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COMPOSICIONES Y METODOS PARA INSUMOS AGRICOLAS Y USOS DE LOS MISMOS
CAMPO TECNICO

La invencidn se refiere a la nutricion de las plantas y especificamente a la asociacion,
encapsulacion, funcionalizacidn, atrapamiento y recubrimiento de insumos agricolas tales como
nutrientes.

ANTECEDENTES

La produccion agricola en todo el mundo se enfrenta a desafios sin precedentes debido al cambio
climatico, el clima extremo, la resistencia a los patdgenos de la erosion del suelo y la contaminacion
ambiental. Se proyecta que la poblacion mundial alcance alrededor de 10 mil millones para 2050,
por lo que se espera que la demanda de alimentos aumente en un 60%. La tasa de aumento de
rendimiento y fertilizantes (un insumo agricola) con respecto a la relacion rendimiento lograda por
la revolucion verde ha ido disminuyendo y se espera que el cambio climatico perjudicial limite adn
mas la productividad de los cultivos y la calidad nutricional. Para aumentar el rendimiento y mejorar
la calidad nutricional, las plantas requieren una nutricién equilibrada ademas del agua y la luz
solar. Sin embargo, los insumos agricolas convencionales y su entrega son altamente ineficientes
debido a la baja eficiencia de uso y liberacidon ambiental. Por lo tanto, se requieren formulaciones
y composiciones mas efectivas que puedan estimular el crecimiento de las plantas, aliviar el efecto
negativo del estrés abidtico/bidtico, administrar el ingrediente activo de manera eficiente a la
planta en el momento adecuado en la cantidad vy liberacion correctas en respuesta a la sefal de la
planta.

Los materiales renovables a base de biomasa se estan explorando a nivel mundial debido a su
importancia para una economia verde circular y la sostenibilidad. La quitina es el amino polisacarido
natural mas abundante. Estd presente mas abundantemente en crustaceos, insectos y hongos. La
quitina y sus derivados estan siendo considerados como un nuevo biomaterial funcional de alto
potencial en aplicaciones interdisciplinarias. Por ejemplo, el quitosano, un derivado desacetilado
de la quitina, se utiliza en industrias/sectores como la medicina, el textil, la alimentacion, la energia
y el agua. Hasta la fecha, la aplicacion traslacional de quitosano en la agricultura esta poco
explotada.

COMPENDIO

En un primer aspecto, la descripcion proporciona métodos para modificar el quitosano para la
formulacion de nanoparticulas basadas en quitosano.

En un segundo aspecto, la descripcidn proporciona nanoparticulas a base de quitosano y métodos
para prepararlas. Las nanoparticulas a base de quitosano pueden incluir nitrégeno y/o un
compuesto rico en nitrdgeno y/o mezclas de compuestos tales como, de modo no taxativo, nitrato
de potasio, nitrato de calcio, nitrato de magnesio, nitrato de urea, nitrato de amoniaco de urea,
nitrato de amonio, hidroxido de amonio, sulfato de amonio, urea-hidroxiapatita, aminoacidos tales
como arginina, cistina, histidina, leucina, lisina, metionina, treonina, triptdfano, tirosina, valina,

glutamina, acido glutamico, glicina, prolina, taurina, acido aspartico, serina y alanina.
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En un tercer aspecto, la descripcidén proporciona un método para tratar una planta o una parte de
la planta. EI método para tratar la planta o parte de planta incluye la aplicacion con una
composicion que comprende una nanoparticula a base de quitosano. La nanoparticula a base de
quitosano puede estar en una solucion, suspension o formulacion que tiene una forma fisica que
puede ser sdlida, liquida o en aerosol y se puede aplicar a cualquier parte de la planta que incluye
una semilla, hoja, tallo, flor, fruto o raiz de una planta a lo largo de su ciclo de vida. El método
puede incluir reemplazar una cantidad de un fertilizante o fertilizantes de nitrégeno tradicionales
con una solucién de una nanoparticula a base de quitosano.

En un cuarto aspecto, la nanoparticula a base de quitosano se puede usar como parte de un
método para preparar un medio de crecimiento de plantas. Por ejemplo, el método puede incluir
tratar el medio de crecimiento con una solucién de nanoparticulas a base de quitosano. EI medio
de crecimiento puede ser tierra, turba, musgo, residuos de madera, moho foliar, aserrin, corteza,
bagazo, cascara de arroz, arena, perlita, vermiculita, arcilla calcinada, poliestireno, resinas de urea
formaldehido, agar o agarosa y liquidos hidroponicos, medio de cultivo de tejidos vegetales in vitro
e in vivo utilizado para variedades de semillas/plantas hibridas, modificadas genéticamente o no
modificadas genéticamente y combinaciones de estos.

Se proporcionan aspectos y modalidades adicionales en los dibujos, la descripcién detallada y las
reivindicaciones que anteceden.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Los siguientes dibujos se proporcionan para ilustrar determinadas modalidades descritas en la
presente. Los dibujos son meramente ilustrativos y no pretenden limitar el alcance de las
invenciones reivindicadas y no pretenden mostrar todas las caracteristicas o modalidades
potenciales de las invenciones reivindicadas. Los dibujos no estan necesariamente dibujados a
escala; en algunos casos, ciertos elementos del dibujo pueden ampliarse con respecto a otros
elementos del dibujo con fines ilustrativos.

La Figura 1 es una representacion de las caracterizaciones morfoldgicas de la formulacién de
quitosano liquido (TgA-TgE) obtenida mediante microscopia electronica.

La Figura 2 es una representacién de caracterizaciones morfoldgicas de la formulacion de quitosano
liguido (CTgA-CTgE) obtenida mediante microscopia electronica.

La Figura 3 es una representacion de la caracterizacion coloidal con referencia al tamafo
hidrodinamico de la formulacion de quitosano liquido (TgA-E y CTgA-CTgE) obtenida mediante
dispersion dinamica de luz.

La Figura 4 es una representacion de la caracterizacion coloidal con referencia al potencial zeta
superficial de la formulacion de quitosano liquido (TgA-E y CTgA-CTgE) obtenida mediante

dispersion dindmica de luz.

La Figura 5 es una tabla que representa el pH y TKN de los lotes de nanoparticulas a base de

quitosano 1-7.
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La Figura 6 es el analisis de longitud de onda UV de los lotes de nanoparticulas a base de quitosano
1-7.

La Figura 7 es el analisis FTIR de la nanoparticula 1 basada en quitosano.

La Figura 8 es el analisis FTIR de la nanoparticula 2 basada en quitosano.

La Figura 9 es el analisis FTIR de la nanoparticula 3 basada en quitosano.

La Figura 10 es el andlisis FTIR de la nanoparticula 4 basada en quitosano.

La Figura 11 es el analisis FTIR de la nanoparticula 5 basada en quitosano.

La Figura 12 es el andlisis FTIR de la nanoparticula 6 basada en quitosano.

La Figura 13 es el analisis FTIR de la nanoparticula 7 basada en quitosano.

La Figura 14 es una grafica de la fitotoxicidad de una formulacién de nanoparticula a base de
quitosano utilizada en un sistema hidroponico.

La Figura 15 es una grafica de la calificacion de vigor después de la aplicacion de una formulacion
de nanoparticula a base de quitosano utilizada en un sistema hidropénico.

La Figura 16 es una grafica de los cambios en el ancho de la planta después de la aplicacion de
una formulacién de nanoparticula a base de quitosano utilizada en un sistema hidropénico.

La Figura 17 es una grafica del peso del brote después de la aplicacion de una formulacion de
nanoparticula a base de quitosano utilizada en un sistema hidroponico.

La Figura 18 es una grafica del peso de la raiz después de la aplicacion de una formulacion de
nanoparticula a base de quitosano utilizada en un sistema hidroponico.

La Figura 19A es un grafico del peso total de la cosecha de maiz después de la aplicacién foliar de
multiples formulaciones diferentes a diferentes parcelas de maiz.

La Figura 19B es un grafico del porcentaje de nitrdgeno presente en muestras de tejido foliar en
la etapa V8 de crecimiento de maiz.

La Figura 20 es una grafica de los efectos de una formulacion de la nanoparticula a base de
quitosano cuando se agrega al maiz plantado con fertilizantes de nitrdgeno de acuerdo con las
practicas agricolas estandar, y cuando se agrega al maiz plantado con fertilizantes de nitrégeno de
acuerdo con las practicas agricolas estandar menos 40 libras (18,14kg) de nitrégeno aplicado al
suelo.

La Figura 21 es una grafica de los efectos de una formulacion de la nanoparticula a base de
quitosano con glifosato.

La Figura 22 es una gréfica de los efectos de una formulaciéon de la nanoparticula a base de

quitosano con 2,4-D.

DESCRIPCION DETALLADA

La siguiente descripcién enumera diversos aspectos y modalidades de las invenciones descritas en
la presente. No se pretende que ninguna modalidad particular defina el alcance de la invencion.
Mas bien, las modalidades proporcionan ejemplos no taxativos de diversas composiciones y

métodos que se incluyen dentro del alcance de las invenciones reivindicadas. La descripcion debe
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leerse desde la perspectiva de un experto en la técnica. Por lo tanto, la informacidn que es bien
conocida por el experto en la técnica no se incluye necesariamente.

Definiciones

Los siguientes términos y frases tienen los significados que se indican a continuacién, a menos que
se indique lo contrario en el presente documento. Esta descripcion puede emplear otros términos
y frases no definidos expresamente en la presente. Dichos otros términos y frases tendran los
significados que tendrian dentro del contexto de la presente descripcion para los expertos en la
técnica. En algunos casos, un término o frase se puede definir en singular o plural. En tales casos,
se entiende que cualquier término en singular puede incluir su contraparte en plural y viceversa,
a menos que se indique expresamente lo contrario.

I/8A\

Tal como se usa en el presente documento, las formas singulares “un”, “una” y “el/la” incluyen
referentes plurales a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Por ejemplo, la
referencia a "un sustituyente" abarca un Unico sustituyente, asi como dos 0 mas sustituyentes y
similares.

Tal como se usa en la presente, “por ejemplo”, “por ejemplo”, “tal como” o “que incluye” pretenden
introducir ejemplos que aclaran ain mas la materia mas general. A menos que se indique
expresamente lo contrario, dichos ejemplos se proporcionan solo como una ayuda para
comprender las modalidades ilustradas en la presente descripcion y no pretenden ser taxativos de
ninguna manera. Estas frases tampoco indican ningln tipo de preferencia por la modalidad
descrita.

Tal como se usa en la presente, “nanoparticula a base de quitosano” significa una particula que
comprende quitosano a la que se acopla, une, funcionaliza o encapsula una molécula que contiene
nutrientes mediante enlaces intermoleculares o intramoleculares idnicos, no idnicos, no covalentes
0 covalentes, o estd atrapada dentro de una matriz polimérica de quitosano. El nutriente en la
molécula que contiene nutrientes puede ser nitrogeno. El nutriente puede ser cualquier
macronutriente primario, macronutriente secundario o micronutriente. Dichos nutrientes incluyen
fosforo (P), potasio (K), calcio (Ca), magnesio (Mg), azufre (S), hierro (Fe), zinc (Zn), cobre (Cu),
manganeso (Mn), molibdeno (Mo), niquel (Ni) y boro (B) y combinaciones de estos.

Se han producido varias formulaciones para nanoparticulas a base de quitosano y soluciones de
nanoparticulas a base de quitosano bajo la marca registrada alignN®.

Tal como se usa en la presente, "asociado con o asociacion" significa moléculas que estan unidas,
acopladas, funcionalizadas, atrapadas, recubiertas, encapsuladas o unidas de otro modo. Dicha
unién se puede lograr mediante enlace i6nico, no idnico, no covalente o covalente.

Tal como se usa en la presente, "fertilizante de nitrodgeno tradicional" significa cualquier sustancia
agregada al suelo o directamente a las plantas que aumenta la disponibilidad de nitrégeno para la
planta. Estos fertilizantes pueden ser granulares o liquidos. Los fertilizantes granulares son
granulos que se pueden esparcir alrededor de las plantas o transmitir a través de los campos. Los

fertilizantes liquidos pueden ser absorbidos por las plantas cuando se aplican a través de sistemas
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de riego o se rocian directamente sobre el follaje. Dichos fertilizantes tienen nitrégeno en una de
varias formas, incluyendo amoniaco, amonio, urea y nitrato.

