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Resumen. La fertilizacion nitrogenada a gran escala y con productos o dosis inadecuados
produce contaminacién del suelo y napas, como asi también la eutrofizacion de cuerpos de agua
y la contaminacién del aire, llevando a la formacién de lluvias dcidas. En sitios marginales para
la produccion agropecuaria y forestal, los ambientes son mds fragiles y el riesgo de contaminacién
es mayor que en aquellos con mejor aptitud productiva. La utilizacidon de fertilizantes
nitrogenados de liberacion lenta pueden contribuir a aportar a los cultivos la dosis de nitrégeno
necesaria para no disminuir la fertilidad de los suelos, y en consecuencia, disminuir la lixiviacién

de formas inorgdnicas de nitrégeno y la contaminacion ambiental asociada.

Realizamos la sintesis y descripcion de los complejos de inclusién de urea con dcido estedrico
(CIU). El objetivo fue corroborar que los microorganismos del suelo o las enzimas ureasas libres,
son capaces de producir la uredlisis, es decir, la liberacidn del amonio de la urea cuando ésta se
encuentra formando parte del CIU. Evaluamos que los cristales de CIU, que presentan muy baja
solubilidad en agua, pueden ser fuente de nutrientes para las plantas, es decir, que en contacto
con el suelo, liberan amonio y nitrato que son las formas minerales en que las plantas pueden
absorber el nitrégeno. Ademdas, la estructura tridimensional de los cristales de CIU pueden ser
utilizados para incorporar otros nutrientes o moléculas orgdnicas en su estructura, como
hormonas, funguicidas o insecticidas, las que serian liberadas paulatinamente, a medida que las

ureasas del suelo producen la ruptura de la urea y de los cristales de CIU.

Palabras clave: Lixiviacion; volatilizacién; nitrato; amonio; eutrofizacion; fertilizacion
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Evaluation of new slow-release nitrogen fertilizer: inclusion complex of

urea with stearic acid

Abstract. Fertilization with sources of nitrogen if it is done with inadequate fertilizers or doses,
produce environmental problems like soil and water table contamination, eutrophication of water
bodies and air contamination, leading to acid rain. In marginal sites for agriculture and forestry,
environments are fragile and the risk of contamination is higher than in places with better site
quality. The use of slow-release nitrogen fertilizers can contribute to give enough nitrogen to crops,
in part by maintaining the soil's fertility, and thus minimizing the risk of lixiviation of inorganic

nitrogen forms and the associated environmental contamination.

We did the synthesis and description of the inclusion complexes of urea with stearic acid (CIU).The
aim was to corroborate that the soil microorganisms or the free ureases enzymes are able to
produce the ureolysis, which is to liberate ammonium from the urea when it is part of the CIU. We
tested that the CIU crystals, which has very low water solubility can be a source of nutrients for
the plants because in contact with soil ammonium and nitrate is realized. The latter are the
inorganic forms that can be taken up by plants. Moreover, the tridimensional structure of the CIU
make it proper to add inside the crystals other nutrients and organic molecules like hormones,
fungicides and insecticides that would be realized to the soil slowly, as ureases break urea and

CIU crystals.

Key words: Lixiviation; volatilization; nitrate; ammonium; eutrophication;

fertilization

Novedad u originalidad local en el conocimiento (maximo 250 palabras):

La utilizacion de urea como fertilizante nitrogenado produce pérdidas importantes

por volatilizacién y lixiviado, por eso los fertilizantes de liberacién lenta son utiles

