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Resumen

En las plantas, el hierro desempefia un papel muy importante en los procesos
fisiol6gicos, lo cual convierte a este elemento en esencial para el 6ptimo desarrollo
vegetal, dando la ausencia del mismo la generacion de un padecimiento denominado:

clorosis férrica.

Los guelatos son compuestos quimicos utilizados en la agricultura y la jardineria para
mejorar la disponibilidad de nutrientes en las células de las plantas. Los aminoacidos,
en este contexto, actian como transportadores de metales, siendo capaces de
proveer micronutrientes a diferentes cultivos por aplicacién al suelo o via foliar,
ademas de que, tanto ligandos como el metal, es capaz de ser aprovechado por la
planta, siendo esto una de las razones por las cuales son utilizados, pues exhiben

mayores rendimientos y ayuda también en la mejora del fruto cosechado.

Es por ello que este trabajo tiene como objetivo la sintesis y caracterizacion de
aminoquelatos para evaluar su actividad como fertilizantes en plantulas de pepino.
Se obtuvieron 6 aminoquelatos de cobre y 5 aminoquelatos de hierro, los cuales
fueron caracterizados parcialmente por medio de espectroscopia de infrarrojo, y los
aminoquelatos de hierro se sometieron a una cuantificacion de hierro soluble en el
medio. De estos 11 aminoquelatos se eligié uno de hierro para poder ser evaluado en
plantulas de pepino (Cucumis sativus L.) en un sistema de raiz flotante, en los cuales
se evaluo el contenido de clorofila a través de 14 dias de tratamiento y la evaluacion
de los parametros fisicos terminado este periodo. Dentro de los resultados mas
relevantes se tiene que en la evaluacién de los parametros fisicos, no se observaron
diferencias significativas en los tratamientos de EDTA-Fe y Asp-Fe, sin embargo, el

control sin hierro si mostré una menor calidad de las plantulas.

Finalmente, en las conclusiones se hace una recapitulaciéon de los resultados mas

importantes obtenidos en este trabajo.
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Abreviaturas y acrénimos

Cu: cobre

Fe: hierro

Gly: glicina

Asp: acido aspartico

Glu: acido glutamico

Cys: cisteina

Tyr: tirosina

Val: valina

EDTA: acido etilendiaminotetraacético

Da: daltons, unidad de masa atomica unificada
CacClz: Cloruro de calcio

FeSO4 - 7H20: sulfato de hierro (II) heptahidratado
NaOH: hidréxido de sodio

NH,H,PO,: fosfato monoamonico

KNOs: Nitrato de potasio

Ca(NO3),: nitrato de calcio

MgSO,: sulfato de magnesio

H;BO;: acido borico

MnCI, - 4H,0: cloruro de manganeso (ll) tetrahidratado
ZnS0O, - 7H,0: sulfato de zinc heptahidratado
CuSO, - 5H,0: sulfato de cobre (Il) pentahidratado
H,Mo00, - H,O: acido molibdico hidratado

C: carbono

H: hidrégeno
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O: oxigeno

N: nitrégeno

S: azufre

M: molar

nm: nanémetros

mg: miligramos

mL: mililitros

mL/L: mililitro por litro

mg/mL: miligramos por mililitro
mg/L: miligramos por litro
ng/mL: microgramos por mililitro
mmol: milimol

mm: milimetros

cm: centimetros

%: porcentaje

°C: grados Centigrados

IR: espectroscopia infrarroja
Unidades SPAD: Analisis del Desarrollo de la Planta en el Suelo (por sus siglas del

inglés Soil Plant Analysis Development)
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Introduccién

En las plantas, el hierro desempefia un papel muy importante en los procesos
fisiol6gicos tales como la fotosintesis, respiracion, la tolerancia al estrés y la
biosintesis de clorofila, lo cual convierte a este elemento en esencial para el 6ptimo

desarrollo vegetal (Valdivia Vargas & Cabeza Pérez, 2020; Félix et al, 2024).

A pesar de que se requiere una pequefa cantidad de hierro en las plantas, la escasez
de éste conlleva a una clorosis férrica. Se conoce como clorosis férrica a un variado
conjunto de sintomas relacionados con una nutricién deficiente de hierro, la cual se
manifiesta en una disminucién del crecimiento vegetativo, dando una baja
productividad y calidad de los cultivos, asi como una baja tolerancia al estrés por parte

de las plantas (Catalina Tomas, 2015; Huertas et al, 2024).

Fig. 1. Planta con signos de clorosis férrica

https://plantamus.com/blog/clorosis-ferrica/

Algunos documentos hacen alusién al problema de la clorosis férrica desde hace mas
de 150 afios (Catalina Tomas, 2015), lo cual brinda un panorama de la antigiiedad de
esta problematica, y al mismo tiempo del impacto que representa en la agricultura
desde el inicio de la industrializacion y sobreexplotacion de los suelos. Esta afeccion,
segun diversos autores, es una patologia dificil y costosa de corregir, que causa

graves dafios a los cultivos (Catalina et al, 2014), ademas de ser un problema de
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estudio durante muchos afios, sigue siendo un desafio importante para la

productividad de los cultivos, afectando la calidad y el rendimiento de estos.

La agricultura es la fuente basica para el suministro de alimentos a la poblaciéon
mundial, no importa si se trata de naciones desarrolladas o subdesarrolladas, es por
esto que, con el aumento de la poblacién se ha dado un aumento de la necesidad de
alimentos, y por lo tanto, una sobreexplotacién de los recursos naturales del suelo y
de los nutrientes que en él se encuentran, lo que implica el uso excesivo de
fertilizantes provenientes de sintesis quimica para cubrir las necesidades

nutricionales de la planta (Mamani de Marchese & Filippone, 2018).

El uso excesivo de fertilizantes quimicos, asi como la ineficiencia de los cultivos para
aprovecharlos, son factores claves en la contaminacién ambiental, ya que, al no ser
absorbidos por las plantas, estos acaban en el medio ambiente contaminando aguas
superficiales y subterrdneas. Los nutrientes que se encuentran en estos productos
pueden llegar a causar eutrofizacion en las aguas, provocando un aumento
descontrolado de algas fotosintéticas, bloqueando la luz y matando a los organismos
gue viven en el fondo. Con el tiempo, el exceso de nutrientes en los ecosistemas

acuaticos lleva a la destruccion total de la vida animal (Montes-Rojas, 2019).

Los fertilizantes aminoquelados representan una innovacion en la nutricion vegetal
dentro de los sistemas de produccion agricola, ya que se producen a partir de
aminoacidos como materia prima. A diferencia de otros fertilizantes quelatados
empleados en la agricultura, los aminoquelatos ofrecen una opcidon mas segura y
eficiente, debido a que, una vez que el metal es absorbido, los ligandos pueden actuar
como bioestimulantes en lugar de quedar como "desecho", contribuyendo en la

nutricion vegetal.

Segun diversas investigaciones, los aminoacidos al ser compuestos biolégicamente
activos, al momento de conformar a los quelatos, estos presentan una mayor
absorcion, lo cual disminuye el gasto energético por parte de las plantas en la sintesis

de proteinas.
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Los aminoquelatos son capaces de proveer micronutrientes a diferentes cultivos por
aplicacion al suelo o via foliar, ademas, se tiene una gran ventaja con respecto a otros
guelatos, ya que, ambas partes (ion metalico y agente quelante) pueden ser
aprovechados por la planta, siendo esta una de las razones por las cuales son mas
utilizados, asi como menor impacto ambiental y mayor biodegradabilidad (Valdez,
2019). Los aminoquelatos ofrecen una mayor estabilidad en suelos con pH elevados
en comparacién con los quelatos tradicionales. Esto es importante porque las plantas
suelen enfrentar dificultades en la absorcion y movilidad de micronutrientes cuando el
pH del suelo varia, ya que los nutrientes tienden a interactuar mas con el suelo que

con la planta misma (Valdez, 2019).

En este contexto, el presente estudio da a conocer los resultados de la sintesis y
caracterizacion de aminoquelatos de hierro, y como la evaluacién de su capacidad
para evitar la clorosis férrica en plantulas de pepino mediante un sistema de raiz

flotante.
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Hipotesis

Los complejos de hierro con ligandos de tipo aminoacidos presentan propiedades
mejoradas como fertilizantes respecto a los quelatos sintéticos, debido a las funciones

gue desempefian los aminoacidos dentro del organismo de la planta.
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Objetivo general y particulares

Objetivo general
Sintetizar y caracterizar aminoquelatos, asi como evaluar su actividad como

fertilizantes en plantulas de pepino (Cucumis sativus L).

Objetivos especificos.
e Sintetizar aminoquelatos de Cu y Fe con diversos aminoacidos que presenten
funciones esenciales para el desarrollo de las plantas.
e Caracterizar los compuestos generados mediante espectroscopia de infrarrojo.
e Cuantificar el hierro presente en los aminoquelatos obtenidos.

e Evaluar la efectividad de los aminoquelatos en plantulas de Cucumis sativus L.