Tal como se usa en la presente, “fitotoxicidad” significa cualquier efecto adverso sobre el
crecimiento, la fisiologia o el metabolismo de las plantas causado por una sustancia quimica, tal
como niveles elevados de fertilizantes, herbicidas, metales pesados o nanoparticulas. Los efectos
fitotdxicos generales incluyen la alteracién del metabolismo de las plantas, la inhibicion del
crecimiento o la muerte de las plantas. Los cambios en el metabolismo y el crecimiento de las
plantas son el resultado de la alteracion del funcionamiento fisioldgico, incluida la inhibicién de la
fotosintesis, la absorcién de agua y nutrientes, la division celular o la germinacion de las semillas.
La asociacién y la liberacidon lenta de nutrientes es un método para equilibrar las necesidades
nutricionales de las plantas. Una de esas necesidades nutricionales es el nitrdgeno en forma de
amina, nitrato, amonio y amoniaco. La asociacion de compuestos de nitrdgeno que tienen grupos
funcionales quimicos como amina, nitrato, amoniaco, amonio o cualquiera o todos estos tales
como, de modo no taxativo, nitrato de potasio, nitrato de calcio, nitrato de magnesio, nitrato de
urea, nitrato de amoniaco de urea, nitrato de amonio, hidréxido de amonio, sulfato de amonio,
urea-hidroxiapatita, aminoacidos tales como arginina, cistina, histidina, leucina, lisina, metionina,
treonina, triptéfano, tirosina, valina, glutamina, acido glutamico, glicina, prolina, taurina, acido
aspartico, serina y alanina, y todas las combinaciones posibles de estos, es una forma de liberar
nitrégeno en cantidades eficaces para la utilizacion del crecimiento vegetal. Hay varios beneficios
del uso de quitosano como agente de asociacién de nitrégeno. El primer beneficio es que el
polimero de quitosano es bioseguro y biodegradable. El polimero de quitosano tiene un origen
bioldgico y se ha utilizado para la inmovilizacién de enzimas para alimentos y en aplicaciones de
biosensores. El quitosano se puede cosechar de hongos, camarones, cangrejos, langostas o
cualquier combinacién de estas fuentes. Un segundo beneficio, en comparacién con los
recubrimientos inorganicos como los recubrimientos de azufre, es la ausencia de grietas. Las
grietas en el recubrimiento causan una liberacién inmediata del nutriente recubierto al entrar en
contacto con el agua. La liberacion inmediata del nutriente anula el propdsito de la asociacion, que
es liberar lentamente el nutriente. Un tercer beneficio del polimero de quitosano es la salud general
del suelo. El polimero de quitosano da como resultado una menor acidificacion del suelo. La
acidificacion del suelo puede ser perjudicial para especies vegetales especificas. Los recubrimientos
como el azufre reducen el pH del suelo. Ademas, los microbios del suelo son una parte importante
de la salud del suelo. Los polimeros sintéticos no pueden ser metabolizados por los microbios del
suelo.

Las modalidades incluyen nanoparticulas a base de quitosano. En determinadas modalidades, las
nanoparticulas a base de quitosano comprenden nitrégeno en la estructura de amina y/o nitrato
y/o amoniaco y/o amonio. El nitrdgeno puede estar asociado, acoplado, adherido o asociado por/en
las nanoparticulas a base de quitosano. En modalidades particulares, el nitrogeno se encuentra en

forma de amina, nitrato, amonio y/o amoniaco se puede seleccionar de nitrato de potasio, nitrato
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de calcio, nitrato de magnesio, nitrato de urea, nitrato de amoniaco de urea, nitrato de amonio,
hidroxido de amonio, sulfato de amonio, urea-hidroxiapatita, aminoacidos tales como arginina,
cistina, histidina, leucina, lisina, metionina, treonina, triptéfano, tirosina, valina, glutamina, acido
glutdmico, glicina, prolina, taurina, acido aspartico, serina, alanina y todas las combinaciones de
estos.

En determinadas modalidades, las nanoparticulas a base de quitosano pueden comprender al
menos 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 85, 90 0 95% (p/v) de nitrégeno.
En modalidades particulares, al menos 50, 55, 60, 65, 70, 75, 85, 90 o 95% del nitrdgeno se
encuentra en la forma quimica de la amina y/o nitrato, amonio y/o amoniaco. En determinadas
modalidades, las nanoparticulas a base de quitosano pueden comprender aproximadamente
19,87% (p/v) de nitrégeno. En determinadas modalidades, las nanoparticulas a base de quitosano
pueden comprender aproximadamente 15,64% (p/v) de nitrogeno.

En determinadas modalidades, las nanoparticulas a base de quitosano pueden comprender al
menos 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 85, 90 0 95% (p/p) de nitrdgeno.
En modalidades particulares, al menos 50, 55, 60, 65, 70, 75, 85, 90 o 95% del nitrégeno se
encuentra en la forma quimica de la amina y/o nitrato y/o amoniaco y/o amonio. En determinadas
modalidades, las nanoparticulas a base de quitosano pueden comprender aproximadamente
16,15% (p/p) de nitrégeno. En determinadas modalidades, las nanoparticulas a base de quitosano
pueden comprender aproximadamente 13,37% (p/p) de nitrégeno.

En determinadas modalidades, las nanoparticulas a base de quitosano pueden comprender al
menos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 0 40 % (p/v) de nitrogeno total, y al menos 5, 10, 15, 20, 25 o
30% de nitrégeno de urea, y al menos 1, 5, 10, 15 0 20% de nitrégeno de sulfato de amonio.

En determinadas modalidades, las nanoparticulas a base de quitosano pueden comprender
quitosano = 0,3%, nitrégeno total (p/v) = 15,64%, sulfato de amonio total (con enlazador) =
19,06%, N en urea = 11,65%, N en AS = 3,99%, S en AS = 4,62%, sulfato = 13,84, sorbato de
potasio: 0,01%,

En determinadas modalidades, las nanoparticulas a base de quitosano pueden comprender al
menos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 0 40 % (p/v) de nitrogeno total, y al menos 5, 10, 15, 20, 25 o
30% de nitrégeno de urea, y al menos 1, 5, 10, 15 0 20% de nitrégeno de sulfato de amonio.

En determinadas modalidades, las nanoparticulas a base de quitosano pueden comprender
quitosano = 0,2%, nitrédgeno total (p/v) = 19,87%, sulfato de amonio total (con enlazador) =
37,7%, N en urea = 11,96%, N en AS = 7,91%, S en AS = 9,1%, sulfato = 27,4, sorbato de
potasio: 0,01%,

En una modalidad, el proceso para formar las nanoparticulas a base de quitosano comienza con el
polimero de quitosano. La fuente de quitosano puede ser hongos, camarones, cangrejos, langostas
o calamares, 0 una mezcla de ellos. En determinadas modalidades, el quitosano tiene un grado de
desacetilacion (DDA): >80%, MW: <110 KDa. En modalidades particulares, el DDA es > 85%. La
DDA puede ser del 90%. El DDA puede ser > 95%. En modalidades particulares, el DDA es
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aproximadamente 60%, 61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72%,
73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%,
89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 0 100%.

Antes de su uso para la formulacion de nanoparticulas, el quitosano debe disolverse en una
solucion. Medio de disolucion: agua acida que tiene rangos de pH entre 1 y 6,5 o que tiene un pH
<1, <2, <3, <4, <5, <55, El acido utilizado puede ser cualquier acido. En modalidades
particulares, el acido utilizado es uno o una combinacion del acido que incluye uno o mas de acido
acético, acido citrico, acido lactico, acido malico, acido tartarico, acido férmico, acido acetilsalicilico,
acido oxalico, acido succinico, acido benzoico, acido fdlico, acido pirdvico, acido butirico, acido
propidnico, acido caproico, acido clorhidrico, acido sulfrico, acido nitrico, acido fosforico, acido
fluorhidrico, acido perclorico, acido bromhidrico, acido yodhidrico, acido clorhidrico, acido
bromhidrico, acido yddico, acido humico, acido fulvico, aminoacido, acidos nucleicos (ADN y ARN),
acido borico, acido crémico, acido cianurico, acido hialurdnico, acido arsénico y acido carboxilico,
y perdxido de hidrogeno y didxido de carbono. Para disolver el quitosano, la solucién acida acuosa
se puede mantener a una temperatura entre aproximadamente 68 y aproximadamente 212 grados
F. En modalidades particulares, la temperatura se mantiene a aproximadamente 68, 72, 82, 92,
201, 112, 122, 132, 142, 152, 162, 172, 182, 192, 202 o 212 grados F. Durante todo el periodo
de reaccion, la solucion se puede mantener en agitacion a rpm entre aproximadamente 50 y
aproximadamente 2500 rpm. Después de completar la reaccidn, tipicamente entre 0,3 y 4 horas,
la solucion se filtrd a través de malla 200 (74 micras) seguido de mas de malla 635 (<20 micras).
En la solucion filtrada, se agregan agentes antimicrobianos tales como, de modo no taxativo,
sorbato de potasio (0,1% v/v). En determinados casos, tal como se describe a continuacion, se
agrega un potenciador de acoplamiento tal como tripolifosfato de sodio y/o sulfato de amonio en
la solucion antes de la adicidén de agentes antimicrobianos.

En una modalidad, la reaccion se lleva a cabo con soluciones especificas preparadas de acuerdo
con uno Yy/o todos los procedimientos en el Ejemplo 1 a la temperatura entre 68 y 250 grados F.
Durante todo el periodo de reaccidn, la solucidon se mantuvo en agitacion a 400 rpm para la
uniformidad de las sustancias. Después de completar la reaccion, tipicamente entre 0,3 y 4 horas,
la solucion se filtrd a través de malla 200 (74 micras) seguido de mas de malla 635 (<20 micras).
El % de nitrogeno en la solucion final se mantuvo entre 0,1% y 100%, especificamente entre 18-
24% usando el compuesto y/o mezcla de compuestos descritos anteriormente.

En determinadas modalidades, las nanoparticulas a base de quitosano pueden formarse en
presencia de y/o cargarse con nitrégeno en el formo de amina y/o nitrato y/o amoniaco y/o amonio.
El nitrdgeno puede estar al menos parcialmente asociado por/en las nanoparticulas a base de
quitosano. En modalidades particulares, el nitrégeno en forma de amina, nitrato, amonio y/o
amoniaco se puede seleccionar de nitrato de potasio, nitrato de calcio, nitrato de magnesio, nitrato
de urea, nitrato de amoniaco de urea, nitrato de amonio, sulfato de amonio, hidréxido de amonio,

urea-hidroxiapatita, aminoacidos tales como arginina, cistina, histidina, leucina, lisina, metionina,
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treonina, triptéfano, tirosina, valina, glutamina, acido glutamico, glicina, prolina, taurina, acido
aspartico, serina, alanina y combinaciones de estos.

> 95% de las particulas pueden estar en forma esférica, casi esférica o pequenos fragmentos
lineales que tienen un tamano entre 0,1 nm y 8 micras. (Por medicién TEM). 0,1 nm y 10 micras
con indice de polidispersidad entre 0,01 y 0,99 (por medicion DLS). El potencial zeta superficial
oscil6 entre +5 y 70 mV (medido por DLS).

Las modalidades incluyen métodos para tratar una planta o parte del pantaldn con cualquiera de
las composiciones descritas en la presente. La parte de planta puede ser cualquier parte de planta
que incluye, de modo no taxativo, una semilla, hoja, tallo, flor, fruto o raiz de una planta. Los
ejemplos de especies de partes de plantas incluyen, de modo no taxativo, cereales tales como
trigo, maiz o maiz, cebada, centeno, avena; canola, algodon, berenjena, lechuga, sorgo,
soja, arroz, colza, remolacha azucarera, cafia de azlcar, uvas, legumbres, lentejas, girasoles,
alfalfa, frutos citricos; frutas de hueso; nueces de arbol, cacahuetes; café; té; fresas; césped;
verduras, tales como tomates, papas, cucurbitaceas y lechuga.

Las modalidades de métodos para tratar una planta o parte de una planta pueden incluir agregar
una nanoparticula a base de quitosano junto con la aplicacion de un insumo agricola tradicional o
reemplazar la totalidad o una parte de un insumo agricola tradicional. El reemplazo de un insumo
agricola con una nanoparticula a base de quitosano puede reemplazar entre 0% y 100% de la
cantidad total del insumo agricola con una nanoparticula a base de quitosano como se describe en
la presente. En algunas modalidades, el porcentaje de insumo agricola que se reemplaza es de
aproximadamente 0, 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o
100. En algunas modalidades, la cantidad de nitrégeno que se reemplaza es 25%. En algunas
modalidades, el insumo agricola que se reemplaza es nitrogeno. En algunas modalidades, el
porcentaje de nitrdgeno que se reemplaza es de aproximadamente 0, 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35,
40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o 100. En algunas modalidades, el nitrogeno total
aplicado se redujo en aproximadamente 25% con la adicion de la formulacién de nanoparticulas a
base de quitosano con un rendimiento estadisticamente igual. Otra forma de afirmar esto es que
la cantidad total de nitrogeno utilizada en la nanoparticula con bajo contenido de nitrégeno mas la
nanoparticula a base de quitosano fue del 75% del nitrégeno utilizado en la nanoparticula con alto
contenido de nitrégeno con el mismo rendimiento. El reemplazo de otro insumo agricola con la
nanoparticula a base de quitosano comienza con la eliminacién de un porcentaje del otro insumo
agricola. En algunas modalidades, el porcentaje de insumo agricola que se elimina es de
aproximadamente 0, 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o
100 por ciento. En algunas modalidades, el insumo agricola que se elimina es nitrégeno. En algunas
modalidades, el porcentaje de nitrégeno que se elimina es de aproximadamente 0, 1, 5, 10, 15,
20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o 100 por ciento. Ademas de la
eliminacion de un insumo agricola como el nitrogeno, el reemplazo del insumo agricola como el

nitrégeno requiere que se agregar o aplicar una cantidad de nitrdgeno en la nanoparticula a base
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de quitosano a la planta o parte de la planta. En algunas modalidades, el porcentaje de nitrégeno
en la nanoparticula a base de quitosano que se agregara es aproximadamente 0, 1, 2, 3, 4, 5, 5,5,
10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 o 50 de la cantidad de insumo agricola, tal como nitrégeno, que se
elimind. En algunas modalidades, el porcentaje de la nanoparticula a base de quitosano que se va
a agregar es de aproximadamente 5,5 por ciento de la cantidad de nitrégeno eliminado.

