
comparacion con la urea sola, sugiere la presencia de bandas de enlace de hidrégeno entre los

grupos N-H de la urea y los grupos O-H en la HAP.
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Figura 15. Espectros FTIR de a) NPs HAP, b) urea, ¢) UR-HAP-1, d) NF-UR-HAP
4.2.6 Contenido de calcio, fosforo y nitrégeno

Las concentraciones de N, Cay P; asi como el célculo de la relacién molar Ca/P obtenidos en
las muestras, se reportan en el cuadro 5. Segun Ferraz et al. (2004) la relacién molar Ca/P en
la hidroxiapatita es 1.67; por lo tanto, en base a la obtenida de 1.68, se puede concluir que se
logro sintetizar hidroxiapatita pura utilizando el método de precipitacion en medio humedo
con HsPO. e Ca (OH)2. Por otra parte, si se considera la relacion 1:6 urea-hidroxiapatita que
se propuso; los contenidos estequiométricos serian: N= 39.43%, Ca= 5.70% y P= 2.64%; v,
una relacion molar teérica Ca/P= 2.16. En comparacion con las cantidades del NF-UR-HAP
reportadas en el cuadro 5 se puede concluir que el NF-UR-HAP se formd con una relacion
1:9, debido a que durante el reposo y la centrifugacion precipitaron aproximadamente el 74%
de NPs de HAP formadas. EI NF-UR-HAP tuvo una concentracion de N, Ca 'y P de 38.26%,
3.73% y 1.67% respectivamente; 7.7% menor de N que la urea, pero mayor que otros
fertilizantes como: nitrato de amonio NH4NOs con 34%, el sulfato de amonio (NH4).SO4 con
21%, el fosfato diamonico (DAP) (NH4)2HPO4 con 18%, y el fosfato monoamonico (MAP)
NH4H2PO4 con un 12% de N.
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Cuadro5.  Contenidos de calcio (Ca), fosforo (P) y nitrogeno (N); y la relacién molar
Ca/P de las muestras obtenidas en la elaboracion del nanofertilizante urea — hidroxiapatita

(NF-UR-HAP)
Muestra N Ca P Relacion
% molar Ca/P
HAP - 28.30 13.00 1.68
UR-HAP-1 15.10 1.55 0.60 2.00
UR-HAP-2 7.38 0.79 0.35 1.74
NF-UR-HAP 38.26 3.73 1.67 1.73

HAP: hidroxiapatita sin urea en polvo; UR-HAP-1: hidroxiapatita con urea en suspension (Universidad
Central); UR-HAP-2: hidroxiapatita con urea en suspension (CINCAE); NF-UR-HAP: nanofertilizante urea
— hidroxiapatita

4.1.2 Evaluacion de la efectividad del nanofertilizante

Se realiz6 la prueba de normalidad de Shapiro Wilk en los datos obtenidos de las 32 macetas
para las variables en estudio: N, P, Ca, MS y crecimiento (CREC) total, desde la aplicacion
de los tratamientos hasta los tres meses de evaluacion. Igualmente se hizo el andlisis de
homocedasticidad de Levene. Ambas pruebas reportaron datos normales y homogéneos, con
un valor de p> 0.05 (cuadro 6).

Cuadro 6.  Prueba de normalidad (Shapiro Wilk) y homocedasticidad (Levene) en los

datos obtenidos de N, P, Ca, MS y CREC, evaluados en cafia de azlucar bajo
condiciones de invernadero.

P (Unilateral D)