16



Antecedentes

2.1 Clorosis férrica
2.1.1. Etiologia de la clorosis férrica

El nombre de clorosis férrica hace referencia al conjunto de sintomas relacionados
con una nutricién deficiente en hierro; el amarillamiento internerval de las hojas debido
a la inhibicién de la sintesis de clorofila. La escasa movilidad de hierro en la planta
afecta a las hojas mas jovenes que se van desarrollando conforme al crecimiento de
la planta, sin embargo, en caso de que persista la deficiencia de hierro, la decoloracion
de las hojas puede llegar a ser total, asi como presentarse defoliacion y en casos
extremos, la muerte de la planta. Esto es debido a que la actividad fotosintética se va
reduciendo y el contenido de clorofila disminuye, por lo cual, la clorosis férrica provoca
una disminucion del crecimiento de brotes y hojas, asi como problemas en la

maduracion (Catalina Tomas, 2015).

2.1.2. Factores que influyen en la disponibilidad de hierro en el suelo

La clorosis férrica raramente esta causada por una deficiencia absoluta del hierro. Se
tiene informacion acerca de la composicion de la corteza terrestre, destacando que el
hierro es el cuarto elemento mas abundante, representando aproximadamente el
3.8%, ademas de esto, el contenido de hierro en el suelo se encuentra en un intervalo
de 10 a 50 gramos por cada kilogramo de suelo, la cual es una concentracion
suficiente para satisfacer las necesidades de la mayoria de los cultivos agricolas
(Martinez Cuenca, 2012; Cabello Bermudez, 2013).

La clorosis férrica suele ser causada principalmente por problemas en el suelo, sin
embargo, también influyen otros factores como el tipo de planta, las condiciones
ambientales y las practicas agricolas. Todos estos elementos interactian y pueden
afectar de diferentes maneras el desarrollo de esta condicion (Martinez Cuenca,
2012). Otro factor que influye ampliamente en la deficiencia de este elemento es el
problema de su disponibilidad para la planta. Normalmente se trata de una deficiencia
inducida por alguna circunstancia que impide que el hierro pueda ser utilizado por las
plantas, el ejemplo mas comun se visualiza en los suelos calcareos, en donde la baja
disponibilidad del hierro ha sido atribuida a la disminucién de su solubilidad en suelos

gue presentan pH alcalinos (Martinez Cuenca, 2012; Cabello Bermudez, 2013).
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Segun lo reportado por Catalina Tomas (2015), existen 6 categorias en las cuales se

pueden clasificar los factores que afectan la disponibilidad del hierro en el suelo:

1. Formas del hierro en el suelo
En los suelos calcareos predominan las formas menos solubles de los 6xidos de hierro
(Fe*3), ademas, el contenido y cristalizacién que presentan este tipo de 6xidos afecta
su disponibilidad para las plantas, siendo los 6xidos amorfos los mas faciles de

movilizar.

2. El pH del suelo
La solubilidad del hierro y su disponibilidad para las plantas depende mucho del pH
del suelo, a medida que el pH aumenta (como en los suelos calcareos con pH alto),
disminuye drasticamente la solubilidad de este elemento, a bajas concentraciones de

hierro en la solucién del suelo el crecimiento no es 6ptimo en las plantas.

3. Carbonatos e i6n carbonato
La cantidad de carbonatos en el suelo afecta significativamente su propiedades fisicas
y quimicas, asi como la disponibilidad de hierro. El bicarbonato (HCO;") regula el pH
del suelo entre los valores 7.5y 8.5, lo cual provoca que el hierro sea menos accesible

al promover su oxidacion y dando lugar a la formacién de compuestos poco solubles.

4. Presencia de sustancias complejantes: materia organica
El hierro puede formar complejos estables con diversos compuestos organicos que
pueden estar de manera natural en el suelo, esto ayuda en su movilidad y absorcion
por las plantas al evitar la cristalizacion de los 6xidos de hierro, sin embargo, un
exceso de materia organica puede inmovilizar por completo el hierro en compuestos

gue sean poco solubles, reduciendo asi su disponibilidad para las plantas.
5. La interaccion del hierro con otros elementos

La disponibilidad del hierro para la planta se puede ver afectada debido a la

concentracion e interaccion que se tiene con otros nutrientes en el suelo:
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e Nitrégeno: La forma del nitrégeno que se tiene en el suelo puede afectar el pH
del suelo, el nitrato (NOs~) aumenta el pH y puede inducir clorosis férrica,
mientras que el amonio (NH,*) no tiene este efecto.

e Fosforo: Este disminuye la disponibilidad del hierro al formar compuestos
insolubles con él, asi como al ser adsorbido por los 6xidos de hierro,
interfiriendo entonces con la absorcidn por la planta.

e Micronutrientes: Otros micronutrientes (manganeso, zinc y cobre) pueden

interferir la absorcion del hierro debido a la competencia que presentan por los

mismos sitios de absorcion.

6. Otros factores
Condiciones de crecimiento de las plantas: La luz intensa promueve el amarillamiento
de las hojas cloréticas, mientras que la luz tenue ayuda a disminuir estos sintomas.
Las bajas temperaturas reducen el desarrollo radicular y con ello limitan la absorcion
de hierro por parte de la planta. Por otra parte, las altas temperaturas provocan un
crecimiento mas rapido, incrementando con ello la demanda de hierro, lo cual podria

significar un agravio en los sintomas de clorosis.

2.1.3. Métodos tradicionales de correccion de clorosis férrica

La prevencion y correccion de la clorosis férrica en plantas cultivadas en suelos
calcéareos suele ser dificil y costosa, sin embargo, el incremento de hierro disponible
en el suelo para la planta se puede conseguir a través de diversas técnicas en las
cuales se incluyen la aplicacion de sales de hierro cerca del sistema radicular y a la
parte aérea del como fertilizante foliar, sin embargo, a través del tiempo la forma mas
efectiva de evitar la clorosis férrica ha sido el uso de patrones tolerantes a las
condiciones adversas del suelo, que dificultan la absorcién del hierro y provocan la
clorosis férrica (Martinez Cuenca, 2012; Cafiasveras Sanchez, 2014). Cabe destacar
que los fertilizantes utilizados en la correccibn de deficiencias nutrimentales se
clasifican en tres: sales inorganicas, complejos naturales y quelatos sintéticos
(Valdez, 2019).
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Sales inorganicas

Los micronutrientes como hierro, manganeso y zinc pueden ser aplicados como sales
solubles (mayormente sulfatos) a los cultivos, sin embargo, no se recomienda tanto
debido a que aumenta su precipitacion a partir de estas sales (Valdez, 2019). En el
caso del hierro, el sulfato de hierro (FeSO4-7H20) es, y sigue siendo desde hace
mucho tiempo uno de los tratamientos mas usados para prevenir la clorosis férrica
debido al bajo precio que presenta a comparacion de otros tratamientos. Suele ser
aplicado en la superficie del suelo en forma sélida o se entierra mediante una maquina

de subsolado (Cafiasveras Sanchez, 2014).

Complejos naturales

En afios recientes se ha propuesto la utilizacién de quelatos de hierro biodegradables.
Los mas comunes han sido acidos fulvicos, himicos y aminoécidos, los cuales se
usan por la capacidad que presentan para formar complejos con este elemento. Se
utilizan como ayudantes en cultivos donde se hace aplicacion de compuestos

inorgénicos (Cafasveras Sanchez, 2014).

Quelatos sintéticos

Segun Valdez (2019), los agentes quelantes sintéticos son compuestos capaces de
mantener los micronutrientes solubles, de modo que evitan la precipitacién del metal
en forma de hidroxidos insolubles debido a la alta estabilidad del quelato formado. La
aplicacién de este tipo de productos es la practica mas comun en la agricultura para
la prevencion y/o remediacion de la deficiencia de micronutrientes (metélicos) en

cultivos que representan un alto valor econémico (Valdez, 2019).
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2.2 Quelatos como agentes de mejora de la absorcién de nutrientes

2.2.1. Quelatos y su capacidad para solubilizar nutrientes
Los guelatos son compuestos quimicos utilizados en la agricultura y la jardineria para
mejorar la disponibilidad de nutrientes. Estos compuestos forman complejos con los
microelementos, ayudando en su solubilidad en el suelo y por consiguiente en la

absorcion de ellos para las raices de las plantas.

Como definicién se tiene que un quelato es un compuesto quimico en el que una
molécula organica rodea y se enlaza por varios puntos a un ion metalico, de manera
que lo protege de cualquier accion desde el exterior evitando su hidrdlisis y
precipitacion, esto ultimo es especialmente importante para los nutrientes que tienden
a precipitar o volverse insolubles en el suelo, como el hierro, el manganeso, el cobre
y el zinc. Por lo tanto, quimicamente hablando, los quelatos son moléculas muy

estables (Moran Mariscal, 2019).