El reemplazo de un insumo agricola con una nanoparticula a base de quitosano puede reemplazar
entre el 1% y el 100% de la cantidad total del insumo agricola con una nanoparticula a base de
quitosano. En algunas modalidades, el insumo agricola se agrega a un sistema hidropdnico. En
algunas modalidades, el porcentaje de insumo agricola que se reemplaza es de aproximadamente
1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o 100. En algunas
modalidades, la cantidad de insumos agricolas que se reemplazan es del 70%. En algunas
modalidades, el insumo agricola que se reemplaza es nitrogeno. En algunas modalidades, el
porcentaje de nitrdgeno que se reemplaza es aproximadamente 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,
45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o 100. En algunas modalidades, el nitrdgeno total aplicado
se redujo en aproximadamente 70% con la adicién de la formulacién de nanoparticulas a base de
quitosano con un rendimiento de biomasa estadisticamente igual. Otra forma de afirmar esto es
que la cantidad total de nitrégeno utilizada en la nanoparticula con bajo contenido de nitrogeno
mas la nanoparticula a base de quitosano fue del 30% del nitrdgeno utilizado en la nanoparticula
con alto contenido de nitrdgeno con el mismo rendimiento. El reemplazo de otro insumo agricola
con la nanoparticula a base de quitosano comienza con la eliminacién de un porcentaje del otro
insumo agricola. En algunas modalidades, el porcentaje de insumo agricola que se elimina es de
aproximadamente 0, 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o
100 por ciento. En algunas modalidades, el insumo agricola que se elimina es nitrégeno. En algunas
modalidades, el porcentaje de nitrégeno que se elimina es de aproximadamente 0, 1, 5, 10, 15,
20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o 100 por ciento. En algunas
modalidades, la cantidad de nitrdgeno que se elimina es del 70 por ciento. Ademas de la
eliminacion de un insumo agricola como el nitrogeno, el reemplazo del insumo agricola como el
nitrodgeno requiere que se agregar o aplicar una cantidad de nitrdgeno en la nanoparticula a base
de quitosano a la planta o parte de la planta. En algunas modalidades, el porcentaje de nitrégeno
en la nanoparticula a base de quitosano que se agregara es aproximadamente 0, 1, 2, 3, 4, 5, 5,5,
10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 o 50 de la cantidad de insumo agricola, tal como nitrégeno, que se
elimind. En algunas modalidades, el porcentaje de la nanoparticula a base de quitosano que se va
a agregar es de aproximadamente 8,4 por ciento de la cantidad de nitrégeno eliminado.

El reemplazo del insumo agricola, tal como nitrégeno, con las nanoparticulas a base de quitosano,
tal como se describe en la presente, reemplaza una mayor cantidad de insumo agricola, tal como
nitrdgeno, con una menor cantidad de la nanoparticula a base de quitosano. Tipicamente, un
campo tiene de 0 a 200 kg de nitrogeno aplicado a un campo de maiz. La reduccion de nitrdgeno

puede ser de aproximadamente 15 a 25 por ciento. En algunas modalidades, por ejemplo, 88,5
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kg/acre se reduce en 18,14 kg para una reduccion del 20%. En modalidades particulares, por
ejemplo, un campo de maiz que tradicionalmente se fertiliza al modificar 68,04 kg/acre de
nitrégeno en el suelo podria reemplazarse al modificar 49,90 kg/acre de nitrégeno en el suelo y
rociar las plantas con una nanoparticula a base de quitosano rociada a 5 l/acre. Esta es una
reduccion del 27% en la cantidad total de nitrdgeno aplicado a las plantas. En esta modalidad, las
plantas que reciben el aerosol de nanoparticulas a base de quitosano crecen igual o mas que las
plantas que recibieron la cantidad total de fertilizante de nitrégeno.

En un segundo ejemplo, la solucién de nanoparticulas a base de quitosano se usa en un sistema
hidropdnico. La adicion de nutrientes se agrega al fluido hidropénico. En un ambiente alto en
nitrégeno, se agrega nitrégeno a la solucidn hidropdnica para que cada planta tenga un promedio
de 105,50 mg de N aplicado y el ambiente bajo en nitrdgeno reciba un promedio de 24,99 mg de
nitrodgeno por planta. El bajo contenido de nitrégeno también recibe 6,73 +/- 0,1 mg de nitrdgeno
por planta a partir de una nanoparticula a base de quitosano en un aerosol foliar. Esta es una
eliminacién del 76% del nitrégeno hidropdnico, donde el 8,4% del nitrégeno eliminado se
reemplaza con la nanoparticula a base de quitosano mediante aplicacion foliar.

En determinadas modalidades, la nanoparticula a base de quitosano se utiliza junto con un
fertilizante de nitrégeno tradicional. La nanoparticula a base de quitosano se agrega encima o
junto con un fertilizante nitrogenado tradicional. En un ejemplo, la adicion de composiciones de
nanoparticulas a base de quitosano dio como resultado un aumento del 7% en el porcentaje de
rendimiento.

Se utilizan varios tipos de insumos agricolas de nitrdgeno, y la nanoparticula a base de quitosano
puede reemplazar cualquiera de ellos. Cuando la composicién, o la nanoparticula a base de
quitosano, se utiliza para reemplazar la totalidad o una parte de un insumo agricola, tal como
nitrégeno, el uso de la nanoparticula a base de quitosano da como resultado rendimientos que son
estadisticamente iguales o mayores que el rendimiento producido con insumos agricolas
tradicionales, tales como nitrégeno. La composicion, o la nanoparticula a base de quitosano, se
puede utilizar en cualquier tipo de entorno de cultivo. Los entornos de cultivo incluyen la agricultura
tradicional con cultivos cultivados en el suelo, en sistemas hidropdnicos, en invernaderos, en
agricultura ambiental controlada (CEA) o en sistemas acuaponicos. En algunas modalidades, la
composicion, o nanoparticula basada en quitosano.

La nanoparticula a base de quitosano se puede aplicar a las plantas en cualquier método utilizado
para administrar insumos agricolas, tal como nitrogeno. Los métodos de aplicacion para cultivos
de campo incluyen aplicacion en el suelo, pulverizaciones (por ejemplo, pulverizaciones foliares) e
inyeccion en agua. Las aplicaciones en el suelo se realizan mezclando la nanoparticula a base de
quitosano en el suelo en uno cualquiera o en una combinacidn de métodos que incluyen
radiodifusion, revestimiento superior, colocacion, perforacion, revestimiento lateral, colocacion de
bandas y aplicacion de pellets. Los aerosoles foliares colocan la nanoparticula a base de quitosano

en el follaje de las plantas en crecimiento. Algunos nutrientes son facilmente absorbidos por las
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hojas, especialmente cuando se disuelven en agua. Los aerosoles foliares se pueden aplicar a
través de aparatos portatiles, aparatos transportados en mochila, pulverizadores, aplicadores,
aplicaciones aéreas, tales como desde un avidn o vehiculos aéreos no tripulados (UAV). La
nanoparticula a base de quitosano también se puede aplicar a través de inyeccién en una fuente
de agua. Esto puede ser a través de sistemas de riego, sistemas de goteo o sistemas de rociadores.
Los métodos de aplicacion para sistemas hidropdnicos y/o aeropdnicos y/o geopdnicos incluyen la
inyeccién en el medio de crecimiento liquido y/o a base de gel, o la aplicacion foliar a través de un
sistema de pulverizacidn o nebulizacién.

La nanoparticula a base de quitosano se puede aplicar en cualquier etapa de preparacion del suelo
o crecimiento de la planta. En algunas modalidades, la nanoparticula a base de quitosano se puede
aplicar en la etapa emergente. En algunas modalidades, la nanoparticula a base de quitosano se
puede aplicar a una parte de la planta en cualquier punto durante la etapa vegetativa del
crecimiento de la planta. En algunas modalidades, la nanoparticula a base de quitosano se puede
aplicar a una parte de la planta en la etapa reproductiva del crecimiento de la planta. En algunas
modalidades, la nanoparticula a base de quitosano se puede aplicar a recubrimientos de semillas.
En modalidades, la nanoparticula a base de quitosano se aplica al suelo antes de la plantacion. En
algunas modalidades, la nanoparticula a base de quitosano se aplica al suelo durante la etapa de
crecimiento. En algunas modalidades, la nanoparticula a base de quitosano se aplica al suelo
durante la etapa de maduracién. En algunas modalidades, la nanoparticula a base de quitosano se
aplica al suelo durante la etapa de latencia. En algunas modalidades, la nanoparticula a base de
quitosano se aplica en cualquier combinacion de lo anterior. En una modalidad, la nanoparticula a
base de quitosano que se aplica se aplica al menos en dos puntos de tiempo diferentes. En una
modalidad, la nanoparticula a base de quitosano que se aplica se aplica al menos en tres puntos
de tiempo diferentes. En una modalidad, la nanoparticula a base de quitosano que se aplica se
aplica al menos en cuatro puntos de tiempo diferentes. En una modalidad, la nanoparticula a base
de quitosano que se aplica se aplica al menos en cinco puntos de tiempo diferentes. En una
modalidad, la nanoparticula a base de quitosano que se aplica se aplica al menos en seis puntos
de tiempo diferentes. Otras modalidades incluyen el uso de la nanoparticula a base de quitosano
en combinacién con otros insumos agricolas. Dichos insumos agricolas incluyen macronutrientes
primarios tales como nitrégeno, fosforo y potasio; macronutrientes secundarios tales como calcio,
magnesio y azufre; micronutrientes tales como hierro, zinc, cobre, manganeso y boro; herbicidas;
insecticidas; fungicidas; nematicidas; reguladores del crecimiento vegetal (PGR) tales como
auxinas, citoquininas, giberelinas y etileno; y tratamientos de semillas.

Otras modalidades incluyen métodos para tratar un medio de crecimiento de plantas con cualquiera
de las composiciones descritas en la presente. El medio de crecimiento de plantas puede
comprender uno o mas de suelo, turba, musgo, residuo de madera, moho foliar, aserrin, corteza,
bagazo, cascara de arroz, arena, perlita, vermiculita, arcilla calcinada, poliestireno, resinas de urea

formaldehido, agar o agarosa, cultivo/medio de crecimiento de tejidos vegetales in vitro e in vivo
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y liquidos y sustancias hidropdnicos utilizados para aeroponia y geoponia. Los métodos para tratar
los medios de crecimiento de plantas pueden incluir enmiendas del suelo, adiciones a medios
sdlidos o adiciones a medios liquidos como los que se encuentran en los sistemas hidropdnicos.
Una primera modalidad proporciona una composicion que comprende: quitosano y al menos 1%
(p/p) de nitrégeno.

En una segunda modalidad, la composicién de la modalidad 1 tiene el nitrégeno a entre
aproximadamente 11% (p/p) y aproximadamente 25% (p/p).

En una tercera modalidad, la composicion de la modalidad 1 tiene al menos 50% del nitrogeno en
la forma quimica de amina y/o nitrato y/o amoniaco.

En una cuarta modalidad, la composicion de la modalidad 3 comprende una nanoparticula de
quitosano y un compuesto rico en nitrégeno y/o mezcla de compuestos seleccionados del grupo
que consiste en nitrato de potasio, nitrato de calcio, nitrato de magnesio, nitrato de urea, nitrato
de urea y amoniaco, nitrato de amonio, hidréxido de amonio, sulfato de amonio, urea-
hidroxiapatita, aminoacidos tales como arginina, cistina, histidina, leucina, lisina, metionina,
treonina, triptéfano, tirosina, valina, glutamina, acido glutamico, glicina, prolina, taurina, acido
aspartico, serina y alanina.

En una quinta modalidad, la composicion de la modalidad 1 tiene el quitosano presente entre
aproximadamente 0,01% y aproximadamente 4% (p/v).

En una sexta realizacion, la composicién de la realizacién 1 y la adicidon de un potenciador de
acoplamiento.

En una séptima modalidad, la composicion de la modalidad 6 donde el potenciador de acoplamiento
es tripolifosfato de sodio y/o sulfato de amonio.

Una octava modalidad es un método para producir nanoparticulas de quitosano. El método incluye
disolver quitosano en agua acida. Cuando el agua se vuelve acida mediante un acido seleccionado
del grupo de acido acético, acido nitrico, acido sulfirico, acido clorhidrico y combinaciones de
estos. Las nanoparticulas se forman a partir del quitosano disuelto.

En una novena modalidad, el método de acuerdo con la modalidad 8 donde se agrega un
potenciador de acoplamiento al quitosano disuelto.

En una décima modalidad, el método de acuerdo con la modalidad 9 donde el potenciador de
acoplamiento es tripolifosfato de sodio y/o sulfato de amonio.

En una undécima modalidad, el método de acuerdo con la modalidad 8, donde el compuesto rico
en nitrdgeno y/o la mezcla de compuestos se selecciona del grupo que consiste en nitrato de
potasio, nitrato de calcio, nitrato de magnesio, nitrato de urea, nitrato de urea y amoniaco, nitrato
de amonio, sulfato de amonio, urea-hidroxiapatita, aminoacidos tales como arginina, cistina,
histidina, leucina, lisina, metionina, treonina, triptéfano, tirosina, valina, glutamina, acido
glutamico, glicina, prolina, taurina, acido aspartico, serina y alanina se agregan al quitosano

disuelto.
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En una duodécima modalidad, el método de acuerdo con la modalidad 11, donde las nanoparticulas
comprenden quitosano y compuesto rico en nitrégeno y/o mezcla de compuestos.

En una decimotercera modalidad, el método de acuerdo con la modalidad 12, donde las
nanoparticulas comprenden al menos 1% (p/p) de nitrégeno.

En una decimocuarta modalidad, el método de acuerdo con la modalidad 13, donde el nitrégeno
esta presente entre aproximadamente 11% (p/p) y aproximadamente 25% (p/p).

En una decimoquinta modalidad, el método de acuerdo con la modalidad 11, donde el quitosano
esta presente entre aproximadamente 0,01% y aproximadamente 4% (p/v).

Una decimosexta modalidad es un método para tratar una planta o una parte de planta, el método
comprende tratar la planta o parte de planta con una composicién de acuerdo con cualquiera de
las modalidades 1-7.

En una decimoséptima modalidad, el método de acuerdo con la modalidad 16, donde la parte de
la planta se selecciona del grupo que consta de una semilla, hoja, tallo, flor o raiz de una planta.
En una decimoctava modalidad, el método de acuerdo con la modalidad 17 se pone en practica
cuando se utiliza una cantidad predeterminada de la composicién de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 1-7 en lugar de una cantidad predeterminada de un fertilizante tradicional y
produce un rendimiento igual o mejor.