56


https://doi.org/10.24215/26838559e012

(R UNIVERSIDAD
Ik NACIONAL
&/ DE LA PLATA

F = v
EDUCACION
\ PUBLICA
Y GRATUITA

GICO Y SOCIAL

Innovacién y Desarrollo Tecnolégico y Social (2020) 2 (1): 55-70

como herramientas para disminuir las pérdidas de nitrégeno (N). La urea en
presencia de acidos grasos forma un complejo de inclusion cristalino (CIU),
cambiando su conformacién tetragonal a hexagonal y disminuyendo drasticamente
su solubilidad en agua. En el afio 1969, Paulson y Kurtz desarrollaron varios
complejos cristalinos de inclusion entre la molécula de ureay diversos acidos grasos
y determinaron que el complejo urea-acido estearico fue el mas estable, y su
hidrélisis en una arcilla limosa resulté ser mas lenta que la urea sin formular. En
este desarrollo evaluamos si el CIU en contacto con el suelo forestal seco y humedo
de la provincia de Misiones es utilizado como sustrato por microorganismos u
enzimas ureoliticas presentes en el suelo (Watson et al, 2008), de manera que se
liberen formas de N que pueden ser absorbidas por las plantas, como nitrato y
amonio. Este proceso de liberaciéon de formas de N que puedan ser utilizadas por
las plantas es una condicion necesaria para que el CIU pueda ser utilizado como
fertilizante para cultivos agricolas y forestales. Asimismo, la utilizacion de estos
complejos no solo permite la liberacion lenta de nitrégeno, sino que podria incluir
en su estructura a terceras moléculas complejas no lineales con diferente
bioactividad, que pueden liberarse a medida que el complejo se hidroliza, pudiendo

de esta manera brindar otra funcién complementaria a la ya existente.

Grado de relevancia (maximo 250 palabras):

La fertilizacion nitrogenada es ampliamente utilizada en cultivos agricolas, y en
menor medida en cultivos forestales. Argentina consume 1,5 millones de toneladas
de fertilizantes nitrogenados por afio para la produccion agricola y forestal, segin
un reporte del Ministerio de Agroindustria para la campafia 2016-2017. La
utilizacion frecuente de fuentes de elevada solubilidad, como la urea, junto con la
seleccion inadecuada de la dosis y momento de fertilizacién, lleva a que un

porcentaje elevado del fertilizante aplicado se volatilice o se lixivie, produciendo la
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contaminacion del aire, suelos, napas y cuerpos de agua. Las pérdidas por
volatilizacion de amonio pueden llegar a 19 kg/ha en los 9 primeros dias posteriores
a lafertilizacién de maiz con 60 kg/ha en forma de urea (Ferraris et al. 2009). Ademas
del impacto ambiental, estas pérdidas conllevan que parte del costo utilizado en
aplicar el fertilizante, no es aprovechado por el cultivo. Esta problematica llevo, por
ejemplo, a aplicar inhibidores de ureasa y de nitrificacion junto con el fertilizante,
con resultados dispares y elevado costo econdmico (Abalos et al. 2014). La
aplicacion de fertilizantes de liberacion lenta puede ser una alternativa que reduzca
las pérdidas de N. El avance de la frontera agricola hacia ambientes marginales para
los cultivos, aumenta la trascendencia de este tipo de fertilizantes, ya que los riesgos
de volatilizacién y lixiviacion son mayores en suelos de baja aptitud agricola y

forestal.

Grado de pertinencia (maximo 250 palabras):

La urea es el fertilizante nitrogenado mas ampliamente utilizado a nivel nacional y
mundial (Boccolini 2016), en parte debido a su bajo costo en relacion con otros
fertilizantes nitrogenados y alto contenido de N (48%). La utilizacion de cristales de
CIU que son practicamente insolubles en agua pero que en contacto con el suelo
liberan paulatinamente fuentes nitrogenadas que pueden ser utilizadas por las
plantas, implica que este complejo puede ser utilizado como fertilizante
nitrogenado de liberacion lenta. La liberacion lenta del N disminuye el riesgo de
volatilizacién en forma de amoniaco cuando la urea entra en contacto con el suelo,
durante los primeros dias. Al poner al nitrato y amonio en disponibilidad mas
lentamente aumenta la probabilidad de que las raices de las plantas y los
microorganismos consuman dichas formas nitrogenadas, y por lo tanto se reduce
la probabilidad de lixiviacion hacia las napas, ademas de hacer mas efectiva la

aplicacién del fertilizante.
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Grado de demanda (maximo 250 palabras):