Puente-Ramirez et al. (2022), indica que los quelatos son moléculas organicas
altamente estables, capaces de mantener rodeados los iones de forma que quedan
salvaguardados del entorno manteniéndolos solubles y disponibles para las plantas.
Principalmente son compuestos poliaminocarboxilicos, aunque los quelatos usados
como fertilizantes se clasifican en fendlicos o no fendlicos, esto es si se cuenta con la

presencia o no de este grupo funcional en la estructura (Valdez, 2019).

Cabe resaltar que los quelatos deben ser utilizados y seleccionados de acuerdo con
las necesidades nutricionales de las plantas, un exceso de estos puede tener efectos
negativos en el medio ambiente, aunque depende el tipo de quelato utilizado, como
se mencionard mas adelante, y que algunos como los aminoquelatos no suelen tener
este tipo de problematicas. También se debe tener en cuenta que estos agentes
quelantes tienen afinidad por un tipo de nutriente u otro, dependiendo las
caracteristicas quimicas que presentan entre ellos, por lo que es necesario

seleccionar adecuadamente el quelato adecuado para cada elemento.
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2.2.2. Ventajas del uso de quelatos
Los iones metalicos son minerales importantes para las plantas, sus deficiencias
resultan en color amarillento de las hojas, crecimiento retardado y cultivos de baja
calidad (Moran Mariscal, 2019), es por ello por lo que la aplicacion de estos productos
es una practica comun para prevenir o remediar la deficiencia de micronutrientes

metalicos en cultivos de alto valor econdmico (Valdez, 2019).

La movilidad de los micronutrientes en el suelo disminuye a medida que aumenta el
pH, debido a que estos nutrientes (especialmente los metales) tienden a tener mayor
afinidad con el suelo que con la planta, esto limita su disponibilidad y afecta su
absorcion. El uso de quelatos ayuda a mantener los micronutrientes en equilibrio,
evitando que reaccionen con el ambiente y mejorando su disponibilidad para la planta
(Valdez, 2019). Teniendo en cuenta todo lo anterior, las grandes ventajas del uso de

guelatos en los sistemas agricolas se pueden resumir en los siguientes puntos:

1. Aumento de la disponibilidad de nutrientes, al no permitir la precipitacion o
insolubilizacion de ellos en suelos.

2. Mejora la absorcién de nutrientes, ya que tienen la capacidad de transportarlos
a través de las membranas celulares de forma mas eficiente.

3. Estabilidad de nutrientes, como ya se menciond, el quelar los elementos con
les proporciona la suficiente estabilidad para evitar su precipitacion o
insolubilizacion en el suelo, lo cual va de la mano con el primer punto de esta
lista.

4. Correccién de deficiencias nutricionales de forma mas rapida y eficiente.
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2.3 Aminoquelatos de hierro
2.3.1 Definicidn y caracteristicas de los aminoquelatos
Los aminoguelatos se componen de dos partes principales:
a) El nutriente metalico que quiere ser aplicado a la planta.

b) El o los aminoacidos que se utilizaron para quelar el nutriente metalico.

Cabe mencionar que los aminoquelatos se sintetizan con la finalidad de proporcionar
una forma estable y soluble a los nutrientes metalicos para que estos puedan ser
absorbidos por las plantas. Segun Valdez (2019), los complejos que se obtienen de

los aminoéacidos deben tener 3 caracteristicas:

1. Un peso molecular de 150 a 200 Da, lo cual permite una mejor absorcion.

2. Carga neutra; lo cual evita una interaccién previa con el ambiente u otros
componentes previo a su absorcion por la planta.

3. Solubles en agua, lo cual ayuda en la disponibilidad de ser metabolizados por

la planta.

Ademas de esto, se hace énfasis en que los quelatos deben tener suficiente
estabilidad para impedir la formacion de sales insolubles del ion metalico, pero
tampoco deben impedir la liberacion de los metales en todo momento, es por ello por
lo que se requiere un cierto grado de inestabilidad, con lo cual se logra una liberacion
lenta del metal a las plantas con la finalidad de una mejor asimilaciéon de este (Valdez,
2019). Los nutrientes quelados con aminoacidos forman moléculas muy pequefias,
eléctricamente neutras, que aceleran su absorcion y transporte dentro de la planta
(Martinez-Gutiérrez et al., 2022).

2.3.2 Mecanismo de accién de los aminoquelatos de hierro en las plantas
A pesar de que los aminoquelatos han dominado los mercados de fertilizantes en
diversos paises, en la actualidad no existe informacion detallada del mecanismo de
accion de este tipo de fertilizantes en los cultivos. Esto se debe en parte a que los
aminoquelatos consisten en una composicion mixta de varios elementos nutritivos, lo
gue produce efectos variados y muchas variables de respuesta (Souri, 2016). Un
mecanismo para obtener informacion mas detallada seria la realizacion de estudios

de absorcion por parte de las plantas, mediante el marcado isotopico del quelato de
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hierro para evaluar la cantidad de quelato incorporado en diferentes reservas
metabdlicas de la planta, a través de un estudio de tiempo controlado (Souri et al,
2017). Sin embargo, aunque no exista un mecanismo de absorcion y accion de los
aminoquelatos, es posible tener una idea por la forma en la que son absorbidos

diferentes nutrientes por la planta, como se describe a continuacion.

Primero, se tiene el conocimiento que la estructura y quimica de la superficie de la
planta afectara la difusién de las sustancias desde el entorno, por lo tanto, repercute
en la velocidad de absorcion de los fertilizantes (Fernandez et al., 2015), es por ello
que se requiere conocer de anatomia vegetal, la cual “corresponde a la descripcion
de los tejidos que constituyen las plantas superiores, los tipos histolégicos y su

ubicacion relativa dentro del organismo vegetal” (Siracusa, 2017).

Los quelatos facilitan la penetracion de los microelementos en las células de las
plantas. Los aminoacidos, en este contexto, actian como transportadores de metales,
permitiendo una rapida absorcion y distribucion de estos nutrientes hacia las partes
aéreas de la planta. Esto contribuye a una metabolizacién mas eficiente y al transporte
de microelementos dentro de la planta (Restrepo Betancur et al., 2020). El hierro se
transporta desde las raices hasta la parte aérea via xilema, (Martinez-Cuenca et al,
2017).

Aungue el hierro es esencial para las plantas, es dificil absorberlo en su forma natural
(Fe*3) ya que tiende a precipitarse en el suelo en forma de compuestos insolubles, es
necesario el ion ferroso (Fe*?) para ser absorbido por la planta debido a que presenta
una mayor movilidad y disponibilidad para ser incorporado a estructuras

biomoleculares (Restrepo Betancur et al, 2020).

Debido a que la aplicacion de los productos evaluados en este proyecto fue de forma
hidropdnica, es necesario presentar revisién bibliografica de la absorcion de

nutrientes mediante la raiz.

La raiz es una estructura especializada encargada de fijar la planta al suelo y realizar
la absorcién de agua y minerales, su estructura consiste en tres tipos de tejidos: la

epidermis, la corteza y el cilindro central o vascular (Torres Ramirez, 2012).
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La epidermis son las células que recubren la superficie de la raiz, tiene como
caracteristica principal que es altamente permeable al agua, asi como sus funciones
principales son de: proteccion mecanica, regulacion del intercambio gaseoso, y la
absorcion de agua y nutrientes (Torres Ramirez, 2012). Por otra parte, el segundo
tipo de tejido, la corteza, presenta una gran cantidad de espacios por los cuales circula
el aire que ingresa por la epidermis (Torres Ramirez, 2012). En ultima instancia, en el
cilindro central o vascular se contienen todos los tejidos cuya funcién es la de
transportar el agua y los nutrientes (xilema) asi como los carbohidratos con otros

compuestos organicos sintetizados por la planta (floema) (Torres Ramirez, 2012).

El agua con sales minerales disueltas entra a la raiz por difusién debido a un gradiente
de potencial hidrico en el xilema, ingresando por las zonas en las cuales existe menor
resistencia (Torres Ramirez, 2012). Una vez absorbida el agua con los nutrientes
disueltos, entre ellos el hierro, este viaja a través del xilema, los aminoquelatos, al ser
una combinacion de micronutrientes con aminoacidos pueden mejorar la eficiencia
del transporte al evitar la formacidbn de compuestos insolubles, ademas, los
aminoacidos pueden servir como nutrientes adicionales, mejorando el metabolismo
general de la planta y su capacidad para movilizar el hierro a donde mas se necesita

(Torres Ramirez, 2012; Restrepo Betancur et al, 2020).

2.3.3 Ventajas de los aminoquelatos sobre otros quelatos de hierro
Diversos autores han demostrado que los aminoacidos son capaces de proveer
micronutrientes a diferentes cultivos por aplicacion al suelo o via foliar, ademas de
gue, tanto ligandos como el metal, es capaz de ser aprovechado por la planta, siendo
esto una de las razones por las cuales son utilizados, ademas, tienen un menor

impacto ambiental y mayor biodegradabilidad (Valdez, 2019).