En una decimonovena modalidad, el método de acuerdo con la modalidad 18 se pone en practica
cuando una cantidad predeterminada de la composicion de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1-7 esta entre aproximadamente 250 mL por acre y aproximadamente 30 litros
por acre aplicada en una pulverizacion foliar y se usa en lugar de entre aproximadamente 0
kilogramos por acre y aproximadamente 150 kilogramos por acre de unidades de nitrogeno
aplicadas mediante fertilizante de nitrégeno tradicional.

En una vigésima modalidad, el método de acuerdo con la reivindicacion 19 se practica donde la
cantidad predeterminada de la composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-7
es de aproximadamente 5 litros por acre aplicado en una pulverizacion foliar y se usa en lugar de
aproximadamente 18,14 kilogramos por acre de fertilizante de nitrégeno tradicional.

Una vigésimo primera modalidad es un método para preparar un medio de crecimiento vegetal
donde el método comprende tratar el medio de crecimiento con una composiciéon de acuerdo con
cualquiera de las modalidades 1-7.

En una vigésimo segunda modalidad, el método de acuerdo con la modalidad 18, donde el medio
de crecimiento es suelo, turba, musgo, residuo de madera, moho de hojas, aserrin, corteza,
bagazo, cascara de arroz, arena, perlita, vermiculita, arcilla calcinada, poliestireno, resinas de urea
formaldehido y liquidos hidroponicos y combinaciones de estos.

En una vigésima tercera modalidad, el método de acuerdo con la modalidad 18 donde el porcentaje
de la composicion utilizada estd entre aproximadamente 4 por ciento y aproximadamente 12 por

ciento del fertilizante de nitrogeno tradicional eliminado.
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En una vigésimo cuarta modalidad, el método de acuerdo con la modalidad 25 donde el porcentaje
de la composicion utilizada es aproximadamente 8,4 por ciento del fertilizante de nitrdgeno
tradicional eliminado.

En una vigésimo quinta modalidad, el método de acuerdo con la modalidad 18, donde el nitrégeno
total utilizado se reduce entre aproximadamente 0 por ciento y aproximadamente 80 por ciento.
En una vigésimo sexta modalidad, el método de acuerdo con la modalidad 25, donde el nitrégeno
total utilizado se reduce en aproximadamente 70 por ciento.

En una vigésimo séptima modalidad, el método de la reivindicacion 25, donde el nitrégeno total
utilizado se reduce en aproximadamente un 76 por ciento.

En una vigésimo octava modalidad, se agrega una nanoparticula a base de quitosano junto con
una cantidad estandar de fertilizante tradicional.

En una vigésimo novena modalidad, la nanoparticula a base de quitosano de la modalidad 28 da
como resultado una mejora en el rendimiento de entre aproximadamente 0% y aproximadamente
80%.

En una trigésima modalidad, la nanoparticula a base de quitosano de la modalidad 29 da como
resultado una mejora en el rendimiento de aproximadamente 7%.

Ejemplo 1

Preparacion de quitosano utilizando varios acidos

[Acido acético] Se cargd un agua libre de gérmenes o esterilizada en autoclave en el tanque que
tenia una velocidad de agitacion de 400 rpm. Cuando la temperatura alcanza entre 68 y 194 grados
F, se agregaron escamas de quitosano (0,1 - 5% p/v) que tenian 80% de DDA pero no menos de
75% de DDA. La fuente de quitosano puede ser hongo, camaron, cangrejo o langosta o una mezcla
de ellos. Ademas, las variantes de quitosano pueden ser alfa, beta 0 gamma o una mezcla de ellas.
Después de remojar los copos con agua, se agregd acido acético entre 0,3% y 1,9% (v/v). La
temperatura y la agitaciéon se mantuvieron constantemente a lo largo de la reaccién durante hasta
4 horas. Al final, cuando los copos se volvieron invisibles para la solucion, se filtré con una unidad
de filtracion de malla 200 seguida de una de malla <635. La temperatura de la solucion se enfrid
a 77 grados F y se agreg6 una solucion de sorbato de potasio (0,01-1% v/v) y se mezcl6 bien
usando agitacion.

[Acido acético + NaTPP] Se cargd un agua libre de gérmenes o esterilizada en autoclave en el
tanque que tenia una velocidad de agitacion de 400 rpm. Cuando la temperatura alcanza entre 68
y 194 grados F, se agregaron escamas de quitosano (0,1 - 5% p/v) que tenian 80% de DDA pero
no menos de 75% de DDA. La fuente de quitosano puede ser hongo, camarén, cangrejo o langosta
o una mezcla de ellos. Ademas, las variantes de quitosano pueden ser alfa, beta 0 gamma o una
mezcla de ellas. Después de remojar los copos con agua, se agregd acido acético entre 0,3% y
1,9% (v/v). Cuando los copos se volvieron invisibles para la solucion, se agregd una solucion de
tripolifosfato de sodio (0,001 - 1% v/v o v/p). La temperatura y la agitacion se mantuvieron

constantemente a lo largo de la reaccion durante hasta 4 horas. Al final, la solucién se filtré con
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malla 200 seguida de una unidad de filtracion de malla <635. La temperatura de la solucién se
enfrié a 77 grados F, y se agregd una solucion de sorbato de potasio (0,01 - 1% v/v) y se mezcl6
bien usando agitacion.

[Acido acético + sulfato de amonio] Se cargd un agua libre de gérmenes o esterilizada en autoclave
en el tanque con una velocidad de agitacion de 400 rpm. Cuando la temperatura alcanza entre 68
y 194 grados F, se agregaron escamas de quitosano (0,1 - 5% p/v) que tenian 80% de DDA pero
no menos de 75% de DDA. La fuente de quitosano puede ser hongo, camardn, cangrejo o langosta
o una mezcla de ellos. Ademas, las variantes de quitosano pueden ser alfa, beta 0 gamma o una
mezcla de ellas. Después de remojar los copos con agua, se agregod acido acético entre 0,3% y
1,9% (v/v). Cuando los copos se volvieron invisibles para la solucién, se agregd una solucién de
sulfato de amonio (0,001 - 1% v/v o v/p). La temperatura y la agitacion se mantuvieron
constantemente a lo largo de la reaccion durante hasta 4 horas. Al final, la solucion se filtrd con
malla 200 seguida de una unidad de filtracion de malla <635. La temperatura de la solucién se
enfrié a 77 grados F, y se agregd una solucion de sorbato de potasio (0,01 - 1% v/v) y se mezcl6
bien usando agitacion.

[Acido nitrico + &cido acético] Se cargd un agua libre de gérmenes o esterilizada en autoclave en
el tanque que tenia una velocidad de agitacion de 400 rpm. Cuando la temperatura alcanza entre
68 y 194 grados F, se agregaron escamas de quitosano (0,1 - 5% p/v) que tenian 80% de DDA
pero no menos de 75% de DDA. La fuente de quitosano puede ser hongo, camardn, cangrejo o
langosta o una mezcla de ellos. Ademas, las variantes de quitosano pueden ser alfa, beta 0 gamma
o una mezcla de ellas. Después del remojo de las escamas con agua, se agrego acido acético y
acido nitrico con una relacion de 1: 1, 1:2, 2:1 y una fuerza acida v/v total entre 0,3% y 1,9%. La
temperatura y la agitaciéon se mantuvieron constantemente a lo largo de la reaccién durante hasta
4 horas. Al final, cuando los copos se volvieron invisibles para la solucion, se filtré con una unidad
de filtracion de malla 200 seguida de una de malla <635. La temperatura de la solucion se enfrid
a 77 grados F, y se agregd una solucion de sorbato de potasio (1% v/v) y se mezcld bien usando
agitacion.

[Acido nitrico + &cido acético + NaTPP] Se cargd un agua libre de gérmenes o esterilizada en
autoclave en el tanque que tenia una velocidad de agitacion de 400 rpm. Cuando la temperatura
alcanza entre 68 y 194 grados F, se agregaron escamas de quitosano (0,1 - 5% p/v) que tenian
80% de DDA pero no menos de 75% de DDA. La fuente de quitosano puede ser hongo, camaron,
cangrejo o langosta o una mezcla de ellos. Ademas, las variantes de quitosano pueden ser alfa,
beta 0 gamma o una mezcla de ellas. Después del remojo de las escamas con agua, se agregd
acido acético y acido nitrico con una relacion de 1:1, 1:2, 2:1 y una fuerza acida v/v total entre
0,3% y 1,9%. Cuando los copos se volvieron invisibles para la solucion, se agregd una solucion de
tripolifosfato de sodio (0,001 - 1% v/v o v/p). La temperatura y la agitacion se mantuvieron
constantemente a lo largo de la reaccion durante hasta 4 horas. Al final, la solucion se filtrd con

malla 200 seguida de una unidad de filtracion de malla <635. La temperatura de la solucién se
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enfrid a 77 grados F, y se agregd una solucion de sorbato de potasio (0,01 - 1% v/v) y se mezcld
bien usando agitacion.

[Acido nitrico + &cido acético + sulfato de amonio] Se cargd un agua libre de gérmenes o
esterilizada en autoclave en el tanque que tenia una velocidad de agitacién de 400 rpm. Cuando
la temperatura alcanza entre 68 y 194 grados F, se agregaron escamas de quitosano (0,1 - 5%
p/v) que tenian 80% de DDA pero no menos de 75% de DDA. La fuente de quitosano puede ser
hongo, camardén, cangrejo o langosta o una mezcla de ellos. Ademas, las variantes de quitosano
pueden ser alfa, beta 0 gamma o una mezcla de ellas. Después del remojo de las escamas con
agua, se agregd acido acético y acido nitrico con una relacién de 1:1, 1:2, 2:1 y una fuerza acida
v/v total entre 0,3% y 1,9%. Cuando los copos se volvieron invisibles para la solucion, se agregd
una solucion de sulfato de amonio (0,001 - 1% v/v o v/p). La temperatura y la agitacion se
mantuvieron constantemente a lo largo de la reaccion durante hasta 4 horas. Al final, la solucion
se filtr6 con malla 200 seguida de una unidad de filtracion de malla <635. La temperatura de la
solucion se enfrié a 77 grados F, y se agregd una solucion de sorbato de potasio (0,01 - 1% v/v)
y se mezcld bien usando agitacion.

[Acido nitrico + NaTPP] Se cargd un agua libre de gérmenes o esterilizada en autoclave en el
tanque que tenia una velocidad de agitacién de 400 rpm. Cuando la temperatura alcanza entre 68
y 194 grados F, se agregaron escamas de quitosano (0,1 - 5% p/v) que tenian 80% de DDA pero
no menos de 75% de DDA. La fuente de quitosano puede ser hongo, camardn, cangrejo o langosta
o una mezcla de ellos. Ademas, las variantes de quitosano pueden ser alfa, beta 0 gamma o una
mezcla de ellas. Después de remojar los copos con agua, se agregd acido nitrico entre 0,3% y
1,9% (v/v). Cuando los copos se volvieron invisibles para la solucién, se agregd una solucion de
tripolifosfato de sodio (0,001 - 1% v/v o v/p). La temperatura y la agitacion se mantuvieron
constantemente a lo largo de la reaccion durante hasta 4 horas. Al final, la solucién se filtrd con
malla 200 seguida de una unidad de filtracién de malla <635. La temperatura de la solucién se
enfrid a 77 grados F, y se agregd una solucion de sorbato de potasio (0,01 - 1% v/v) y se mezcld
bien usando agitacion.

[Acido nitrico + sulfato de amonio] Se cargd un agua libre de gérmenes o esterilizada en autoclave
en el tanque con una velocidad de agitacion de 400 rpm. Cuando la temperatura alcanza entre 68
y 194 grados F, se agregaron escamas de quitosano (0,1 - 5% p/v) que tenian 80% de DDA pero
no menos de 75% de DDA. La fuente de quitosano puede ser hongo, camardn, cangrejo o langosta
o una mezcla de ellos. Ademas, las variantes de quitosano pueden ser alfa, beta 0 gamma o una
mezcla de ellas. Después de remojar los copos con agua, se agregd acido nitrico entre 0,3% vy
1,9% (v/v). Cuando los copos se volvieron invisibles para la solucion, se agregd una solucion de
sulfato de amonio (0,001 - 1% v/v o v/p). La temperatura y la agitacion se mantuvieron
constantemente a lo largo de la reaccion durante hasta 4 horas. Al final, la solucion se filtrd con
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enfrid a 77 grados F, y se agregd una solucion de sorbato de potasio (0,01 - 1% v/v) y se mezcld
bien usando agitacion.

[Acido nitrico] Se cargd un agua libre de gérmenes o esterilizada en autoclave en el tanque que
tenia una velocidad de agitacion de 400 rpm. Cuando la temperatura alcanza entre 68 y 194 grados
F, se agregaron escamas de quitosano (0,1 - 5% p/v) que tenian 80% de DDA pero no menos de
75% de DDA. La fuente de quitosano puede ser hongo, camarén, cangrejo o langosta o una mezcla
de ellos. Ademas, las variantes de quitosano pueden ser alfa, beta 0 gamma o una mezcla de ellas.
Después de remojar los copos con agua, se agregd acido nitrico entre 0,3% y 1,9% (v/v). La
temperatura y la agitacion se mantuvieron constantemente a lo largo de la reaccion durante hasta
4 horas. Al final, cuando los copos se volvieron invisibles para la solucion, se filtré con una unidad
de filtracion de malla 200 seguida de una de malla <635. La temperatura de la solucion se enfrid
a 77 grados F y se agreg6 una solucion de sorbato de potasio (0,01-1% v/v) y se mezcl6 bien
usando agitacion.