La preocupacién de la sociedad por el cuidado del ambiente, pone en debate el uso

de agroquimicos en general, y fertilizantes nitrogenados en particular. La

contaminacion del aire, el suelo, los cuerpos de agua y las napas por fertilizantes es

una preocupacion de los ambientalistas. Se han elaborado guias para la produccién

de fertilizantes que contemplan los aspectos ambientales. Por otro lado, las

pérdidas por volatilizacién y lixiviacion reducen la eficiencia de la fertilizacién, con
un costo econdmico: se gasta dinero en comparary aplicar un fertilizante que no es

utilizado por el cultivo. Es asi, que surge la demanda de los “fertilizantes inteligentes”

gue minimicen los impactos negativos al ambiente y abastezcan a los cultivos de los

nutrientes necesarios en el momento justo.

Desarrollo del producto
Sintesis del CIU

La formacion de los complejos de inclusion se basa en que la urea en presencia de
cadenas lineales de hidrocarburos y/o acidos organicos forma cristales
hexagonales, tipo agujas, con canales internos que hospedan a las moléculas
anteriormente mencionadas (Zimmerschied et al. 1950, Hayes 2006). Esta técnica
ha sido utilizada desde hace décadas para el fraccionamiento continuo de mezclas
de acidos grasos (aceites vegetales), separando acidos grasos de distintos grados de
saturacion mediante la formacion de complejos de inclusién con urea en presencia
de un disolvente (Redlich et al. 1950). Estos complejos de inclusion estan formados
por dos subestructuras distintas, aunque no independientes, una subestructura
huésped "Host substructure™ y otra invitada “Guest substructure”™ (Harris vy
Thomas, 1990, Smith 1952). Segun estos autores, el resultado de un complejo de

inclusion de urea (CIU) consiste de una serie de anillos hexagonales paralelos
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(canales lineales), formados mediante puentes de hidrogeno entre las moléculas de
urea y entre esta y la cadena carbonada lineal del compuesto incluido en el canal
interior. El diametro interno de los canales puede oscilar entre 0,55 y 0,58 nm.
Aunque estos compuestos han sido estudiados desde hace mucho tiempo para
separar acidos grasos de una mezcla, hay todavia un interés considerable en el
fendmeno de la inclusién. La limitacidn histoérica de los complejos de inclusién con
urea ha sido su sintesis, siendo circunscriptos a moléculas lineales. El impulso que
han tenido estos complejos en los Ultimos afios se debe a que moléculas como el
acido estearico pueden actuar como endocitos rapidamente aducibles (RAE ,Rapidly
Adductible Endocyte), es decir las cadenas organicas lineales cambian su
conformacion y endocitan o incluyen a otras moléculas. Estos endocitos permiten
la inclusién en urea de terceras moléculas complejas no lineales, con bioactividad
farmacolégica, mejorando la tasa de disolucién en fluidos corporales y por ende, su
bioactividad (Arora et al. 2009, Arora et al. 2010, Ohlan et al 2008, Selvaraju et al.
2003, Thakral y Madan 2008).

La técnica para su obtencidn es relativamente sencilla. Inicialmente se realizan dos
soluciones metandlicas, una de urea y otra de acido estearico. Posteriormente,
mediante calentamiento y agitacion se agrega la solucién de acido estearico a la de
urea, y se lo deja enfriar lentamente. Luego de unos minutos se pueden observar
los cristales de inclusion (Figura 1) a simple vista, y también se puede corroborar su
solubilidad en agua, aunque posteriormente se deben utilizar diferentes técnicas
complementarias para determinar la formacion del complejo de inclusion (por
ejemplo, DSC: Differential scanning calorimetric studies, FTIR: Fourier transforms
infrared spectroscopy, SEM: Scanning Electron Microscopy, EDAX: Energy-dispersive
X-ray spectroscopy microanalysis, entre otras) y la presencia y cantidad de urea en
el complejo. Nosotros mediante espectroscopia Raman hemos determinado que la

cantidad de urea presente en el CIU es de aproximadamente 76+0.5 %. Esto significa
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que los complejos de inclusion urea-acido estearico contienen un total de 35 % de

nitréogeno, valores que coinciden con los de Paulson y Kurtz, 1969.