Los aminoacidos contenidos en los aminoquelatos tienen una doble funcion, ademas
de ser estabilizadores de los nutrientes metalicos, estos son absorbidos y asimilados
por la planta, incorporandose rapidamente al metabolismo vegetal, ya que los toma
como si hubieran sido sintetizadas por ella misma, lo cual hace que obtenga
aminoacidos sin el gasto energético de producirlos, logrando una mejora de los

cultivos, especialmente en etapas criticas del desarrollo de la planta, pues exhiben
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mayores rendimientos y ayuda también en la mejora del fruto cosechado (Martinez-
Gutiérrez et al., 2022). Los aminoécidos utilizados para quelar los nutrientes metalicos
pueden actuar como fuente de nitrégeno y precursores de hormonas, como aditivos
con insecticidas y fungicidas, esto ayuda en cuanto a la calidad del producto final

obtenido por parte de los agricultores (Martinez-Gutiérrez et al., 2022).

Como ya se menciond, se tiene un problema respecto a la movilidad de los
micronutrientes, ya que su disponibilidad varia con el cambio de pH que presenta el
suelo, debido a la afinidad de los nutrientes al pH del suelo en lugar de la planta, esto
nos lleva a una de sus ventajas sobre los quelatos normales, pues tienen una mayor

estabilidad en pH elevados a comparacién de los quelatos normales (Valdez, 2019).

Segun lo obtenido en la investigacion realizada por Restrepo Betancur et al. (2020),
al ser los aminoacidos compuestos bioldégicamente activos, los aminoquelatos son de
rapida absorcion y translocacion, lo cual disminuye el gasto energético por parte de
la planta en la sintesis de proteinas, ademas, por su peso molecular se favorece la
entrada a la planta. En otra investigacion realizada por Rodriguez et al. (2014), se
observaron influencias positivas sobre la calidad de los frutos en naranjos dulces,
ademas de observarse un incremento significativo en los rendimientos. Ademas de
estos beneficios, se tiene evidencia que los aminoacidos que son utilizados para
guelar los nutrientes metalicos pueden ser utilizados como agentes anti-estrés
(Martinez-Gutiérrez et al., 2022).
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2.4 Sintesis de aminoquelatos de hierro
2.4.1 Métodos de sintesis de aminoquelatos de hierro

Souri (2016) propone una metodologia general para la sintesis de aminoguelatos, la
cual consiste en una reaccion de aminoacido (dos o tres moles) con nutrientes
metalicos provenientes de una sal metélica soluble en agua (un mol), lo cual da lugar
a un enlace covalente coordinado. Esto resulta en un ligando bidentado, que forma
enlaces quimicos relativamente fuertes con &tomos de metal cargados positivamente,
lo cual es en conjunto un aminoquelato, sin embargo, ciertas combinaciones de
minerales y aminodacidos pueden no producir moléculas de quelato efectivas debido

a la debilidad de los enlaces quimicos producidos.

Ghasemi et al, (2012) propusieron una disolucion acuosa del aminoacido (2 mmol) a
utilizar, y es afiadida de forma lenta a otra solucién acuosa (1 mmol) de FeSOa. La
mezcla se pone a reflujo durante 2 horas mientras es agitada vigorosamente. La
evaporacion del solvente a temperatura ambiente produce microcristales marrones
de quelatos de Fe con el aminoacido utilizado. Los productos se lavan primero con

etanol frio, seguido de éter dietilico y se secan al aire.

En 2021, Jawahar et al, propusieron el siguiente proceso: hervir agua durante 30
minutos para eliminar el aire disuelto en esta, posteriormente disolver sulfato ferroso
monohidrato (FeSOa4.H20) y mantener la solucion a 80°C para mezclar acido citrico.
Por separado, disolver el amino&cido (glicina) en agua desaireada y la solucién acida
se afadi6 a la solucion de sulfato ferroso con agitacion. La temperatura de la mezcla
se mantuvo a aproximadamente 80°C. La mezcla se filtr6 para eliminar cualquier
material no disuelto. El citrato de aminoacido metalico se secd a aproximadamente

menos de 110°C y el material seco se moli6é hasta obtener un polvo fino.

Rahmouni et al (2019), realizaron una metodologia en la cual los complejos metalicos
de los ligandos mixtos se prepararon a partir de cloruro metalico (FeCls y ZnClz),
isonitroso acetofenona (HINAP) y varios aminoacidos como histidina, fenilalanina y
prolina como se describe a continuacion: a una solucion etandlica de sal metalica (5
mmol) se le afiadié una solucién etandlica de HINAP (5 mmol). La mezcla se agité y

se mantuvo en un bafio de agua a 50 °C durante 30 min. A esto se le afiadio una
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solucién etandlica acuosa 1:1 del aminoéacido (5 mmol), la mezcla (1:1:1 M proporcion)

se sometid a reflujo durante 4 horas. Cuando se precipitd un solido de color oscuro

[para el hierro (ll)] y uno blanco [para los complejos de zinc ()], se filtré y lavé con

agua y etanol helado. Los complejos asi preparados se secaron al vacio.

Abd-Elmoneim et al, (2008) realizaron la sintesis de distintos aminoquelatos de hierro

de la siguiente manera:

Sintesis de quelato de fenilalanina de hierro (lll): El quelato bajo
investigacion se sintetiz6 mezclando 25 cm3 de una solucion acuosa de
fenilalanina (0,01 mol; 1,65 g) con (0,01 mol; 2,71 g), sal de hierro (lll) en el
mismo disolvente. La mezcla obtenida se dejo reposar durante 2 horas. Se
afiadieron unas pocas gotas de solucion alcalina para ajustar el pH al que se
separd el quelato sélido. El quelato formado se filtrd, se recogid y se lavo varias
veces con agua bidestilada caliente hasta que el filtrado se volvié incoloro. El

guelato se sec6 en un desecador sobre CaCl, anhidro al vacio.

Sintesis de quelato de glicina Fe (lll): La sintesis de este quelato se realiz6
mezclando una solucion acuosa (25 ml de H,O destilada) de glicina (0,01 mol;
0,75 g) con sal de Fe (lll) (0,01 mol; 2,71 g) en misma cantidad de disolvente,
luego ajuste el pH a la proporcién deseada. La mezcla obtenida se dej6 enfriar
durante 2 horas hasta que se aislo el quelato. El precipitado se separd por
filtracion y se lavo varias veces con agua bidestilada caliente. El quelato

resultante se sec6 en un desecador sobre CaCl, anhidro.
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2.5 Aplicaciones de los aminoquelatos de hierro en la agricultura
2.5.1 Resultados de estudios experimentales en diversas especies de
plantas
Restrepo Betancur et al, (2020) realizaron un estudio comparativo de biofortificacion
de tomate (Solanum lycopersicum L.) con zinc y hierro en forma de aminoquelatos
como fuente organica y sales de sulfato de hierro y zinc como fuentes inorganicas. Se
obtuvieron datos significativos de un mayor contenido de hierro en los tomates a los
cuales se les aplico el tratamiento con micronutrientes quelados con aminoacidos,
comparado con los tratamientos inorganico y control, presentando una diferencia
estadistica significativa y evidenciando que hubo mejor absorcion de hierro

aminoquelado.

Ghasemi et al (2012), sintetizaron ciertos aminoquelatos de hierro (Fe), incluyendo Fe
- arginina [Fe(Arg).], Fe - glicina [Fe(Gly).] y Fe - histidina [Fe(His),], evaluandose su
eficacia como fuente de este elemento para dos cultivares de tomate (Lycopersicon
esculentum) en soluciones nutritivas. Se obtuvieron resultados que indicaron que la
aplicacion de los aminoquelatos de hierro incrementd significativamente el
rendimiento de materia seca de raiz y brote en ambos cultivos de tomate, en
comparacion con el de EDTA - Fe. Ademas de esto, las plantas de tomate que fueron
tratadas con aminoquelatos de hierro mostraron mayor nivel de hierro, zinc y
nitrégeno en los brotes y raices, a comparacion de las plantas tratadas con EDTA -
Fe.