[Acido clorhidrico] Se cargd un agua libre de gérmenes o esterilizada en autoclave en el tanque
con una velocidad de agitacion de 400 rpm. Cuando la temperatura alcanza entre 68 y 194 grados
F, se agregaron escamas de quitosano (0,1 - 5% p/v) que tenian 80% de DDA pero no menos de
75% de DDA. La fuente de quitosano puede ser hongo, camarodn, cangrejo o langosta o una mezcla
de ellos. Ademas, las variantes de quitosano pueden ser alfa, beta 0 gamma o una mezcla de ellas.
Después de remojar los copos con agua, se agregd acido clorhidrico entre 0,3% y 1,9% (v/v). La
temperatura y la agitacién se mantuvieron constantemente a lo largo de la reaccién durante hasta
4 horas. Al final, cuando los copos se volvieron invisibles para la solucion, se filtré con una unidad
de filtracion de malla 200 seguida de una de malla <635. La temperatura de la solucion se enfrid
a 77 grados F y se agreg6 una solucion de sorbato de potasio (0,01-1% v/v) y se mezcl6 bien
usando agitacion.

[Acido clorhidrico + NaTPP] Se cargd un agua libre de gérmenes o esterilizada en autoclave en el
tanque con una velocidad de agitacién de 400 rpm. Cuando la temperatura alcanza entre 68 y 194
grados F, se agregaron escamas de quitosano (0,1 - 5% p/v) que tenian 80% de DDA pero no
menos de 75% de DDA. La fuente de quitosano puede ser hongo, camardn, cangrejo o langosta
o una mezcla de ellos. Ademas, las variantes de quitosano pueden ser alfa, beta 0 gamma o una
mezcla de ellas. Después de remojar los copos con agua, se agrego acido clorhidrico entre 0,3%
y 1,9% (v/v). Cuando los copos se volvieron invisibles para la solucién, se agregd una solucion de
tripolifosfato de sodio (0,001 - 1% v/v o v/p). La temperatura y la agitacion se mantuvieron
constantemente a lo largo de la reaccion durante hasta 4 horas. Al final, la solucién se filtré con
malla 200 seguida de una unidad de filtracién de malla <635. La temperatura de la solucién se
enfrié a 77 grados F, y se agregd una solucion de sorbato de potasio (0,01 - 1% v/v) y se mezcl6
bien usando agitacion.

[Acido clorhidrico + sulfato de amonio] Se cargd un agua libre de gérmenes o esterilizada en

autoclave en el tanque con una velocidad de agitacién de 400 rpm. Cuando la temperatura alcanza
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entre 68 y 194 grados F, se agregaron escamas de quitosano (0,1 - 5% p/v) que tenian 80% de
DDA pero no menos de 75% de DDA. La fuente de quitosano puede ser hongo, camaron, cangrejo
o langosta o una mezcla de ellos. Ademas, las variantes de quitosano pueden ser alfa, beta o
gamma o una mezcla de ellas. Después de remojar los copos con agua, se agregd acido clorhidrico
entre 0,3% y 1,9% (v/v). Cuando los copos se volvieron invisibles para la solucion, se agregd una
solucién de sulfato de amonio (0,001 - 1% v/v o v/p). La temperatura y la agitacion se mantuvieron
constantemente a lo largo de la reaccion durante hasta 4 horas. Al final, la solucion se filtrd con
malla 200 seguida de una unidad de filtracion de malla <635. La temperatura de la solucion se
enfrié a 77 grados F, y se agregd una solucion de sorbato de potasio (0,01 - 1% v/v) y se mezcl6
bien usando agitacion.

[Acido sulfrico] Se cargd un agua libre de gérmenes o esterilizada en autoclave en el tanque que
tenia una velocidad de agitacion de 400 rpm. Cuando la temperatura alcanza entre 68 y 194 grados
F, se agregaron escamas de quitosano (0,1 - 5% p/v) que tenian 80% de DDA pero no menos de
75% de DDA. La fuente de quitosano puede ser hongo, camardn, cangrejo o langosta o una mezcla
de ellos. Ademas, las variantes de quitosano pueden ser alfa, beta 0 gamma o una mezcla de ellas.
Después de remojar los copos con agua, se agregod acido sulftrico entre 0,3% y 1,9% (v/v). La
temperatura y la agitacién se mantuvieron constantemente a lo largo de la reaccién durante hasta
4 horas. Al final, cuando los copos se volvieron invisibles para la solucion, se filtré con una unidad
de filtracion de malla 200 seguida de una de malla <635. La temperatura de la solucion se enfrio
a 77 grados F y se agregd una solucion de sorbato de potasio (0,01-1% v/v) y se mezcl6é bien
usando agitacion.

[Acido sulfdrico + NaTPP] Se cargd un agua libre de gérmenes o esterilizada en autoclave en el
tanque con una velocidad de agitacion de 400 rpm. Cuando la temperatura alcanza entre 68 y 194
grados F, se agregaron escamas de quitosano (0,1 - 5% p/v) que tenian 80% de DDA pero no
menos de 75% de DDA. La fuente de quitosano puede ser hongo, camardn, cangrejo o langosta
o una mezcla de ellos. Ademas, las variantes de quitosano pueden ser alfa, beta 0 gamma o una
mezcla de ellas. Después de remojar los copos con agua, se agregd acido sulftrico entre 0,3% y
1,9% (v/v). Cuando los copos se volvieron invisibles para la solucion, se agregé una solucion de
tripolifosfato de sodio (0,001 - 1% v/v o v/p). La temperatura y la agitaciéon se mantuvieron
constantemente a lo largo de la reaccion durante hasta 4 horas. Al final, la solucion se filtrd con
malla 200 seguida de una unidad de filtracién de malla <635. La temperatura de la solucién se
enfrid a 77 grados F, y se agregd una solucion de sorbato de potasio (0,01 - 1% v/v) y se mezcl6
bien usando agitacién.

[Acido sulfirico + sulfato de amonio] Se cargd un agua libre de gérmenes o esterilizada en
autoclave en el tanque que tenia una velocidad de agitacion de 400 rpm. Cuando la temperatura
alcanza entre 68 y 194 grados F, se agregaron escamas de quitosano (0,1 - 5% p/v) que tenian
80% de DDA pero no menos de 75% de DDA. La fuente de quitosano puede ser hongo, camaron,

cangrejo o langosta o una mezcla de ellos. Ademas, las variantes de quitosano pueden ser alfa,
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beta 0 gamma o una mezcla de ellas. Después de remojar los copos con agua, se agregd acido
sulfdrico entre 0,3% y 1,9% (v/v). Cuando los copos se volvieron invisibles para la solucion, se
agregd una solucién de sulfato de amonio (0,001 - 1% v/v o v/p). La temperatura y la agitacion
se mantuvieron constantemente a lo largo de la reaccidon durante hasta 4 horas. Al final, la solucién
se filtré con malla 200 seguida de una unidad de filtracion de malla <635. La temperatura de la
solucién se enfrid a 77 grados F, y se agregd una solucién de sorbato de potasio (0,01 - 1% v/v)
y se mezcl6 bien usando agitacion.

[Acido nitrico + &cido acético + &cido clorhidrico + acido sulflrico] Se cargd un agua libre de
gérmenes o esterilizada en autoclave en el tanque con una velocidad de agitacion de 400 rpm.
Cuando la temperatura alcanza entre 68 y 194 grados F, se agregaron escamas de quitosano (0,1
- 5% p/v) que tenian 80% de DDA pero no menos de 75% de DDA. La fuente de quitosano puede
ser hongo, camaron, cangrejo o langosta o una mezcla de ellos. Ademas, las variantes de quitosano
pueden ser alfa, beta 0 gamma o una mezcla de ellas. Después del remojo de los copos con agua,
se agrego acido acético, acido nitrico, acido clorhidrico, acido sulfirico con una relacion de 1:1:0:0,
1:0:1:0, 1:0:0:1, 1:1:1:0, 1:1:2:0, 1:1:1:1, 1:1:1:2 y una fuerza acida v/v total entre 0,3% y 1,9%.
La temperatura y la agitacion se mantuvieron constantemente a lo largo de la reaccién durante
hasta 4 horas. Al final, cuando los copos se volvieron invisibles para la solucién, se filtré con una
unidad de filtracion de malla 200 seguida de una de malla <635. La temperatura de la solucion se
enfrid a 77 grados F, y se agregd una solucién de sorbato de potasio (1% v/v) y se mezcl6 bien
usando agitacion.

[Acido nitrico + &cido acético + &cido clorhidrico + &cido sulfirico + NaTPP] Se cargd un agua
libre de gérmenes o esterilizada en autoclave en el tanque con una velocidad de agitacion de 400
rpm. Cuando la temperatura alcanza entre 68 y 194 grados F, se agregaron escamas de quitosano
(0,1 - 5% p/v) que tenian 80% de DDA pero no menos de 75% de DDA. La fuente de quitosano
puede ser hongo, camardn, cangrejo o langosta o una mezcla de ellos. Ademas, las variantes de
quitosano pueden ser alfa, beta 0 gamma o una mezcla de ellas. Después del remojo de los copos
con agua, se agrego acido acético, acido nitrico, acido clorhidrico, acido sulfurico con una relacion
de 1:1:0:0, 1:0:1:0, 1:0:0:1, 1:1:1:0, 1:1:2:0, 1:1:1:1, 1:1:1:2 y una fuerza acida v/v total entre
0,3% y 1,9%. Cuando los copos se volvieron invisibles para la solucién, se agregd una solucién de
tripolifosfato de sodio (0,001 - 1% v/v o v/p). La temperatura y la agitacion se mantuvieron
constantemente a lo largo de la reaccidén durante hasta 4 horas. Al final, la solucion se filtrd con
malla 200 seguida de una unidad de filtracién de malla <635. La temperatura de la solucién se
enfrié a 77 grados F, y se agregd una solucion de sorbato de potasio (0,01 - 1% v/v) y se mezcl6
bien usando agitacion.

[Acido nitrico + &cido acético + &cido clorhidrico + acido sulfirico + sulfato de amonio] Se cargd
un agua libre de gérmenes o esterilizada en autoclave en el tanque con una velocidad de agitacién
de 400 rpm. Cuando la temperatura alcanza entre 68 y 194 grados F, se agregaron escamas de
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quitosano puede ser hongo, camarén, cangrejo o langosta o una mezcla de ellos. Ademas, las
variantes de quitosano pueden ser alfa, beta 0 gamma o una mezcla de ellas. Después del remojo
de los copos con agua, se agregd acido acético, acido nitrico, acido clorhidrico, acido sulfirico con
una relacion de 1:1:0:0, 1:0:1:0, 1:0:0:1, 1:1:1:0, 1:1:2:0, 1:1:1:1, 1:1:1:2 y una fuerza acida v/v
total entre 0,3% y 1,9%. Cuando los copos se volvieron invisibles para la solucion, se agregé una
solucién de sulfato de amonio (0,001 - 1% v/v o v/p). La temperatura y la agitacion se mantuvieron
constantemente a lo largo de la reaccion durante hasta 4 horas. Al final, la solucion se filtrd con
malla 200 seguida de una unidad de filtracion de malla <635. La temperatura de la solucion se
enfrié a 77 grados F, y se agregd una solucion de sorbato de potasio (0,01 - 1% v/v) y se mezcl6
bien usando agitacion.

EJEMPLO 2

Varias de las soluciones de quitosano anteriores se prepararon utilizando quitosano de dos fuentes
diferentes. Estas fuentes se designan Tg y CTg. Se utilizaron Tg y CTg para crear nanoparticulas
a base de quitosano utilizando los procedimientos identificados anteriormente para producir los
siguientes productos.

TgA = nanoparticulas a base de quitosano de fuente Tg preparadas con acido acético.

TgB = nanoparticulas a base de quitosano de fuente de Tg preparadas con acido acético y
tripolifosfato de sodio.

TgC = nanoparticulas a base de quitosano de fuente Tg preparadas con acido acético y acido
nitrico.

TgD = nanoparticulas a base de quitosano de fuente Tg preparadas con acido acético, acido nitrico
y tripolifosfato de sodio.

TgE = nanoparticulas a base de quitosano de fuente Tg preparadas con acido nitrico y tripolifosfato
de sodio.

CTgA = nanoparticulas a base de quitosano de fuente de CTg preparadas con acido acético.
CTgB = nanoparticulas a base de quitosano de fuente de CTg preparadas con acido acético y
tripolifosfato de sodio.

CTgC = nanoparticulas a base de quitosano de fuente CTg preparadas con acido acético y acido
nitrico.

CTgD = nanoparticulas a base de quitosano de fuente de CTg preparadas con acido acético, acido
nitrico y tripolifosfato de sodio.

CTgE = nanoparticulas a base de quitosano de fuente de CTg preparadas con acido nitrico y
tripolifosfato de sodio.

La formulacion y los intermedios se caracterizaron para las caracterizaciones fisicoquimicas. La
morfologia fisica (forma y tamafo) se caracterizd utilizando el microscopio electrénico de
transmision o de barrido (Figuras 1 y 2). La(s) solucion(es) resultante(s) obtenida(s) para el
quitosano de origen Tg tenia (n) > 95% de particulas en forma esférica, casi esférica o pequefios

fragmentos lineales que tenian un tamafo entre 0,1 nm y 5 micrdmetros. Mas especificamente, el
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tamano deseado obtenido y utilizado para el desarrollo adicional de la formulacién fue inferior a
0,5 micras, se utilizé para el desarrollo adicional de la formulacidn y/u otro uso agricola para el
crecimiento, la estimulacion, la germinacién y el propdsito de mejora de los rasgos de los cultivos.
De manera similar, la solucién resultante obtenida para el quitosano de origen CTg tenia la
estructura fisica con forma esférica y los rangos de tamarno entre 0,1 nm y 8 micras. Mas
especificamente, el tamano obtenido entre 0,1 nm y 200 nm se utilizé como parametro de seleccién
para la administracion al cultivo con fines de crecimiento, estimulacion, germinacién y mejora de
rasgos.