Variable
Shapiro Wilk Levene
N 0.59 0.16
P 0.32 0.89
Ca 0.22 0.60
MS 0.83 0.63
CREC 0.15 0.15
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Posteriormente, se realizd un analisis de varianza a una via, comparando las medias
utilizando una prueba Tukey; con un nivel de significancia P<0.05, la cual nos permitié
determinar las diferencias que pudiera existir entre los cuatro tratamientos, el testigo y las tres
dosis del NF-UR-HAP. La prueba realizada (cuadro 7) mostr6 que no existen diferencias
estadisticamente significativas entre los cuatro tratamientos para las variables: N, P, MS y
CREC; Para la concentracion de calcio, el promedio del tratamiento 3 (NF-UR-HAP 50%) se
comporto estadisticamente diferente de los otros. Por lo tanto, se puede concluir que los
cuatro tratamientos aportan la cantidad necesaria de nitrégeno para que las plantas de cafia de
azucar se desarrollen adecuadamente hasta los 3 meses de edad, confirmandose asi la
hipdtesis planteada inicialmente. Considerando las condiciones de invernadero, con
variaciones de temperatura entre 21 y 33°C y de humedad relativa entre 63 y 100%, el tipo de
suelo utilizado en el ensayo (Arenoso-Franco) y la variedad de cafia de azUcar sembrada
(ECU-01), aplicando el 25% de la dosis recomendada para esta variedad (120 kg N ha?)
(Castillo et al., 2007), se determiné estadisticamente la misma concentracion de nitrogeno en
las hojas, cantidad igual de materia seca formada y crecimiento sin diferencias significativas;
comparados con el testigo (urea 100 %), hasta los 3 meses de edad de las plantas.

Cuadro 7.  Anadlisis de varianza y diferencia estadistica (metodo Tukey) de las variables
en estudio en los cuatro tratamientos, evaluados en cafia de azlcar bajo condiciones de

invernadero.
N° Tratamientos N P Ca MS CREC
% cm
T1 Testigo - urea 100 % 2.11+0.13a 0.157+0.02a 0.317+0.07a 4.68+1.08a 17.15+1.23a
T2 NF-UR-HAP 75% 2.08+0.15a 0.159+0.02a 0.329+0.05a 4.43+090a 17.10+2.04a
T3 NF-UR-HAP 50% 227+0.12a 0.165+0.01a 0.375+0.06b 4.71+0.84a 17.63+2.63a
T4 NF-UR-HAP 25% 217+0.23a 0.172+0.01a 0.317+0.02a 5.29+1.31a 19.64+3.24a

MS: materia seca; CREC: crecimiento.

Misma letra junto a los datos, muestra que son estadisticamente iguales.
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En otros estudios de fertilizacion para la variedad ECU-01 efectuados por Salazar &
Sanchez., (2010) y Salazar et al., (2013) determinaron que la mayor respuesta de produccion
se observo a una dosis de 141 kg N ha®l. Segin Salazar et al., (2013), las cantidades
necesarias de nitrégeno para la produccion comercial de cafia de azlcar son consideradas
altas, en virtud de la gran cantidad de biomasa que las plantas producen bajo las condiciones

ambientales de la Cuenca Baja del Rio Guayas.

A pesar de que estadisticamente no se encontré diferencias entre los tratamientos, se pudo
observar un ligero incremento en la concentracion de N en los tratamientos 3 y 4; igualmente
la MS y el CREC se mostraron relativamente mayor en el Tratamiento 4, a pesar de que son
las dosis mas bajas. Considerando que el NF-UR-HAP esta formado por urea unida mediante
enlace por puente de hidrdégeno a nanoparticulas de HAP, permitiria que se comporte como
un fertilizante de liberacion lenta, como lo indican los estudios realizados por Kottegoda et al.
(2017); Hernandez et al.; Rojas & Luque; y Echevarria-Hernadndez et al., (2020). Esta
caracteristica explicaria que en el tratamiento 4, a una dosis de 30 kg N ha?, se hayan
desarrollado mas las plantas con menos cantidad de NF-UR-HAP, aumentando de esta
manera la eficiencia del uso del fertilizante (Echevarria-Hernandez et al., 2020) se obtendria
un ahorro del 75% de urea. Adicionalmente se sabe que el N es bastante movil en la planta,
pudiéndose distribuir o translocar con la edad del cultivo (Perdomo et al., 2003); por lo tanto,
se justificaria que el tratamiento 4 fue el que desarrollo mas MS, pero no, la mayor
concentracion de N en las hojas; este se podria haber distribuido hacia los tallos, los cuales

tenian mayor altura.

Kottegoda et al. (2017) realizé la evaluacion de la biodisponibilidad de los nanohibridos de
urea-HAP de liberacion lenta en un cultivo de arroz, en campo de granjas certificadas en Asia
del sur. Ellos determinaron que mediante el uso de nanohibridos urea-HAP, se puede ahorrar

hasta el 50 % en el consumo de urea.