En el estudio realizado por Souri et al (2017), se evaluaron los efectos de la aplicacion
en suelo y de manera foliar de un aminoquelato comercial (fertilizante liquido que
contiene 2.0% de N-aminoacido, 2.5% de Zn, 2.0% de Fe, 1.5% de Mny 0.4% de Cu)
en el crecimiento, rendimiento y caracteristicas de calidad en tres cultivos de
hortalizas, incluyendo tomate (Solanum lycopersicum), pepino (Cucumis sativus) y
frijol verde (Phaseolus vulgaris) en condiciones de campo en suelo calcéareo. Se
observo un aumento del rendimiento y crecimiento de las plantas, asi como en los
parametros de calidad, esto con las aplicaciones foliares en los tres tipos de cultivos.
En menor medida en la aplicacion al suelo de los aminoquelatos. Ademas, las plantas
tratadas con la aplicacién foliar de aminoquelato presentaron un mayor indice de

clorofila, asi como un mayor numero de brotes laterales, peso seco del brote, nimero
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de brotes, rendimiento de la planta y concentracion de nitrégeno en las hojas de los
tres cultivos de hortalizas en comparacion con el control. Los resultados indican que
la aplicacion de aminoquelato, especialmente la aplicacién foliar, es un método mas
eficiente para mejorar el crecimiento de la planta, la productividad y la calidad de los

cultivos en condiciones de suelo calcéareo.

Cevallos Carvajal et al (2022) realizaron un estudio en el cual el objetivo de estudio
era evaluar la efectividad de las fuentes de aplicacién foliar de calcio, boro y zinc en
el rendimiento y rentabilidad del cacao de Ecuador, los tratamientos consistieron en
tres fuentes foliares de calcio, boro y zinc (sales, quelatos y aminoquelatos), ademas
de incluirse un tratamiento control que solo recibi6 fertilizacion edafica, los resultados
obtenidos sugirieron una mayor efectividad de los aminoquelatos con relacion a sales
y quelatos convencionales, como fuentes de nutricién foliar de calcio, boro y zinc en

el cacao.

Ghasemi et al (2012) compararon la absorcion de hierro aplicado por medio de
aminoquelatos de hierro (arginina, glicina e histidina), evaluando la eficacia de hierro
en plantas de tomate, en el cual se obtuvo que los complejos de aminoquelatos de
hierro mejoran la absorcion y translocacion de los nutrientes utilizados (hierro, zinc y
nitrégeno) en comparacion con EDTA - Fe, lo que resulté en un mayor crecimiento de
raices y brotes en los tomates, asi como una mayor actividad catalasa y ascorbato
peroxidasa, ademas de llegar a la conclusién de que los aminoquelatos de hierro
pueden ser usados como una alternativa al EDTA - Fe para suministrar hierro en

soluciones nutritivas.

2.5.3 Impacto ambiental y econémico del uso de aminoquelatos de hierro

en la correccion de clorosis férrica
Los aminoquelatos representan una forma de nutricion mas segura y eficiente, lo que
resulta en mejores rendimientos de las plantas y en menores riesgos ambientales, al
ser quimicamente muy similares a los aminoacidos (de origen natural) encontrados
en las plantas, presentan una gran ventaja al acomplejar a los minerales catiénicos,
asi como a neutralizar sus cargas de una manera mas efectiva, por lo que son
rapidamente absorbidos, traslocados y metabolizados por la planta. Ademas del

aprovechamiento de los aminoquelatos como fuente de micronutrientes, estos
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representan un fertilizante nitrogenado eficaz en la nutricion de las plantas que puede
evitar los efectos negativos de los fertilizantes nitrogenados simples (Cevallos
Carvajal et al, 2022).

La alta eficacia de los quelatos de hierro permite que sean efectivos en suelos con pH
elevados, al evitar la precipitacion del hierro y asegurar su biodisponibilidad para la
planta, sin embargo, al momento de ser absorbido el hierro, estos quelatos pueden
permanecer en el suelo y reaccionar con otros metales, implicando un riesgo
ambiental, ya que algunos metales pesados pueden moverse hacia capas mas
profundas del suelo y el agua subterranea, provocando contaminacion (Michel
Gomez, 2016). Esta problemética se elimina en los aminoquelatos de hierro, ya que
al momento de absorberse el hierro los aminoécidos responsables de la quelacion
pueden ser absorbidos por las plantas y ser utilizados en su metabolismo,
disminuyendo o eliminando la posibilidad de contaminacion en comparacion con los

guelatos sintéticos tradicionales (Restrepo Betancur et al, 2020).
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Metodologias

Sintesis y caracterizacion de quelatos

Sintesis de aminoquelatos de Cobre
La reaccion se llevo a cabo segun la metodologia propuesta por Espiritu Bretado

(2022), en una relacion molar de 1:1 entre el aminoacido empleado y el cobre.

Se puso en un matraz bola 1 mmol de acetato de cobre monohidratado en 5 mL de
agua destilada caliente con una temperatura aproximada de 70 °C. Después de 5
minutos en agitacion se afiadieron 5 mL de etanol caliente (60 °C) y se dejo otros 5
minutos en agitacion constante, posteriormente se afiadié 2 mmoles de aminoécido
disuelto previamente en 5 mL de agua destilada caliente (aproximadamente a 70 °C),
y se dejo en reflujo durante 3 horas. Se dej6é enfriar el medio de reaccion hasta
temperatura ambiente y el producto formado se filtré al vacio con lavados etandlicos.
Finalmente se secO a temperatura ambiente y se mantuvo bajo atmésfera inerte de

nitrégeno.

Los aminoacidos empleados para esta sintesis fueron: Glicina (Gly), Acido aspartico

(Asp), Acido glutamico (Glu), Cisteina (Cys), Valina (Val) y Tirosina (Tyr).

Sintesis de aminoquelatos de Hierro

Se siguio la metodologia propuesta por Ghamesi et al (2012), para lo cual se hizo una
solucion acuosa de 2 mmoles del aminoacido usado en 5 mL de agua destilada, a
esta se le afladio lentamente 2 mL de una solucién acuosa de FeSO4* 7H20 (1 mmol).
La mezcla se puso en reflujo durante 2 horas mientras era agitada vigorosamente. La
evaporacion del solvente se llevo a cabo a temperatura ambiente, lo cual produjo
microcristales marrones - naranjas de quelatos de Fe con el aminoacido utilizado. Los
productos se lavaron primero con etanol frio, seguido de éter dietilico y se secaron al

aire.

Los aminoacidos empleados para esta sintesis fueron: Glicina (Gly), Acido aspartico

(Asp), Acido glutamico (Glu), Cisteina (Cys), Valina (Val) y Tirosina (Tyr).
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Sintesis de quelato de EDTA - Fe

Se realiz6 una solucion (mezcla 1) con 0.01 mol de NaOH en 15 mL de agua destilada
y 0.01 mol de EDTA disédico. Esta mezcla se calenté suavemente a bafio maria hasta
gue se disolviéo completamente y se obtuviera una disolucion transparente. Se realiz6
una segunda solucién (mezcla 2), la cual consistié en disolver 0.009 mol de cloruro
de hierro (lll) hexahidratado, en 5 mL de agua destilada y se calent6 de forma

moderada en bafio maria hasta total disolucién.

Una vez realizadas ambas disoluciones se puso la Mezcla 2 en agitacion magnética
y bafio maria, a esta se le afiadio lentamente la Mezcla 1 y se dej6 durante 10 minutos.
En el transcurso de este tiempo inicio la precipitacion de un polvo amarillo — café. Se
retir6 del bafio Maria para dejar enfriar y se filtr6 al vacio con lavados de agua
destilada fria, posteriormente se dejo secar a temperatura ambiente y se guardd en

frascos con atmésfera inerte de nitrégeno.

Caracterizacion de aminoquelatos de Cu, Fe y quelato de EDTA - Fe

Los aminoquelatos de Cu y Fe, asi como el quelato de EDTA - Fe, fueron
caracterizados parcialmente por medio de espectroscopia de infrarrojo, utilizando un
espectrofotometro Thermo Scientific modelo Nicolet is5. Los valores de transmitancia

(v) estan expresados en cm-2.

Cuantificacién de hierro en aminoquelatos

Para esta determinacion se prepararon los siguientes reactivos y soluciones:

- La soluciéon de orto-fenantrolina se preparo disolviendo 0.1 gramos de o-
fenantrolina en 80 mL de agua destilada calentada a 80 °C. Después de
enfriarse por 5 minutos, se llevo a un volumen final de 100 mL en un matraz
volumétrico y se cubrié con papel aluminio para ser protegido de la luz. Una
coloracion rosada en esta solucion indicaria contaminacion de esta, por lo cual
al momento de utilizarla siempre fue necesario revisar la coloracion (o ausencia

de) de esta.
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- Lasolucion buffer se preparé disolviendo 20.75 gramos de acetato de sodio en
agua destilada a la cual se le afiadieron 30 mL de acido acético glacial
concentrado y se llevéd a un volumen final de 250 mL.

- Parala disolucion de clorhidrato de hidroxilamina, se disolvieron 10 gramos de
este reactivo en 20 mL de agua destilada y se trasvaso a un matraz volumétrico
de 100 mL el cual se llevo al volumen final con agua destilada.

- Paralas muestras a analizar se realiz6 una disolucion acuosa de 50 miligramos
de los compuestos (aminoquelatos de hierro) en un matraz volumétrico de 500

mL.
Metodologia de cuantificacién:

1. Se tomaron 3 mL de las muestras con una micropipeta y se afiadieron a un
matraz volumétrico de 10 mL, en el caso del blanco se tomaron 3 mL de agua
destilada.