La estabilidad dinamica y el tamafio hidrodindamico en la solucion se caracterizaron utilizando la
dispersién dindmica de la luz o DLS. Las nanoparticulas se sometieron a dispersion dinamica de la
luz (DLS) y se analizaron para determinar el promedio Z, la intensidad, el nimero y la
polidispersidad (PDI) (Figura 3). Las soluciones resultantes tenian rangos entre 0,1 nm y 10 micras
con un indice de polidispersidad entre 0,01 y 0,99. Ademas, el potencial zeta superficial de las
soluciones resultantes caracterizadas por DLS (Figura 4), oscildé entre +5 y 70 mV. El principal
factor determinante para el potencial zeta fue la concentracién de quitosano y el pH de la solucién.

Una mayor concentracion de quitosano y un pH mas bajo produjeron un mayor potencial zeta.

EJEMPLO 3

Se evalud la capacidad de las diversas nanoparticulas a base de quitosano generadas en los
Ejemplos 1 y 2 para cargar nitrégeno y/o compuesto rico en nitrdgeno y/o mezcla de compuestos
tales como, de modo no taxativo, nitrato de potasio, nitrato de calcio, nitrato de magnesio, nitrato
de urea, urea, nitrato de urea y amoniaco, nitrato de amonio, sulfato de amonio, hidréxido de
amonio, urea-hidroxiapatita, aminoacidos tales como arginina, cistina, histidina, leucina, lisina,
metionina, treonina, triptéfano, tirosina, valina, glutamina, acido glutamico, glicina, prolina,
taurina, acido aspartico, serina y alanina. La asociacion y la liberacion lenta de nutrientes es un
método para equilibrar las necesidades nutricionales de las plantas. Se prepararon y evaluaron
varias soluciones.

Preparacion de soluciones de quitosano

Preparacion para la solucion A: Solucion de quitosano en acido acético

Paso 1. Tomar 150 mL de agua en un vaso de precipitados de 250 mL. Paso 2. Encender el agitador
de cabezal superior a temperatura ambiente a 300 RPM. El agitador estaba continuamente
encendido a través del proceso hasta que dice que el agitador se DETIENE. Paso 3. Después de 3
minutos del paso 2, agregar 8 gramos de copos de quitosano. Paso 4. Después de 7 minutos del
paso 3, agregar 8 mL de acido acético glacial al 99,7 %. Paso 5. Después de la disolucion completa
de la escama (después de 17 minutos después del paso 4), agregar 50 mL de agua. Paso 6.
Después de 10 minutos del paso 5, el agitador se detuvo. Paso 7. Filtrar la solucion con filtro de
tamafio de malla 200. El volumen total de la solucién fue de 210 mL y 104,335 g/100 mL. El %

calculado del quitosano de la solucién es del 3,8% (p/v). El pH de la solucién es de 3,88.
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Preparacion para la solucion B: Solucion de quitosano en HCL

Paso 1. Tomar 150 mL de agua en un vaso de precipitados de 250 mL. Paso 2. Encender el agitador
de cabezal superior a temperatura ambiente a 300 RPM. El agitador estaba continuamente
encendido a través del proceso hasta que dice que el agitador se DETIENE. Paso 3 Después de 3
minutos del paso 2, agregar una escama de quitosano de 8 gramos. Paso 4. Después de 7 minutos
del paso 3, agregar 8 mL de HCL al 35,4%. Paso 5. Después de la disolucion completa de la escama
(después de 85 minutos después del paso 4), agregar 50 mL de agua. Paso 6. Después de 26
minutos del paso 5, el agitador se detuvo. Paso 7. Filtrar la solucién con filtro de tamaio de malla
200. El volumen total de la solucion en mL fue de 222,096 mL a 105,37 gramos/100 mL. El % CS
calculado de la solucién fue del 3,6 % (p/v) con un pH de la solucién de 0,66.

Preparacion para la solucion C: Solucion de quitosano en acido nitrico

Paso 1. Tomar 800 mL de agua en un vaso de precipitados de 2000 mL. Paso 2. Encender el
agitador de cabezal superior a temperatura ambiente a 600 RPM. El agitador estaba continuamente
encendido a través del proceso hasta que dice que el agitador se DETIENE. Paso 3. Después de 2
minutos del paso 2, agregar 20 gramos de copos de quitosano. Paso 4. Después de 5 minutos del
paso 3, agregar 20 mL de acido nitrico al 69,71 %. Paso 5. Después de la disolucion completa de
las escamas (después de 110 minutos después del paso 4), agregar 100 mL de agua. Paso 6.
Después de 14 minutos del paso 5, el agitador se detuvo. Paso 7. Después de 10 minutos del paso
6, agregar 80 mL de agua para completar la solucién hasta 1000 mL. Paso 8. Filtrar la solucién
con filtro de tamafio de malla 200. El volumen total de la solucién en mL fue de 1000 mL en
100,686 gramos/100 mL. El % CS calculado de la solucién es 2 % (p/v) con un pH de la solucion
a 0,84.

Preparacion para la solucion D: Solucion de quitosano en acido acético

Paso 1. Tomar 800 mL de agua en un vaso de precipitados de 2000 mL. Paso 2. Encender el
agitador de cabezal superior a temperatura ambiente a 600 RPM. El agitador estaba continuamente
encendido a través del proceso hasta que dice que el agitador se DETIENE. Paso 3. Después de 4
minutos del paso 2, agregar 20 gramos de copos de quitosano. Paso 4. Después de 10 minutos
del paso 3, agregar 20 mL de acido acético glacial al 99,7 %. Paso 5. Después de la disolucion
completa de la escama (después de 10 minutos después del paso 4). Paso 6. Después de 17
minutos del paso 5, el agitador se detuvo. Paso 7. Después de 10 minutos del paso 6, agregar 180
mL de agua para completar la soluciéon hasta 1000 mL. Paso 8. Filtrar la solucién con filtro de
tamarfio de malla 200. El volumen total de la solucién en mL fue de 1000 mL a 100,472 gramos/100
mL. El % CS calculado de la solucion fue del 2 % (p/v) con un pH de la solucién de 3,91.
Preparacion de la solucion E: Solucion de quitosano en H2S04

La solucién de H2S04 no funciond, ya que el quitosano no se disolvid en la solucion, esto termind
efectivamente el experimento y la solucion de H2SO4 no se utilizd en ninguna produccién de
asociacion.

Preparacion para la solucion F: Solucion de quitosano en HCL
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Paso 1. Tomar 800 mL de agua en un vaso de precipitados de 2000 mL. Paso 2. Encender el
agitador de cabezal superior a temperatura ambiente a 600 RPM. El agitador estaba continuamente
encendido a través del proceso hasta que dice que el agitador se DETIENE. Paso 3. Después de 2
minutos del paso 2, agregar 20 gramos de copos de quitosano. Paso 4. Después de 6 minutos del
paso 3, agregar 20 mL de HCL al 35,4 %. Paso 5. Después de la disolucion completa de las escamas
(después de 44 minutos después del paso 4), agregar 100 mL de agua. Paso 6. Después de 12
minutos del paso 5, el agitador se detuvo. Paso 7. Después de 10 minutos del paso 6, se agregaron
80 mL de agua hasta completar 1000 mL y se mezcld minuciosamente. Paso 8. Filtrar la solucién
con filtro de tamafio de malla 200. El volumen total de la solucién en mL fue de 1000 mL a 100,328
gramos/100 mL. El % CS calculado de la solucion fue del 2 % (p/v) con un pH de la solucién de
1,009.

Preparacion del potenciador de acoplamiento - Solucion de sulfato de amonio (AS)
Paso 1. Tomar 0,200 gramos de sulfato de amonio en matraz aforado de 50 mL de capacidad.
Paso 2. Agregar 30 mL de agua. Paso 3. Agitar la solucion: la solucidn resultante se vuelve
transparente. Paso 4. Enrasar a 50 mL con 20 mL de agua. El volumen total de la solucién en mL
fue de 50 mL; 49,764 g. El % AS calculado de la solucion fue 0,4% p/v. EI N % calculado de la
solucién fue de 0,0856% p/v. El S % calculado de la solucién fue 0,0980% p/v. El pH de la solucién
fue de 5,75.

Preparacion del potenciador de acoplamiento - Solucion de polifosfato trisodico (TPP)
Paso 1. Tomar 0,200 gramos en matraz aforado de 50 mL de capacidad. Paso 2. Agregar 30 mL
de agua. Paso 3. Agitar la solucion: la solucion resultante se vuelve transparente. Paso 4.
Completar el volumen a 50 mL con 20 mL de agua. El volumen total de la solucién en mL fue de
50 mL: 49,821 g. El % TP calculado de la solucién fue 0,4 % p/v. El P% calculado de la solucion
fue 0,101%. El pH de la solucién fue de 9,76.

Formulacién de la urea asociada

Nanoparticula n.° 1 a base de quitosano

Paso 1. Tomar un vaso de precipitados de 2000 mL. Paso 2. Agregar 175 mL de solucion A. Paso
3. Arrancar el agitador de cabeza, se continud a través del proceso hasta que dice stop. Paso 4.
Después de 5 minutos del paso 3, agregar 100 mL de agua. Paso 5. Después de 6 minutos del
paso 4, agregar 100 gramos de urea. Paso 6. Después de 13 minutos del paso 5, agregar 100
gramos de urea. Paso 7. Después de 1 minuto del paso 6, agregar 50 mL de agua. Paso 8. Después
de 8 minutos del paso 7, agregar 50 mL de agua. Paso 9. Después de 10 minutos del paso 8,
agregar 135 gramos de urea. Paso 10. Después de 9 minutos del paso 9, agregar 175 solucién B.
Paso 11. Después de 18 minutos del paso 10, agregar 25 mL de agua. Paso 12. Después de 52
minutos del paso 11, agregar 10 mL de solucion de sulfato de amonio (0,1 gramos en 10 mL 0 1%
p/v). Paso 12. Después de 15 minutos del paso 12, el agitador se detuvo. La solucién completa
hasta 1000 mL usando 125 mL de agua. Paso 13. Filtrar la solucion con filtro de tamafio de malla

200. Paso 14. La solucidn esta lista para su uso posterior/analisis de prueba de control de calidad,
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almacenada en una botella de 1 L. El método resulté en la asociacién de quitosano de los
nutrientes, con la solucion que tiene urea: 43,5 % (p/v), N % p/v: 20,01 (calculado); 18,24%
(analizado por TKN), Sulfato de amonio: 0,01 (p/v), quitosano: 1,29 % (p/v), acido acético: 0,7 %
(v/v), HCI: 0,7 % (v/v), pH: 3,67. Peso (gramo/100 mL): 110,832 gramo

Nanoparticula basada en quitosano # 2

Paso 1. Tomar un vaso de precipitados de 2000 mL. Paso 2. Agregar 200 mL de solucién D. Paso
3. Se puso en marcha el agitador de cabeza, se continud a través del proceso hasta que dice stop.
Paso 4. Después de 3 minutos del paso 3, agregar 200 mL de agua destilada. Paso 5. Después de
5 minutos del paso 4, agregar 100 gramos de urea. Paso 6. Después de 7 minutos del paso 5,
agregar 100 gramos de urea. Paso 7. Después de 5 minutos del paso 6, agregar 100 gramos de
urea. Paso 8. Después de 8 minutos del paso 7, agregar 135 gramos de urea. Paso 9. Después de
10 minutos del paso 8, agregar 100 solucién F. Paso 10. Después de 13 minutos del paso 9, agregar
100 solucién F. Paso 11. Después de 19 minutos del paso 10, agregar 75 mL de agua. Paso 12.
Después de 5 minutos del paso 11, agregar 25 mL de solucién de sulfato de amonio (0,1 gramos
en 25 mL de agua 0 0,4% p/v). Paso 13. Después de 15 minutos del paso 12, el agitador se detuvo.
La solucion fue de 1 L. Paso 14. Filtrar la solucién con filtro de tamafio de malla 200. Paso 15. La
solucién esta lista para su uso posterior/analisis de prueba de control de calidad, almacenada en
una botella de 1 L. Este ejemplo del método dio como resultado la asociacion de quitosano de los
nutrientes, con la solucién que tiene urea: 43,5 % (p/v), N % p/v: 20,01 (calculado); 18,05
(analizado por TKN), Sulfato de amonio: 0,01 (p/v), quitosano: 0,8 % (p/v), acido acético: 0,4%
(v/v), HCI Acido: 0,4 % (v/v), pH: 4, y un peso (gramo/100 mL): 110,622 gramos.
Nanoparticula basada en quitosano # 3

Paso 1. Tomar un vaso de precipitados de 2000 mL. Paso 2. Agregar 200 mL de agua. Paso 3. Se
puso en marcha el agitador de cabeza, se continud a través del proceso hasta que dice stop. Paso
4. Después de 2 minutos del paso 3, agregar 200 mL de solucion D. Paso 5. Después de 5 minutos
del paso 4, agregar 100 gramos de urea. Paso 6. Después de 3 minutos del paso 5, agregar 100
gramos de urea. Paso 7. Después de 6 minutos del paso 6, agregar 100 gramos de urea. Paso 8.
Después de 11 minutos del paso 7, agregar 135 gramos de urea. Paso 9. Después de 10 minutos
del paso 8, agregar la solucién 200 C. Paso 10. Después de 50 minutos del paso 9, agregar solucién
de sulfato de amonio (0,1 gramos en 25 mL de agua o 0,4% p/v). Paso 11. Después de 35 minutos
del paso 10, el agitador se detuvo. La solucion se enrasé hasta 1000 mL, mediante la adicién de
60 mL de agua. Paso 12. Filtrar la solucion con filtro de tamafio de malla 200. Paso 13. La solucion
esta lista para su uso posterior/analisis de prueba de control de calidad, almacenada en una botella
de 1 L. Este ejemplo del método dio como resultado la asociacién de quitosano de los nutrientes,
con la solucién que tiene; Urea: 43,5 % (p/v), N % p/v: 20,1 (calculado); 18,17 (analizado por
TKN), Sulfato de amonio: 0,01% (p/v), quitosano: 0,8 % (p/v), &cido acético: 0,4 (v/v), Acido
nitrico: 0,4 (v/v), un pH:3,22 y un peso (gramo/100 mL): 110,622 gramos.