Figura 1. A) Acido estearico (RAE- Suitable Rapidly Adductible Endocyte) - Microfotografia
tomada mediante Microscépio Electrénico de Barrido (SEM); B) Urea - Microfotografia tomada
mediante Microscépio Electrénico de Barrido (SEM); C) CIU - Izquierda y centro: Fotografia con
lupa binocular. Derecha: Microfotografia tomada mediante Microscépio Electrénico de Barrido

(SEM) (Fuente: Lucia et al. 2014)

Figure 1. A) Stearic acid (RAE- Suitable Rapidly Adductible Endocyte) - Microphotograph taken
by Scanning Electronic Microscope (SEM); B) Urea - Microphotograph taken by Scanning
Electronic Microscope (SEM); C) CIU - Left and center: photograph taken by binocular lupe.
Right: Microphotograph taken by Scanning Electronic Microscope (SEM) (Source: Lucia et al.
2014)
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Evaluacién del CIU en contacto con suelo

Se colocd CIU en contacto con suelo, y se midi6 durante los primeros 8 dias la
liberacién al lixiviado de nitrato (NOs’) y amonio (NH4"). Se comparé la liberaciéon con
respecto al suelo con adicion de urea, tomando el suelo sin fertilizar como
referencia. Para eso se coloc6 una cantidad fija de suelo en microlisimetros, con una
malla metalica en la base del recipiente, de manera que pase el liquido, pero no el
suelo. Se hizo percolar una cantidad fija de agua destilada 1, 3 y 8 dias después de
la aplicacion de urea o CIU. El liquido se recolecté luego de pasar por el sueloy se
determind la concentracion de nitrato (Cataldo et al. 1975) y amonio (método clasico

de Nessler, Standard Methods 1975).

Se observo que el CIU liber6 levemente mas amonio que la urea (Figura 2). El primer
producto de la accion de las ureasas es la liberacidén de amonio, que ocurre durante
la primera semana (Rodrigues Soares et al. 2012). Esto demuestra que el CIU es

atacado por los microorganismos o enzimas ureasas presentes en el suelo.

Asimismo, durante los primeros 8 dias no hay liberacién de nitrato, al contrario. En
el lixiviado la concentracién de nitrato es menor que en el suelo sin aplicacion de
fertilizante, lo que se puede apreciar por los valores negativos de la lixiviacion de
nitrato al suelo (Figura 2). Esta disminucién en la concentracion puede deberse a
que la adicion del CIU, el acido estearico que lo compone es una fuente carbonada
labil, que puede servir de fuente para el crecimiento de los microrganismos, que
demandan mas nitrato del disponible en el suelo (Meng et al. 2020), y por lo tanto
la disponibilidad de nitrato en la solucion del suelo es menor si se aplica CIU que en

el suelo no fertilizado.
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Figura 2. Liberacién de amonio (NH4*) y nitrato (NO3’) en el lixiviado del suelo durante los
primeros 8 dias posteriores a la aplicacion de CIU o urea. En los paneles superiores se indica la
cantidad de N lixivada en suelo no fertilizado (control) y en suelo en el que se aplicé urea o
CIU. En los paneles de abajo, se indica la proporcion del N lixivado con respecto al aplicado. Los
valores negativos indican que la concentracion es menor que la del suelo sin fertilizar. El CIU

es atacado por los microorganismos o enzimas presentes en el suelo.

Figure 2. Lixiviation of ammonium (NH4*) and nitrate (NOs) to soil solution along 8 days after
the application of CIU or urea. Upper panels: the amount of N in the lixiviate is shown in non
fertilized soil (control) and in soils fertilized with urea or CIU. In the lower pennels, the
proportion of N lixivaited respect to the aount of N applied is shown. Negative values means
that concentration is lower than in unfertilized soil. CIU is attcked by microorganisms or free

enzymes present in the soil, as NH4* is realized.