2. Se le afiadi6 0.2 mL de la solucién de clorhidrato de hidroxilamina preparada
anteriormente.

3. Se afadieron 2 mL de la solucién buffer de acetato de sodio.

4. Se agreg6 0.8 mL de la solucion de orto-fenantrolina (en este paso se dio un
viraje de color de transparente a naranja).

5. Se afor6 con agua destilada y se agité vigorosamente para la homogeneizacion
de la mezcla.

6. Se trasvasaron las muestras a tubos de ensayo y se dejaron reposar durante
10 minutos.

7. Se analizaron con un espectrofotometro UV a 510 nm.

Para obtener los resultados de la determinacion de hierro se utiliz6 una curva de
calibracién, la cual se obtuvo al partir de un patrén de 1000 ppm de Cloruro de Hierro
(1) a la cual se le hicieron diluciones de 50, 85, 125, 190 y 250 ppm. Los resultados
obtenidos de esta curva de calibracion se expresaron en unidades de ug/mlL

(microgramos por mililitro).
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Evaluacion biolégica
Desinfeccion de semillas de pepino
Se pusieron 80 semillas de pepino en un vaso de precipitado con una solucién de
hipoclorito de sodio al 5%, de tal forma que todas las semillas quedaron sumergidas
por al menos 5 minutos. Posteriormente se pasaron por 20 segundos a otro vaso de
precipitado que contenia etanol al 96%. Finalmente se realizaron 3 lavados con

abundante agua destilada.

Siembra de las semillas de pepino

Se realiz6 una mezcla 7:3 de peat moss con perlita, se humedecié y se colocé en
charolas de siembra de 40 pocillos, llendndolos hasta medio centimetro antes de
llegar al borde. Se colocé una semilla por pocillo y se cubrié con un poco mas de la
mezcla de sustrato, para posteriormente dejarse durante aproximadamente dos
semanas en cuarto de crecimiento a una temperatura de entre 25 y 27 °C. Estas
plantulas fueron utilizadas para el montaje del experimento una vez que se

observaron las primeras hojas verdaderas.

Fig. 2. Siembra de la semilla de pepino en la mezcla de peat moss - perlita.
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Fig. 4. Plantulas de pepino con hojas verdaderas listas para el montaje del experimento.

Preparacion de solucién nutritiva
Se utiliz6 como base la solucién nutritiva de Hoagland, la cual consiste en un medio
de crecimiento comunmente utilizado para el cultivo de plantas en sistemas

hidroponicos.

Primeramente, se prepararon cinco soluciones patrén (1-5) con los macro y
micronutrientes necesarios, posteriormente estas se mezclaron en diferentes
volumenes para obtener 8 litros de la solucion nutritiva final, la cual se complement6

con las cantidades de hierro necesarias segun los tratamientos.
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Soluciones de macronutrientes (1-4):
1. 1.00 M NH4H,PO, (se us6 1 mL/L)
2. 1.00 M KNO3 (se us6 1 mL/L)
3. 1.00 M Ca(NO3), (se us6 1 mL/L)
4. 1.00 M MgSO, (se us6 1 mL/L)

Solucién de micronutrientes (5): se combinaron la siguiente cantidad de sales en
un volumen total de un litro de agua y luego se utilizé6 1 mL/L de esta solucién patron

(5), junto con las soluciones de macronutrientes 1- 4.

2.86 mg H3BO;

1.81 mg MnCl; - 4H,0
0.22 mg ZnSO, - 7H,0
0.08 mg CuSO, - 5H,0
0.02 mg H,Mo00O, - H,O

Adicion de hierro: se disolvieron 5 mg/L del quelato de hierro correspondiente y se

disolvieron en la solucion Hoagland compuesta por las soluciones 1 a 5.
Se evalu6 un tratamiento y dos controles:

e Control negativo: se utilizé la solucion Hoagland sin la adicion de hierro (sin
solucion 6), siendo, por lo tanto, una solucion nutritiva deficiente en hierro.
e Control positivo: quelato EDTA-Fe sintetizado.

e Tratamiento aminoquelato: quelato Asp - Fe (&cido aspartico).

Desarrollo del experimento

Se evaluo el efecto de los diferentes quelatos de hierro en un sistema de raiz flotante.
Para esto primeramente se lavaron las raices de las plantulas con agua corriente,
fueron seleccionadas aquellas que presentaron caracteristicas mas similares en

cuanto a longitud de raiz, tallo y hojas para cada tratamiento.
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Cada tratamiento consté de 3 botes de plastico de un litro a los cuales se adicionaron
800 mL de solucién nutritiva ya con el quelato de hierro correspondiente (sin hierro,
EDTA-Fe y Asp-Fe), enseguida se colocaron 2 plantulas de pepino en cada uno,
dando en total 6 plantulas por tratamiento. Estos se mantuvieron en condiciones de
humedad, temperatura y luz controladas durante 14 dias. Cada 24 horas se realiz6 la
aireacion de la soluciéon durante 5 minutos, y esta fue renovada pasados los primeros
7 dias.

Diariamente se tomd lectura del contenido de clorofila durante todos los dias del

experimento.

Fig. 5. Plantulas de pepino evaluadas en los diferentes tratamientos: a) control negativo; b) Quelato
EDTA-Fe; c) Quelato Asp-Fe
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Resultados y discusion de resultados

Sintesis y caracterizacion de quelatos

Aminoquelatos de cobre

Siguiendo la metodologia anteriormente descrita para la generacion de los
aminoquelatos de cobre, se obtuvieron buenos rendimientos que oscilan entre el 71

y 100% como puede observarse en la siguiente tabla:

Aminoquelato Rendimiento (%)
Gly - Cu 100
Asp - Cu 98.5
Glu - Cu 73.5
Cys - Cu 90.4
Tyr - Cu 71.2
Val - Cu 72.8

Gly: Glicina; Asp: Acido aspartico; Glu: Acido glutamico;

Cys: Cisteina; Tyr: Tirosina; Val: Valina; Cu: Cobre

En el analisis espectroscoépico por infrarrojo del aminoacido glicina (Gly), se presento
una banda a los 3152 cm™?! correspondiente al estiramiento del enlace N — H de una
amina primaria (3500 — 3100 cm™1), la banda en 1609.38 cm™! es asignable al enlace
C =0 del &cido carboxilico (1725—1700cm™1) y la banda ancha entre los

2500 — 3000 cm™! es correspondiente al enlace 0 — H del &cido (3400 — 2400 cm™1).

H2oN
OH

Fig 6. Estructura quimica del amino&cido Glicina (Gly)
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Fig 7. Infrarrojo de aminoacido Glicina (Gly)

En el complejo Gly - Cu, el enlace N — H fue identificado con un par de bandas en
3330.23 — 3262.2 cm™1, las cuales corresponden al estiramiento de la amina primaria;
la banda observada en 1608.41 cm™! es correspondiente al enlace C = 0 del éster
(1750 — 1730 cm™1), también se observaron un par de bandas en en 1119.08 —
1153.09 ¢cm™! las cuales corresponden al enlace C — 0 del éster (1300 — 1100 cm™1),
por ultimo se confirmd una clara desaparicion de la banda del enlace O — H la cual se

encontraba presente en el aminoéacido libre, esto se atribuye a la coordinacién del
oxigeno con el cobre.

rl-\llz
O 0 e
Ti \Cu 4
7 \
N~ 0
H, o

Fig 8. Estructura quimica del aminoquelato Gly - Cu
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A continuacion, se presentan las sefiales mas caracteristicas para cada uno de los

aminoquelatos obtenidos con cobre, donde se destacan las bandas caracteristicas de

la amina primaria, ademas de sefales para carbonilos.

Sefales caracteristicas en el Infrarrojo (IR)

Compuesto - — 2
Amina primaria Carbonilo 0 Aal o
N_—H C=0 tras sefiales caracteristicas
Desaparicion de la banda del enlace
Gly - Cu 3330.23 — 3262.2 cm™! 1577.01 — 1608.41 cm™ | 0 — H la cual se encontraba presente
en el aminoécido libre.
3160.93 — 3247.28 cm™! 1595.89 -t Banda del enlace 0 — H:
R 93 — .28 cm .89 cm
Asp - Cu 2400 — 3400 cm~1
Glu - Cu 3239.19 — 3287.78 cm™?! 1582.40 — 1620.14 ¢cm™! No presenta.
3233.113 — 330791 -t 1617.18 -t Mercaptano (5 = ) en:
- . - 91 cm .18 cm
Cys -Cu 2537.85 cm™
-1 1 Enlaces C = C aromaticos:
Tyr- Cu 3358.27 cm 1697.41 cm 1506.13 — 1547.06 cm~1
val - Cu 3330.15 cm™? 1693.05 cm™! Flexion de CHs:

1313.52 cm™'y 1424.38 cm™!
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Aminoquelatos de hierro

Los diferentes quelatos de hierro a partir de diferentes aminoacidos fueron obtenidos

con rendimientos del 26 al 90 % como puede observarse en la siguiente tabla:

Compuesto Rendimiento (%)
Asp - Fe 73
Glu - Fe 66
Cys - Fe 65
Tyr - Fe 26
Val - Fe 40
EDTA - Fe 90

Asp: Acido aspartico; Glu: Acido glutamico; Cys: Cisteina;

Tyr: Tirosina; Val: Valina; EDTA: Acido etilendiaminotetraacético; Fe: Hierro

Al igual que los productos obtenidos con cobre, los aminoquelatos con hierro fueron

caracterizados mediante la técnica de espectroscopia de infrarrojo.