Nanoparticula basada en quitosano # 4
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Paso 1. Tomar un vaso de precipitados de 1000 mL. Paso 2 Agregar 300 mL de agua. Paso 3.
Arrancar el agitador magnético, se continud a través del proceso hasta que dice detenerse. Paso
4. Después de 07 minutos del paso 3, agregar 100 gramos de urea. Paso 5. Después de 4 minutos
del paso 4, agregar 100 gramos de urea. Paso 6. Después de 2 minutos del paso 5, agregar 100
gramos de urea. Paso 7. Después de 4 minutos del paso 6, agregar 135 gramos de urea. Paso 8.
Después de 15 minutos del paso 7 (la solucidn no se disolvié completamente como los semicristales
que aparecen en el fondo del vaso de precipitados) y se detuvo el agitador. Paso 9. Después del
paso 8, tomar otro vaso de precipitado de 2 L por separado y agregar 200 mL de solucién C y
encienda el agitador superior. Paso 10. Después de 2 minutos del paso 9, agregar la solucion semi
disuelta de urea (preparada en el paso 7) transferir a la solucién C. Paso 11. Después de 3 minutos
del paso 10, agregar 100 mL de agua. Paso 12. Después de 17 minutos del paso 11, agregar 50
mL de agua. Paso 13. Después de 8 minutos del paso 12, agregar solucion de sulfato de amonio
(0,1 gramos en 25 mL de agua o 0,4% p/v). Paso 14. Después de 25 minutos del paso 13, el
agitador se detuvo. La solucion se enraso hasta 1000 mL para que se agregaran 25 mL de agua.
Paso 15. Filtrar la solucidn con filtro de tamaiio de malla 200. Paso 16. La solucion esta lista para
su uso posterior/analisis de prueba de control de calidad, almacenada en una botella de 1 L. Este
ejemplo del método dio como resultado la asociacion de quitosano de los nutrientes, con la solucién
que tiene; Urea: 43,5 % (p/v), N % p/v: 20,01 (calculado); 18,42 (analizado por TKN), Sulfato de
amonio: 0,01 (p/v), quitosano: 0,4 % (p/v) de acido nitrico: 0,4 % (v/v), pH: 2,87 y peso
(gramo/100 mL): 110,586 gramos.

Nanoparticula basada en quitosano # 5

Paso 1. Tomar un vaso de precipitados de 2000 mL. Paso 2. Agregar 200 mL de solucién D. Paso
3. Se puso en marcha el agitador de cabeza, se continud a través del proceso hasta que dice stop.
Paso 4. Después de 2 minutos del paso 3, agregar 200 mL de agua. Paso 5. Después de 4 minutos
del paso 4, agregar 100 gramos de urea. Paso 6. Después de 4 minutos del paso 5, agregar 100
gramos de urea. Paso 7. Después de 12 minutos del paso 6, agregar 100 gramos de urea. Paso 8.
Después de 11 minutos del paso 7, agregar 135 gramos de urea. Paso 9. Después de 13 minutos
del paso 8, agregar la solucion 200 C. Paso 10. Después de 25 minutos del paso 9, agregar la
solucién de TPP (0,1 gramos de TPP en 25 mL de agua o 0,4% p/v). Paso 11. Después de 20
minutos del paso 10, el agitador se detuvo. La solucidn se enrasdé mediante la adicién de 80 mL
de agua. Paso 12. Filtrar la solucién con filtro de tamafio de malla 200. Este ejemplo del método
dio como resultado la asociacion de quitosano de los nutrientes, con la solucidon que tiene; Urea:
43,5 % (p/v), N % p/v: 20,01 (calculado); 18,06 (analizado por TKN), TPP: 0,01% (p/v),
quitosano: 0,8 % (p/v), &cido acético: 0,4% (v/v), Acido Nitrico: 0,4 % (v/v), pH: 3,14, y un peso
(gramo/100 mL): 110,726 gramos.

Nanoparticula basada en quitosano # 6

Paso 1. Tomar un vaso de precipitados de 1000 mL. Paso 2. Agregar 400 mL de agua. Paso 3. Se

puso en marcha el agitador magnético (cabezal inferior), se continud con el proceso hasta que
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dice stop. Paso 4. Después de 5 minutos del paso 3, agregar 100 gramos de urea. Paso 5. Después
de 9 minutos del paso 4, agregar 100 gramos de urea. Paso 6. Después de 4 minutos del paso 5,
agregar 100 gramos de urea. Paso 7. Después de 12 minutos del paso 6, agregar 135 gramos de
urea. Paso 8. Después de 30 minutos del paso 7 (la solucidon no se disolvidé completamente,
aparecieron cristales en el fondo del vaso de precipitados) y se detuvo el agitador. Paso 9. Tomar
otro vaso de precipitados de 2 L de volumen separado y agregar 200 mL de solucién C. Se encendid
el agitador superior. Paso 10. Después de 4 minutos del paso 9, agregar la solucion de urea semi
disuelta (preparada en el paso 7) transferir a la solucion C. Paso 11. Paso 12. Después de 1 minuto
del paso 10, agregar 50 mL de agua. Paso 13. Después de 15 minutos del paso 11, agregar la
solucién de TPP (0,1 gramos en 25 mL de agua o 0,4% p/v). Paso 14. Después de 20 minutos del
paso 12, el agitador se detuvo. Paso 15. La solucion se enrasd hasta 1000 mL agregando 25 mL
de agua. Paso 16. Filtrar la solucion con filtro de tamafio de malla 200. Este ejemplo del método
dio como resultado la asociaciéon de quitosano de los nutrientes, con la solucidon que tiene; Urea:
43,5% (p/v), N % p/v: 20,01 (calculado); 17,9 (analizado por TKN), TPP: 0,01% (p/v), quitosano:
0,4% (p/v), acido nitrico: 0,4% (v/v), pH 2,88, Peso (gramo/100 mL): 110,506 gramos.
Nanoparticula basada en quitosano # 7

Paso 1. Tomar un vaso de precipitados de 1000 mL. Paso 2. Agregar 400 mL de agua. Paso 3.
Arrancar el agitador magnético, se continud a través del proceso hasta que dice detenerse. Paso
4. Después de 5 minutos del paso 3, agregar 100 gramos de urea. Paso 5. Después de 10 minutos
del paso 4, agregar 100 gramos de urea. Paso 6. Después de 20 minutos del paso 5, agregar 100
gramos de urea. Paso 7. Después de 10 minutos del paso 6, agregar 135 gramos de urea. Paso 8.
Después de 305 minutos del paso 7 (la solucién no se disolvi6 completamente como los
semicristales que aparecen en el fondo del vaso de precipitados) y se detuvo el agitador. Paso 9.
Tomar otro vaso de precipitados de 2 L por separado y agregar 200 mL de solucién D e iniciar el
agitador superior. Paso 10. Después de 2 minutos del paso 9, agregar la solucion de urea semi
disuelta (preparada en el paso 8) transferir a la solucion D. Paso 11. Después de 3 minutos del
paso 10, agregar 25 mL de agua. Paso 12. Después de 11 minutos del paso 11, agregar solucion
de sulfato de amonio (0,1 gramos en 25 mL de agua o 0,4% p/v). Paso 13. Después de 26 minutos
del paso 12, el agitador se detuvo y la solucion se enrasd hasta 1000 mL agregando 50 mL de
agua. Paso 14. Filtrar la solucién con filtro de tamafio de malla 200. Este ejemplo del método dio
como resultado la asociacion de quitosano de los nutrientes, con la solucion que tiene; Urea: 43,5
% (p/v), N % p/v : 20,01 (calculado); 18,19 (analizado por TKN), Sulfato de amonio: 0,01% (p/v),
quitosano: 0,4 % (p/v), acido acético: 0,4 % (v/v), pH : 4,76 y peso (gramo/100 mL): 110,29
gramos.

Agente de acoplamiento, como glutaraldehido, genipina, epiclorhidrina, tripolifosfato o
tripolifosfato de sodio, hexametafosfato de sodio, polifosfatos. Los sulfatos tales como sulfato de
amonio, sulfato de dextrano, etilendiamina, acido tartarico, urea, trimetafosfato de sodio son

agentes quimicos o compuestos que facilitan la asociacion entre las moléculas de quitosano, lo que
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resulta en la creacion de una red o estructura tridimensional que se puede utilizar junto con o en
combinacién con quitosano y quitosano que contiene nanoparticulas de nitrogeno.

Agente de estabilidad: Los posibles adyuvantes/agentes de estabilidad incluyen - Tensioactivos:
Tensioactivos no idnicos (por ejemplo, poliglucdsidos de alquilo), tensioactivos aniénicos (por
ejemplo, sulfonatos de alquilo), tensioactivos catidnicos (por ejemplo, alquilaminas)
Emulsionantes: Derivados de polietilenglicol (PEG) Esteres de sorbitan (por ejemplo, serie Tween)
Esparcidores/pegatinas: Tensioactivos de organosilicona, esparcidores a base de acidos grasos
(por ejemplo, aceites de semillas metilados), Penetrantes: Concentrados de aceite de cultivo,
aceites de semillas metilados. Agentes amortiguadores: Sulfato de amonio, dihidrogenofosfato de
potasio, agentes de compatibilidad: Alcohol polivinilico, acido poliacrilico; agentes antiespumantes:
Antiespumantes a base de silicona, antiespumantes a base de polietilenglicol; ajustadores de pH:
Hidroxido de amonio, acido fosférico, hidroxido de sodio, acido citrico; Espesantes: Goma guar,
goma acacia, goma xantana; Humectantes: Glicerol, El propilenglicol se puede usar con solucion
de quitosano, nanoparticula de quitosano y quitosano, combinacion de nitrégeno para mejorar su
estabilidad y mejorar la entrega a las partes de las plantas.

El analisis de pH (Figura 5) se realizd de acuerdo con los protocolos estandar para el agua potable
como lo describe la EPA de los Estados Unidos. El andlisis de nitrogeno total de Kjeldahl (TKN)
(Figura 5) se realizé de acuerdo con el método 1688 de la Oficina de Agua de la EPA de EE. UU.
El analisis UV-Vis (Figura 6) se realizo de acuerdo con OPPTS 830,7050. El analisis de FTIR (Figuras
7-13) se realizd en y de acuerdo con el manual para el Agilent-Cary 630.

Se produjeron multiples formulaciones utilizando los métodos descritos anteriormente. La Tabla 1
y Tabla 2 muestran las concentraciones de cada componente de la composicion o nanoparticula a
base de quitosano. Las Tablas 1 y 2 también detallan las caracteristicas fisicas de cada

nanoparticula basada en quitosano, tales como EC, densidad, viscosidad, potencial zeta y tamaiio

de particula.
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Sulfato de
1 AN1101 20,01 | 18,191 | 1,29 | 0,064 | Urea ) 0,01
amonio
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Sulfato de