Con respecto a las concentraciones de P y Ca, sabiendo que la HAP es insoluble el agua
(Chéavez, 2012), no se esperaria un aporte nutricional de este elemento por parte de la HAP;
pero, considerando que las caracteristicas de los materiales cambian con respecto al tamafio

de las particulas, se decidio evaluar la absorcion del P y Ca en las hojas. El analisis de
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varianza, igual que con el N, no mostro diferencias significativas, excepto para el Ca en el

tratamiento 3 que increment6 su valor. Aunque se puede observar un ligero incremento
progresivo del P entre los tratamientos 2, 3 y 4 con NF-UR-HAP. En el caso del Ca, este

incremento solo se puede observar en los tratamientos 2 y 3.

La evaluacién de la altura de planta semanal se muestra en la figura 16, en la que se puede
observar que las plantas del tratamiento 4 fueron las que mas se desarrollaron, empezando
con un valor promedio en altura menor a los otros tratamientos (8.4 cm) y finalizando con el

valor més alto (28.0 cm), seguido del tratamiento 3.

=
L5
o}
5
| | ‘
45 dias
T1 10,1 12,4 14,5 17,1 19,8 26,1
mT2 9,1 10,0 12,1 14,4 17,0 19,4 26,2
T3 9,0 10,8 12,7 14,8 18,1 20,1 26,6
mT4 8,4 10,1 13,2 15,2 18,6 21,1 28,0

Figura 16. Valores promedio de altura semanal en las plantas desde la aplicacién de
los cuatro tratamientos hasta los 90 dias de edad, evaluados en cafia de az(car
bajo condiciones de invernadero.

Haciendo el andlisis de los beneficios que se pueden obtener reduciendo las dosis de urea
como fertilizante nitrogenado en los cultivos, adicionalmente a la reduccion de la
contaminacion del suelo, el agua y la atmosfera, los cuales ya serian un aporte importante
para el planeta; también se puede considerar el costo del fertilizante como un factor de alto
interés para el productor y agroindustria. Evaluando las condiciones actuales de
importaciones de fertilizantes, debido a los conflictos y guerras entre paises productores de
estos insumos, en el caso de la urea el precio se ha incrementado desde $38 el saco de 50 Kg

en 2021 a $53 en 2022 (Tapia, 2022).
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Capitulo V: Conclusiones y recomendaciones

4.3 Conclusiones

> Se obtuvo el NF-UR-HAP utilizando el método de precipitacion en medio humedo
con HsPOa4 e Ca (OH)2, con un rendimiento del 92%. Los tamafios de particulas y la
agregacion se vieron afectados por el pH y la velocidad de adicion del HsPOs, En
consecuencia, la relacion 1:6 de HAP: UREA, planteada inicialmente, no se logro
obtener, debido a que durante la precipitacion, en el tiempo de reposo y
centrifugacion, precipito el 74% de HAP formada en la reaccién. Obteniendo al final
el NF-UR-HAP en relacion 1:9, concentracion de N del 38.26%, Ca del 3.73% y P del
1.67%.

» El Difractograma XRD de la muestra de HAP presentd picos (d) caracteristicos que la
identificaron; mientras que, el espectro FTIR mostr6 una banda de absorcién en 1030
cm-1, propio del grupo PO4*. Por otra parte, el espectro FTIR obtenido del NF-UR-
HAP expuso perfectamente bandas que corresponden a los grupos: POs* N-C-N,
N-H, C=0 y NHy; caracteristicos de la HAP y la urea. Adicionalmente, los
desplazamientos en las bandas de los grupos N-H y NH2 sugiere la presencia de
enlace de hidrogeno entre los grupos N-H de la urea 'y los O-H en la HAP.

> EIl tamafio medio hidrodindmico obtenido por DLS fue de 158.7 nm, con un IP de
0.302; este valor es comparable con el tamafio de particula del NF-UR-HAP,
determinado mediante AFM, el cual se determiné en 107 y 117 nm. Por otra parte, el
valor del potencial z en la muestra UR-HAP-2 fue 18.8 mV., lo que indica que la
suspension es ligeramente inestable y tiende a la agregacion.