En el espectro de infrarrojo del aminoacido acido aspartico (Asp) se observo a los

2955.86 cm~! una de las bandas del enlace N — H, la cual corresponde al estiramiento

de la amina primaria, una banda en 1684.93 cm™! que corresponde al enlace C = 0

del &cido carboxilico (1725—1700cm™) y la banda ancha entre los 2500 —

3000 cm™! que corresponde al enlace 0 — H del &cido carboxilico (3400 —

2400 cm™1).

OH

NH>

OH

Fig 10. Estructura quimica del aminoacido Acido aspartico (Asp)

42



B E R
e
\ -
~
S
2659.04
=

-] i
g 1 | I |
E 804 ‘nm /1) | ]l |
e } \ o J f f {
s 784 \ 3 { b {
= I \ A\ 2 - / \ 'I
# : o~ — I\ {
EREE*: \ o & \ At
} h @/ / |
: e 3 y f '
749 a 2 g g B | I] [l !
I o © 8 | f
704 . / Vit
681 3 [
i @
i g
661 2
641
621 I
w00 3500 T 2600 ’ 2000 1500 ’ " 1000

Nimero de Ondas (cm-1)

Fig 11. Infrarrojo de aminoacido Acido aspartico (Asp)

En el infrarrojo del aminoquelato Asp - Fe, el enlace N — H de la amina primaria se
presenta en 2955.47 cm™1, y el estiramiento del enlace N — H (1640 — 1550 cm™1) en
1506.40 cm™1, por otra parte, se identificaron unas bandas correspondientes a los
carbonilos (C = 0) del éster y del &cido carboxilico (ambas presentes en la molécula)
en 1593.81 — 1688.54 ¢cm™1, dado que hay presencia de acido carboxilico, y la banda
ancha correspondiente al enlace 0 — H del acido carboxilico (3400 — 2400 cm™1)
entre los 2500 — 3000 cm™1.

(@]
Ha N\
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®) \ %
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O\* /// \O —\
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Fig 12. Estructura quimica del aminoquelato Asp - Fe
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Fig 13. Infrarrojo de aminoquelato Asp - Fe

A continuacion, se presentan las sefiales mas caracteristicas para cada uno de los

aminoquelatos obtenidos con hierro:

Sefales caracteristicas en el Infrarrojo (IR)

CloimipLizsio Amina primaria Carbonilos o .
N—H C=0 Otras sefiales caracteristicas
295547 cm™?! Banda del enlace 0 — H:
Asp - Fe 1593.81 — 1688.54 cm™?
1506.40 cm™1! 2400 — 3400 cm™?
Banda del enlace 0 — H:
Glu - Fe 3033.46 cm™?! 1638.25 cm™!
2400 — 3400 cm™?
Mercaptano (S — H) en:
R ~ 3000 cm™t 1575.06 — 1620.62 cm™!
Cys-Fe ~ 2500 cm™?
Banda del enlace 0 — H:
Tyr - Fe 3302.52 cm™! 1642.76 ¢cm™
3000 — 3500 cm™?
Banda del enlace 0 — H:
val - Fe 3300.58 cm™?! 1643.78 ¢cm™?!

3000 — 3500 cm ™!
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Cuantificacién de hierro en aminoquelatos

Se determiné la cantidad de hierro presente en los compuestos obtenidos. Ya que su
disponibilidad como nutriente es fundamental en el desarrollo de cualquier especie
vegetal. Es por esta razon que el enfoque de la investigacion de esta tesis se centra
en la evaluacion de fertilizantes férricos en forma de aminoquelados, con la finalidad
de seleccionar y evaluar el mas adecuado para poder ser aplicado en plantulas de

pepino.

Es importante establecer que esta metodologia se basa en la cuantificacion de hierro
soluble en el medio, bajo este principio, la concentracién calculada sera un parametro

indirecto para determinar el Fe quemado en el aminoacido.

Compuesto Contenido de Fe (ng/mlL)
Asp - Fe 137.71
Glu - Fe 95.91
Cys - Fe 156.58
Tyr - Fe 224.31
Val - Fe 207.91
EDTA - Fe 19.98

Al verificar el resultado obtenido con el complejo EDTA — Fe, que presentd una mayor
cantidad de hierro disuelto en el medio, se confirma que este agente quelante es un
compuesto organico estable para la quelacién de algunos metales, principalmente por
la presencia de cuatro grupos carboxilato y dos de tipo amina en su estructura.
También se enfatiza en estos resultados, que los complejos formados con los
aminoacidos glicina con 95.91 ug/mL de hierro cuantificado y 137.71 ug/mlL, para
acido aspartico, fueron los que presentaron mayor capacidad de coordinacion con el

metal a través de sus cuatro puntos interaccién
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Evaluacion biolégica

Contenido de clorofila

La concentracion de clorofila evaluada a los 15 dias en el desarrollo de estos
experimentos fue un elemento importante para evidenciar los sintomas mas
representativos de la clorosis férrica en el control negativo, lo cual es congruente
por la ausencia de una fuente de hierro, mientras que en los tratamientos de EDTA
- Fe y Asp — Fe, como era de esperarse, no mostraron esta sintomatologia

caracteristica (hojas amarillas).

Los complejos de EDTAy acido aspartico mostraron un comportamiento muy similar
en el desarrollo de todo el experimento biologico, solo con pequefas diferencias en
los dias 0, 1, 6, 9, 10 y 11(Ver Fig. 14), sin embargo, las diferencias en los dias 0 y
1 son descartadas ya que estas variaciones pueden deberse al estrés por trasplante
de las plantulas al sistema de raiz flotante. Dejando de lado los dias que los
tratamientos presentan ligeras diferencias, ambos mantuvieron un comportamiento

similar en cuanto a los niveles de clorofila en las plantulas de pepino.

Medicion de clorofila en los distintos tratamientos

Clorofila (SPAD)

0 1 2 3 4 5 6 7 L] 9 10 1 12 13 14

Dia evaluado

Control EDTA-Fe Asp - Fe

Fig. 14. Gréafica que demuestra el nivel de clorofila en unidades SPAD en los tratamientos

aplicados durante los 15 dias de aplicacion
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Tratamiento

Dia Sin Fe EDTA - Fe Asp - Fe

(SPAD) (SPAD) (SPAD)
0 29.1 276 30.6
1 23.8 25.3 285
2 255 28.7 29.8
3 26.9 327 328
4 27.7 40.2 40.0
5 28.4 447 45.6
6 26.9 47.9 50.3
7 26.3 48.5 47.8
8 26.9 49.2 50.8
9 28.0 50.4 52.5
10 27.4 48.2 49.3
1 25.8 49.1 50.8
12 24.1 49.0 49.3
13 23.3 50.1 495
14 225 50.7 50.3

Fig. 15. Tabla de los niveles de clorofila en unidades SPAD en los tratamientos aplicados durante

los 15 dias de prueba

En lasfiguras 16,17, 18 y 19, se muestra de manera visual el cambio en el contenido

de clorofila durante el inicio, mitad y final del experimento.

Fig. 16. Plantulas de pepino en el dia 0: a) control sin hierro; b) complejo EDTA-Fe; c) complejo

Asp-Fe
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a) b) c)
Fig. 17. Plantulas de pepino en el dia 6: a) control sin hierro; b) complejo EDTA-Fe; c) complejo

Asp-Fe

a) b) c)

Fig. 18. Plantulas de pepino en el dia 11: a) control sin hierro; b) complejo EDTA-Fe; c) complejo

Asp-Fe
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a) b) c)
Fig. 19. Plantulas de pepino en el dia 14: a) control sin hierro; b) complejo EDTA-Fe; ¢) complejo

Asp-Fe

Evaluacion de parametros fisicos

En la evaluacion de los parametros morfologicos, se identifico poca variacion en el
namero de hojas en las plantas expuestas a la aplicacion de los tratamientos. Estos

resultados pueden observarse en la Figura 20.