Dada que la concentracion en el suelo de nitrato es mayor que la de amonio, y que

el nitrato es la principal fuente de nitrégeno para las plantas, se evalud la
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concentracion en el lixiviado de nitrato, a lo largo de 90 dias posteriores a la
fertilizacion. Se observo que la inmovilizacién de nitrato duré alrededor de 10 dias,
y luego su disponibilidad fue mayor que en los suelos no fertilizados (valores
mayores a cero, que representan el suelo sin fertilizar), de manera que a los 90 dias,
el 6% del N aplicado como CIU fue liberado al lixiviado, mientras que el 12% del N
aplicado como urea fue liberado en el mismo lapso (Figura 3). Esto confirma que el
ClIU aporta nitrato al suelo, a una velocidad mas lenta que la urea, por lo que puede

utilizarse como fertilizante de liberacién lenta.
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Figura 3. Liberacién neta de nitrato (NOs) en el lixiviado del suelo durante los primeros 90 dias
posteriores a la aplicacién de CIU o urea. Los valores negativos en el panel de la derecha

indican que la concentracion es menor que la del suelo sin fertilizar.

Figure 3. Net lixiviation of nitrate(NOs’) to soil solution along 90 days after the application of
CIU or urea.Negative values indicate that N concentration in fertilized soil is lower than in

unfertilized soil.

Posteriormente evaluamos la volatilizaciéon de N en forma de amoniaco. Para eso
colocamos suelo en frascos cerrados herméticamente, con trampa para recuperar
amoniaco (adaptado de Watanabe et al., 2009). Cada 48/72 horas se tomaron las

muestras. Se observé que hasta los 25 dias de aplicado el fertilizante, la
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volatilizacion de amonio fue similar en suelo fertilizado con CIU o con urea, pero
luego la tasa de volatilizacion de amonio es mayor en suelo fertilizados con CIU, y a
los 40 dias de aplicados los fertilizantes, aproximadamente el 3% del N aplicado se
perdié por volatilizacion de amoniaco cuando se aplicé CIU, mientras que la
volatilizacion fue del 1,5% cuando se aplicé urea, tanto en suelo seco como humedo

(Figura 4).
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Figura 4. Volatilizacién de amonio(NH4+*) durante los primeros 42 dias posteriores a la

aplicacion de CIU o urea.

Figure 4. Ammonium volatilization (NH4*) along 42 days after the aplicaion of CIU or urea.

Por un lado, la menor humedad en el suelo no incrementé la volatilizacion de
amonio, como podria esperarse, posiblemente debido a que la temperatura
ambiente no fue tan elevada y el contenido de humedad del suelo no fue tan bajo
como en situaciones en las que se registr6 mayor volatilizaciéon en suelos secos
(Duarte et al. 2007, Fontoura y Bayer 2010). Por otro lado, la mayor pérdida de
amonio cuando se aplica CIU en comparacién con urea puede deberse justamente
a la liberacion lenta que ocurre. Cuando se aplica urea, se produce un pico elevado
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de emisién de amoniaco, pero luego todo el N disponible en el suelo pasa a forma
de nitrato y es absorbido por plantas y microorganismos (Barbieri y Sainz Rozas
2018). El hecho de que el CIU es un complejo que es paulatinamente roto por los
microorganismos, alarga el periodo de emision de amoniaco. Este punto es
importante tenerlo en cuenta, ya que este CIU no seria recomendable en situaciones
donde la volatilizacién puede ser mayor, como altas temperaturas, suelos secos y
ambientes ventosos. Sin embargo, estos resultados deben ser evaluados con la
presencia de plantas que consuman el nitrato y el amonio, porque estas pérdidas
podrian ser pequefias si no se produce la acumulacion de estas formas inorganicas

en el suelo.

Concluimos que los cristales de CIU pueden ser utilizados como fertilizantes en el
suelo, porque, aunque no son solubles en agua, son atacados por los
microorganismos y enzimas del suelo, y el amonio es liberado. Si bien una fraccion
se volatiliza, gran parte es transformado a nitrato, que es la principal fuente de N
para las plantas. Una ventaja adicional del CIU es que su estructura cristalina
permitiria incluir al CIU otras moléculas en su interior. De esa manera, se podrian
construir cristales fertilizantes, que podrian contener micronutrientes o moléculas

organicas como hormonas, insecticidas o fungicidas.
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