» El analisis de varianza realizado a los resultados obtenidos en el ensayo de
invernadero mostré que no existen diferencias significativas entre los tratamientos
para totas las variables de estudio, excluyendo al Ca. De esta manera se demostro que
aplicando el 25% de la dosis recomendada (30 kg N ha*) del NF-UR-HAP elaborado,
fue suficiente para el buen desarrollo de las plantas de cafia de azUcar hasta los tres
meses de edad, confirmando de esta manera la hipdtesis planteada en esta

investigacion.
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4.4 Recomendaciones

> El uso de una bomba dosificadora durante la elaboracion del nanofertilizante, para
poder controlar la velocidad con la que se adiciona el HsPO. 0.6M, mejoraria la
homogeneidad y podria reducir el tamafio de las particulas de HAP formadas.

> Durante el tiempo de reposo y en la centrifugacion de la suspension precipitd la
mayor parte de NPs de HAP, las cuales no fueron caracterizadas; en virtud de que, su
tamafio pudiera ser mucho mayor. En consecuencia, la relacion de urea aumentd. Se
recomendaria la caracterizacion del precipitado y su incorporacion en la mezcla como

parte del nanofertilizante; y de esta forma, evaluar asi su efectividad.

» La evaluacion hasta los tres meses de edad deja dudas con respecto al
comportamiento de los tratamientos, sobre todo el T2, el cual era el que contenia méas
N (90 kg N ha). Considerando el comportamiento de liberacion lenta del NF-UR-
HAP, seria importante repetir el ensayo hasta los 12 meses de edad, en condiciones de
campo abierto y evaluando las toneladas de cafia por hectarea (TCH) y los Kg de

azucar por tonelada de cafia ( KAzTC) para determinar el rendimiento.

» Considerando los precios de los reactivos de alta pureza, con la finalidad de abaratar
costos en la elaboracion, se podria intentar utilizar cal apagada como materia prima

(Ca(OH)2) vy, evaluar los pardmetros de produccion y rendimiento.
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ANexos

Cuadros y figuras

Cuadro 8. Resultados del andlisis fisicoquimico del suelo utilizado en el ensayo de

invernadero.
Parametro Unidad Valor Método utilizado Equipo
utilizado
Arena % 81.00 Métodos de Bouyoucos 1
Limo % 19.00 Métodos de Bouyoucos 1
Acrcilla % 0.00 Métodos de Bouyoucos 1
Textura - AFrenoso- Métodos de Bouyoucos 1
ranco
M.O % 0.81 Digestion humeda con H2SO4 2
1 Extraccion con Olsen
P mg kg 7.24 modificado 2
K meq 10019 suelo 0.15 Extrgc_uon con Olsen 3
modificado
Ca meq 10019 suelo 1161 Extrgc_uon con Olsen 3
modificado
Mg meq 10019 suelo 3.94 Extrgc_cmn con Olsen 3
modificado
1 Extraccién con Olsen
Zn Mg kg 0.78  modificado 3
1 Extraccion con Olsen
Cu Mg kg 401 odificado 3
1 Extraccion con Olsen
Mn Mg kg 413 odificado 3
Extraccién con Olsen
-1
Fe mg kg 032 odificado 3
Extraccion con Fosfato de
-1
S mg kg 066 (Calcio 0,08 M 2
1 Extraccion con Fosfato de
B Mg kg 014 Calcio0,08 M 2
pH - 7.08 Suspensién con agua 4
C.E (us cm™) 237 Suspensién con agua 4

1. Hidrémetro Densimetro de Bouyoucos; 2. Espectrémetro UV-visible marca Perkin EImer modelo Lambda 25; 3.
Espectrofotémetro de absorcion atémica (AA) marca Perkin ElImer modelo AAnalyst 100; 4. Medidor de pH vy
conductividad digital de Mesa marca Horiba Scientific modelo LAQUA DS-72.
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Agitador magnético con calentamiento
marca Terno Sclentific modelo supernuova+

R DE
NANOPARTICULAS
I

Analizador de nano particulas marca Horiba Scientific modelo 5Z-100 l Celda capilar plegada para determinar el ‘
potencial z

Microscopio de Fuerza Atomica (AFM) marca Park Systems modelo NX-10

Figura 17. Elaboracién del nanofertilizante realizado en el Laboratorio de
nanoestructuras de la Universidad Central del Ecuador.
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Mezda de reactivos Suspension final y precipitado durante la centrifugacion