Mediciones de las plantas
Mediciones después de los 14 dias de tratamiento

=]

O 2N W s OO N OO

Control EDTA - Fe Asp - Fe

B Numero de hojas

Fig. 20. Grafica comparativa de la cantidad de hojas presentes en los tratamientos aplicados.
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Tampoco se tiene cambios significativos en los otros parametros, excepto en el de
longitud de raiz, donde las plantulas tratadas con el compuesto de EDTA - Fe

presenta la mayor longitud, como se muestra en la Figura 21.

Mediciones de las plantas
Mediciones después de los 14 dias de tratamiento
20.00

15.00

10.00

Longitud (cm)

0.00
Control EDTA-Fe Asp - Fe

W Longitud de la parte aérea - hojas (cm) M Longitud del tallo (cm) ™ Longitud de la raiz (cm)

Fig. 21. Tabla de las longitudes de las plantulas de pepino analizadas en los tratamientos

aplicados después de 14 dias.

Por otra parte, en las tres condiciones evaluadas, el sistema radicular fue el mas
desarrollado, ya que mostro un mayor crecimiento (mayor longitud) con respecto al
tallo y hojas, lo cual se observa en la Figura 22.

Mediciones de las plantas
Mediciones después de los 14 dias de tratamiento

3200
3000

Longitud {cm)

Control EDTA-Fe Asp - Fe

B Longitud de la raiz (cm) M Longitud del tallo (cm) M Longitud de la parte aérea - hojas (cm)

Fig. 22. Tabla de la proporcidn que representa la raiz, el tallo y la parte aérea (hojas) en las

plantulas de pepino analizadas después de 14 dias.
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Ademas, las plantulas seleccionadas para el tratamiento de control negativo (sin
hierro), presentaron al inicio del experimento una mayor longitud de raiz y tallo, sin
embargo, después de los 14 dias estos parametros se vieron disminuidos, ahora
con menor longitud, lo cual permite inferir que el crecimiento de estas se vio

afectado por no recibir el nutriente.

En otros de los resultados obtenidos de las mediciones fisicas de las plantas, se
observé un ligero aumento en el didmetro de la raiz del control sin hierro, sin
embargo, esto no quiere decir que se encontraran en mejor condicion, ya que
mostraban una gran fragilidad (Figura 23); en los otros dos tratamientos las raices
de ambos presentaron un menor diametro, pero al tacto eran mas resistentes y
presentaban una mayor cantidad de ramificaciones y de vellosidades en las mismas,
de tal manera que las raices tratadas con EDTA - Fe o Asp - Fe eran superiores en

cuanto a calidad de la misma.

Mediciones de las plantas

Control EDTA - Fe Asp - Fe

Diametro (mm)

0.00

B Diametro del tallo (mm) B Diametro de la raiz (mm)

Fig. 23. Tabla de las longitudes de las plantulas de pepino analizadas en los tratamientos

aplicados, después de 14 dias.

Con relacion a las hojas, su fragilidad y coloracion fueron también aspectos visibles
ya que presentaban una coloracibn mas amarillenta y fragil en el control, lo cual

puede ser apreciado a través del paso de los dias. (Ver figuras 16,17, 18 y 19. Del
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mismo modo, en los tratamientos de EDTA - Fe y Asp — Fe, las hojas se apreciaron

con un color verde mas intenso, asi como mayor resistencia al tacto y suavidad.

De manera general se resumen los resultados obtenidos de los parametros fisicos

en la figura 24.

TALLO RAIZ
TRATAMIENTO| HOJAS . . . o3

Longitud de la parte | Longitud del | Diametro del | Longitud de la | Diametro de
aérea - hojas (cm) tallo (cm) tallo (mm) raiz (cm) la raiz (mm)

Cantrol sin 8 3.70 7.52 3.42 15.98 0.40

ierro
EDTA - Fe 7 4.18 7.73 431 19.13 0.26
Asp - Fe 9 3.98 8.15 4.00 16.58 0.35

Fig. 24. Tabla de los parametros fisicos de las plantulas de pepino después de 14 dias de

evaluacion con los tratamientos aplicados.

Fig. 25. Esquema de medicién de la planta de los cuales se presentan los resultados de

parametros fisicos.
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Conclusiones

1. Utilizando los aminoacidos glicina, acido aspartico, acido glutamico, cisteina,
tirosina y valina, se lograron sintetizar sus respectivos aminoquelatos con
rendimientos del 71 al 100% para los de cobre y del 26 al 90% para lo de

hierro.

2. Todos los aminoquelatos y sus aminoacidos precursores, fueron

caracterizados mediante espectroscopia de infrarrojo.

3. La cuantificacion de hierro en los quelatos establecié que el complejo con
EDTA tiene una mayor retencion de este elemento, ya que se encontrd una

menor concentraciéon en disolucion.

4. Los quelatos de glicina y acido aspartico con hierro fueron los compuestos

de mejor retencion quelante.

5. Enlaevaluacién bioldgica en sistema de raiz flotante, el tratamiento sin hierro
mostro sintomas claros de clorosis férrica, a diferencia de los de EDTA-Fe y

Asp-Fe, donde el contenido de clorofila fue aumentando en su desarrollo.

6. El aminoquelato Asp-Fe fue muy similar al complejo EDTA-Fe, en relacion

con la concentracion determinada de clorofila.

7. En la evaluacion de los parametros fisicos, no se observaron diferencias
significativas en los tratamientos de EDTA-Fe y Asp-Fe, sin embargo, el

control sin hierro si mostré una menor calidad de las plantulas.
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ANEXO 1. Infrarrojo de aminoacido Acido Aspartico (Asp)
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ANEXO 2. Infrarrojo de aminoacido Acido Glutamico (Glu)
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ANEXO 3. Infrarrojo de aminodcido Cisteina (Cys)
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ANEXO 4. Infrarrojo de aminodacido Glicina (Gly)
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ANEXO 5. Infrarrojo de aminoacido Tirosina (Tyr)
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ANEXO 6. Infrarrojo de aminoacido Valina (Val)
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ANEXO 7. Infrarrojo de aminoquelato Gly - Cu
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ANEXO 8. Infrarrojo de aminoquelato Glu - Cu
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ANEXO 9. Infrarrojo de aminoquelato Asp - Cu

66



gﬁ 8z c6o —Li68v8
05 8EL i
—_— Eb'SSL
oveLL
08'8Z01 -
80k o o
LO6EZL  g-ggz)
ZSELEL
ge vzl :
PELPPL  ,c pop
—_— : s
Z9'0ES1 2
_—— eL'esst |
C SO'E691
-
=
o~
zg'6s1Z
o o
x T2
(&) £
e
= o
(&)
08'6.8Z “—p
865962 —_ o |
N, (=2
2 / isS
Z9 LLOE N ©2
()
D -
N
/ k
B.S -~
G1 0EEE @) = =
o
O o o is
&) =
-
o o :
O
. s T S e T
= R -3 8 2 o 2 8 2 L
ejouejiwsuel | %

1000

Nimero de Ondas (cm-1)

ANEXO 10. Infrarrojo de aminoquelato Val - Cu
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ANEXO 11. Infrarrojo de aminoquelato Cys - Cu
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ANEXO 12. Infrarrojo de aminoquelato Tyr — Cu
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ANEXO 13. Infrarrojo de aminoquelato Asp - Fe
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ANEXO 14. Infrarrojo de aminoquelato Cys - Fe
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ANEXO 15. Infrarrojo de aminoquelato Glu - Fe
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ANEXO 16. Infrarrojo de aminoquelato Tyr — Fe
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ANEXO 17. Infrarrojo de aminoquelato Val - Fe

74



500

PS 665
r9'Zr9

p'aes

s
- —-——u-r-nuw——bo.Lzs

LELZL

PL LS
=3
P I00T LE'186 '8
S 8L€011
ZVsizh
8z'99z1
91 8zEl
. C9'6LEI}
9l Livl
=
c0'9zvi 8
co6EDI
e 61091
. =1
0z'920Z '8 =
E
| S
620912 8
=
1 o
3
I e
@
z
1
1 =
12
&

3000

EZ'BOEE

St IBrE

;hL‘dv“qF‘Hw‘\"ﬂ~ﬁﬂnﬁLL\\\x//’~\w,f“"’—"__m-—’—‘"
o
e
<
3500

90 ¢

105 1

100 5
95

pea saas
oy
w0

sntmtcngsns
(=]
~

75+

ey
(=1
@

104
65

BIOUBY WSUBI ] %

ANEXO 18. Infrarrojo de quelato EDTA - Fe
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Técnicas experimentales

Espectroscopia de Infrarrojo
Los espectros de IR se realizaron en equipo Thermo Scientific modelo Nicolet is5.

Los valores de transmitansia estan expresadas en cm-1.

Condiciones de reaccioén
Los reactivos utilizados fueron comprados de distintos proveedores como Sigma-
Aldrich, J.T. Baker y Fermont. Los rendimientos de los productos generados se

calcularon una vez purificados.
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