Figura 18. Elaboracion del nanofertilizante realizado en el Laboratorio Quimico de
CINCAE
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Semillero Fundacion de CINCAE Seleccion y corte de tallos;
varnedad ECU-.1

Tratamiento Térmico Agua recirculante por 24 h. Aplicacion de fungicida

Figura 19. Seleccion y tratamiento de la semilla
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Trasplants 2 macetas

Figura 20. Germinacion y trasplante a macetas dentro del invernadero
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Muestreo de hojas TVD+1 Corte de las plantas para determinacion de biomasa

Figura 21. Desarrollo del ensayo en el invernadero
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ECU-01

Enfermedades Plagas buscando los niveles dptimos de N, P, Ky
microelementos para esta variedad en diferentes

Las evaluaciones para determinar la reaccion a las La variedad ECU-01, es un poco mds tolerante que la E 5 2
A L 5 tipos de suelos de los ingenios azucareros.
principales enfermedades se realizaron desde el variedad Ragnar al saltahojas (Perkinsiella
estado | de seleccién hasta las parcelas saccharicida) y al barrenador del tallo (Diatraea 4 A
semi-comerciales y en ensayos especificos de saccharalis), pero un poco mas susceptible al afido Uso de semilla de buena calidad
evaluacion de enfermedades. En algunos casos se amarillo (Sipha flava) Para una mejor respuesta de la variedad se
realizaron inoculaciones artificiales y en otros se El manejo de éstas plagas requiere da una evaluacion recomienda usar semilla de alta calidad y libre de
sometieron a la Infeccion natural. Los niveles de periddica, procurando mantener siempre un patégenos sistémicos. Todos los semilleros deben
reacclon de esta varledad a las principales equilibrio biolGgico a través de la conservacion y ser diagnosticados para raguitismo, escaldadura y
enfermedades son: aumento de los enemigos naturales, En lo posible se hoja amarilla. Estas evaluaciones servirdn para
debe evitar el uso de insecticidas quimicos. Una guia identificar la sanidad y |a toma de decisiones
para el manejo de éstas plagas se puede encontrar sobre el uso de un lote de semillas destinadas a
en las publicaciones respectivas emitidas por canteros comerciales.
Carbén g CINCAE
(Ustilago scitarminea) Resistonte
Mosas ; Suelos y fertilizacién
[SCrv Jeiake En todos los ensayos establecidos la variedad
ECU-01, ha tenido una mejor respuesta a la CENTRO DE
mmmwmw Resistente fertilizacion que la va‘rieda\'! Ragnar. En suelos franco uﬁ"&*ﬁ'@'*
arenosos, francos arcillosos y franco arcillo limosos DEL ECUADOR
Raquitismo - RSD con contenidos medios de P (10-12 ppm), K (0.2 meq
Lepsonia xyN ssp. ay} Susceptible 100g suelo) y bajos de materia organica (1.5 - 2.5%),
la produccion varid entre 90 - 110 TCH, 84 - 113 KATC Una @ivisldn do e
150 y 75 - 10.7 TAH en cana planta, Mientras que, en dos DT T vioas
(Xanthomanas axfineas) Resistente socas tuvo un rango de produccion de 60 - 140 TCH
80 ~ 116 KATC y 6.0 ~ 12,5 TAH. Estas producciones Estacion .
Hoja amarilla Mm"“""" han sido obtenidas con fertilizaciones comerciales de K. 40,6 Via nu&vmmm
L) 0 - 120 kg N por ha, 60 - 100 kg P,0, porha y Direceion Posial: Elzas 114 y Miecsn,
80 - 140 kg de K.O por ha, Sin embargo, se continia O S T e e A i
1563) 9 9848372 Fax: (563) 9 9602656
e-mail: Grea@cincae oy

Figura 22. Informacion técnica de la variedad de cafia de aziucar ECU-01,
suministrada por CINCAE

-64-



UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO




	0762d33b6d3127302a579bb5c91fb63cde7056666c6cbb36bc235ec8110adca5.pdf
	0762d33b6d3127302a579bb5c91fb63cde7056666c6cbb36bc235ec8110adca5.pdf
	0762d33b6d3127302a579bb5c91fb63cde7056666c6cbb36bc235ec8110adca5.pdf