2 AN1101R1 20,01 | 18,191 | 1,27 | 0,063 | Urea _ 0,01
amonio
Sulfato de

3 AN1117 20,01 | 18,191 |1 0,050 | Urea _ 0,01
amonio
Sulfato de

4 AN1119 20,01 | 18,191 |1 0,050 | Urea _ 0,01
amonio
Sulfato de

5 AN1102 20,01 | 18,191 | 0,8 0,040 | Urea _ 0,01
amonio
Sulfato de

6 AN1103 20,01 | 18,191 | 0,8 0,040 | Urea _ 0,01
amonio
Polifosfato

7 AN1105 20,01 | 18,191 | 0,8 0,040 | Urea ] 0,01
trisddico
Sulfato de

8 AN1118 20,01 | 18,191 | 0,8 0,040 | Urea _ 0,01
amonio
Sulfato de

9 AN1114 20,01 | 18,191 | 0,45 | 0,022 | Urea _ 0,01
amonio
Sulfato de

10 AN1104 20,01 | 18,191 | 0,4 0,020 | Urea _ 0,01
amonio
Polifosfato

11 AN1106 20,01 | 18,191 | 0,4 0,020 | Urea ; 0,01
trisddico
Sulfato de

12 AN1107 20,01 | 18,191 | 0,4 0,020 | Urea _ 0,01
amonio
Polifosfato

13 AN1108 20,01 | 18,191 | 0,4 0,020 | Urea ; 0,01
trisddico
Sulfato de

14 AN1104R1 20,01 | 18,191 | 0,4 0,020 | Urea _ 0,01
amonio
Polifosfato

15 AN1104R2 20,01 | 18,191 | 0,4 0,020 | Urea ] 0,01
trisddico
Sulfato de

16 AN1115 20,01 | 18,191 | 0,4 0,020 | Urea . 0,01
amonio
Sulfato de

17 AN1111 20,01 | 18,358 | 0,3 0,015 | Urea . 0,01
amonio
Sulfato de

18 AN1111R1 20,01 | 18,191 | 0,3 0,015 | Urea . 0,01
amonio
Sulfato de

19 AN1112 20,01 | 18,191 | 0,3 0,015 | Urea 0,01

amonio
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Sulfato de
20 AN1113 20,01 | 18,191 | 0,3 0,015 | Urea _ 0,01
amonio
Sulfato de
21 AN1113R1 20,01 | 18,191 | 0,3 0,015 | Urea 0,01
amonio
Sulfato de
22 AN1109 20,01 | 18,358 | 0,2 0,010 | Urea _ 0,01
amonio
Sulfato de
23 AN1110 20,01 | 18,358 | 0,2 0,010 | Urea _ 0,01
amonio
Sulfato de
24 AN1120 20,01 | 18,027 | 0,2 0,010 | Urea 0,01
amonio
Urea +
Sulfato de
25 AN1121 19,87 | 16,558 | 0,2 0,010 | Sulfato de 37,70
amonio
amonio
Urea +
Sulfato de
26 AN1132 19,87 | 16,154 | 0,2 0,010 | Sulfato de _ 37,70
amonio
amonio
Sulfato de
27 AN1131 20,01 | 18,191 | 0,2 0,010 | Urea 0,01
amonio
Sulfato de
28 AN1113L1 20,01 | 18,191 | 0,3 0,015 | Urea 0,01
amonio
Sulfato de
29 AN1113L2 20,01 | 18,191 | 0,3 0,015 | Urea 0,01
amonio
Sulfato de
30 AN1113L3 20,01 | 18,191 | 0,3 0,015 | Urea 0,01
amonio
Sulfato de
31 AN1113L4 20,01 | 18,358 | 0,3 0,015 | Urea 0,01
amonio
Sulfato de
32 AN1113L5 20,01 | 18,358 | 0,3 0,015 | Urea 0,01
amonio
Sulfato de
33 AN1120L5 20,01 | 18,027 | 0,2 0,010 | Urea 0,01
amonio
Urea +
Sulfato de
34 AN1121L5 19,87 | 16,287 | 0,2 0,010 | Sulfato de _ 37,7
amonio
amonio
Sulfato de
35 AN1122 20,01 | NA 0,3 0,015 | Urea . 0,01
amonio
Sulfato de
36 AN1123 20,01 | NA 0,3 0,015 | Urea 3,01

amonio
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Sulfato de

37 AN1127 20,01 | NA 0,3 0,015 | Urea 0,01
amonio
Sulfato de

38 AN1128 20,01 | NA 0,3 0,015 | Urea _ 0,01
amonio
Sulfato de

39 AN1129 20,01 | 18,19 0,3 0,015 | Urea _ 0,01
amonio
Sulfato de

40 AN1130 20,01 | 18,19 0,3 0,015 | Urea _ 0,01
amonio

41 AN1124A 20,01 | NA 0,3 0,015 | Urea NA NA
Sulfato de

42 AN1124B 20,01 | NA 0,3 0,015 | Urea 0,01
amonio
Sulfato de

43 AN1124C 20,03 | NA 0,3 0,015 | Urea _ 0,1
amonio
Sulfato de

44 AN1124D 20,12 | NA 0,3 0,015 | Urea _ 0,5
amonio
Sulfato de

45 AN1124E 20,22 | NA 0,3 0,015 | Urea _ 1
amonio
Sulfato de

46 AN1124F 20,43 | NA 0,3 0,015 | Urea _ 2
amonio
Sulfato de

47 AN1124G 20,65 | NA 0,3 0,015 | Urea _ 3
amonio
Sulfato de

48 AN1124H 20,86 | NA 0,3 0,014 | Urea _ 4
amonio
Sulfato de

49 AN11241 21,07 | NA 0,3 0,014 | Urea _ 5
amonio
Sulfato de

50 AN1124] 22,13 | NA 0,3 0,014 | Urea 10
amonio
Sulfato de

51 AN1124K 24,26 | NA 0,3 0,012 | Urea 20
amonio
Sulfato de

52 AN1124L 26,38 | NA 0,3 0,011 | Urea 30
amonio

53 AN1125A 20,01 | NA 0,3 0,015 | Urea NA NA
Polifosfato

54 AN1125B 20,01 | NA 0,3 0,015 | Urea . 0,001
trisddico
Polifosfato

55 AN1125C 20,01 | NA 0,3 0,015 | Urea 0,01

trisddico
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Polifosfato
56 AN1125D 20,01 | NA 0,3 0,015 | Urea . 0,1
trisodico
Polifosfato
57 AN1125E 20,01 | NA 0,3 0,015 | Urea . 0,5
trisodico
Polifosfato
58 AN1125F 20,01 | NA 0,3 0,015 | Urea . 1
trisodico
Sulfato de
59 AN1126A 5 NA 0,3 0,060 | Urea _ 0,01
amonio
Sulfato de
60 AN1126B 10 NA 0,3 0,030 | Urea _ 0,01
amonio
Sulfato de
61 AN1126C 15 NA 0,3 0,020 | Urea _ 0,01
amonio
Sulfato de
62 AN1126D 20,01 | NA 0,3 0,015 | Urea _ 0,01
amonio
Sulfato de
63 AN1133 20,01 | 18,191 | 0,3 0,015 | Urea _ 0,01
amonio
Sulfato de
64 E23291 20 20 0,3 0,015 | Urea _ 0,01
amonio
Urea +
Sulfato de
65 E23293 15,65 | 15,65 0,3 0,019 | Sulfato de _ 19,05
amonio
amonio
Sulfato de
66 E23294 20 20 0,8 0,040 | Urea _ 0,01
amonio
Sulfato de
67 E23297 6,66 6,66 0,8 0,120 | Urea _ 0,01
amonio
Sulfato de
68 EZ1241121 20 20 0,3 0,015 | Urea _ 0,01
amonio
Sulfato de
69 EZ1241122 20 20 1,6 0,080 | Urea _ 0,01
amonio
Urea +
Sulfato de
70 EZ1241123 15,65 | 15,65 0,3 0,019 | Sulfato de . 19,05
amonio
amonio
Urea +
Sulfato de
71 EZ1241124 13,94 | 13,94 1,6 0,115 | Sulfato de _ 16,87
amonio
amonio
Sulfato de | Sulfato de
72 EZ1241125 8,29 8,29 0,3 0,036 . . 39,48
amonio amonio
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Sulfato de
73 EZ1241187 2,19 2,19 9 4,110 | Urea 0,01
amonio
Sulfato de
74 EZ1241188 5 5 7,8 1,560 | Urea 0,01
amonio
Sulfato de
75 EZ1241189 10 10 5,76 | 0,576 | Urea _ 0,01
amonio
Sulfato de
76 EZ12411810 | 15 15 3,68 | 0,245 | Urea _ 0,01
amonio
Sulfato de
77 EZ224261 20 20 0,3 0,015 | Urea 0,01
amonio
Sulfato de
78 EZ224252 20 20 1,6 0,080 | Urea ) 0,01
amonio
Urea +
Sulfato de
79 EZ2241293 15,65 | 15,65 0,3 0,019 | Sulfato de _ 19,05
amonio
amonio
Urea +
Sulfato de
80 EZ224274 13,94 | 13,94 1,6 0,115 | Sulfato de 16,87
amonio
amonio
Sulfato de | Sulfato de
81 EZ2241245 8,29 8,29 0,3 0,036 ) ) 39,48
amonio amonio
Sulfato de
82 EZ224286 2,19 2,19 9 4,110 | Urea 0,01
amonio
Sulfato de
83 EZ224217 5 5 7,8 1,560 | Urea 0,01
amonio
Sulfato de
84 EZ2241308 10 10 5,76 | 0,576 | Urea 0,01
amonio
Sulfato de
85 EZ2241319 15 15 3,68 | 0,245 | Urea 0,01
amonio
Sulfato de
86 EUL242161 20 20 0,3 0,015 | Urea . 0,01
amonio
Sulfato de
87 EUL242192 20 20 1,6 0,080 | Urea ] 0,01
amonio
Urea +
Sulfato de
88 EUL242273 15,65 | 15,65 0,3 0,019 | Sulfato de _ 19,05
amonio

amonio
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Urea +
Sulfato de
89 EUL242284 13,94 | 13,94 1,6 0,115 | Sulfato de _ 16,87
amonio
amonio
Sulfato de | Sulfato de
90 EUL242285 8,29 8,29 0,3 0,036 39,48
amonio amonio
Sulfato de
91 EUL24316 2,19 2,19 9 4,110 | Urea _ 0,01
amonio
Sulfato de
92 EUL24317 5 5 7,8 1,560 | Urea _ 0,01
amonio
Sulfato de
93 EUL24318 10 10 5,76 | 0,576 | Urea _ 0,01
amonio
Sulfato de
94 EUL242299 15 15 3,68 | 0,245 | Urea _ 0,01
amonio
©
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7)) 1] > T > a i} a > a = a
1 AN1101 0,7 0,7 0 3,67 | NA 1,10 | NA NA NA
2 AN1101R1 [ 0,63 [0,63 |0 3,61 | NA 1,10 [NA |[NA | NA
3 AN1117 0,8 0 0 4,6 NA 1,10 | NA NA NA
4 AN1119 08 (08 |0 2,51 | NA 1,10 [NA |[NA |[NA
5 AN1102 0,4 0,4 0 4 NA 1,10 NA NA NA
6 AN1103 0,4 0 0,4 3,22 | NA 1,10 | NA NA NA
7 AN1105 04 |0 04 |[3,14 [NA 1,10 [NA |[NA |NA
8 AN1118 0 0,8 0 2,57 NA 1,10 NA NA NA
9 AN1114 0,15 | 0,25 | 0,15 | 3,48 NA 1,10 NA NA NA
10 AN1104 0 0 0,4 2,87 NA 1,10 NA NA NA
11 AN1106 0 0 0,4 2,88 NA 1,10 NA NA NA
12 AN1107 0,4 0 0 4,76 NA 1,10 NA NA NA
13 AN1108 0,4 0 0 4,74 | NA 1,10 NA NA NA
14 AN1104R1 0 0 0,4 2,86 NA 1,10 NA NA NA
15 AN1104R2 0 0 0,4 2,86 NA 1,10 NA NA NA




34

16 | AN1115 0 05 |0 2,86 | NA 1,10 [NA [NA [NA
17 | AN1111 0,15 0,15 |0 44 | NA 1,00 [NA [NA [ NA
18 |AN1111R1 |0,15 [ 0,15 |0 4,42 | NA 1,10 [NA [NA [NA
19 | AN1112 0,15 0,15 |0 4,35 | NA 1,10 [NA [NA [NA
20 | AN1113 0,15 (0,25 |0 3,59 | NA 1,10 [NA [NA [NA
21 | AN1113R1 | 0,15 [ 0,25 |0 3,45 | NA 1,10 [NA [NA [NA
0,20 [ 0,00 | 0,00 | 4,92 1,09
22 | AN1109 NA NA |NA |NA
0 0 0 0 0
0,20 (0,00 | 0,00 |6,33 1,09
23 | AN1110 NA NA |NA |NA
0 0 0 0 0
0,40 [0,80 |0,00 |2,37 1,11
24 | AN1120 NA NA |NA |NA
0 0 0 0 0
0,00 (0,20 [ 0,00 |3,80 1,20
25 | AN1121 NA NA |NA |NA
0 0 0 0 0
0,00 (0,20 [0,00 [3,79 |156,31 |1,23 [5,22 [9,30 |321,30
26 | AN1132
0 0 0 0 0 0 0 0 0
27 | AN1131 04 (08 [0 2,4 |7,54 1,10 [3,19 [NA [ NA
28 | AN1113L1 | 0,15 | 0,25 |0 3,51 | NA 1,10 [NA [NA [ NA
29 |[AN1113L2 [0,15 [0,25 |0 35 | NA 1,10 [NA [NA [ NA
30 | AN1113L3 | 0,15 | 0,24 |0 3,43 | 1,82 1,10 [NA [NA [ NA
31 |AN1113L4 | 0,15 [ 0,24 |0 351 | 1,84 1,00 [NA [NA [NA
35 |[1,83 1,09 53,9 | 50,7
32 | AN1113L5 | 0,15 | 0,24 |0
NA |5
2,31 [7,59 1,11 29,5 | 93,26
33 | AN1120L5 |04 |08 |0
NA |9
34 | AN1121L5 |0 02 |0 3,77 | 155,16 | 1,22 [NA [9,96 |5186
35 | AN1122 0,15 0,15 |0 2,81 | 3,46 NA |[NA |[NA [NA
36 | AN1123 0,15 0,15 |0 452 [2755 |[NA |[NA |[NA [NA
15,7
37 | AN1127 0,23 | 0,15 |0
513 | NA NA |NA |7 68,54
38 | AN1128 0,15 0,15 |0 4,54 | NA NA |[NA |[NA [NA
39 | AN1129 0,15 (0,24 |0 3,36 | 1,84 1,10 [543 |57,7 | 40,82
40 | AN1130 038 [0,24 |0 4,39 |1,59 1,10 [543 [NA | NA
41 | AN1124A [0,15 [0,15 |0 451 |1,34 NA |[NA |[NA [NA
42 | AN1124B | 0,15 [ 0,15 |0 434 [1,33 NA |[NA |[NA [NA
43 | AN1124C [ 0,15 [0,15 |0 4,42 12,2 NA |[NA |[NA [NA
44 | AN1124D | 0,15 [0,15 |0 4,44 | 6,36 NA |[NA |[NA [NA
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45 |[AN1124E [0,15 [0,15 |0 445 [11,03 [NA [NA [NA [NA
46 | AN1124F | 0,15 [0,15 |0 4,44 |19,4 NA |[NA |[NA [NA
47 | AN1124G | 0,15 [ 0,15 |0 4,43 | 27,4 NA [NA [NA [NA
48 | AN1124H | 0,15 [0,15 |0 445 339 |NA |NA |[NA |[NA
49 | AN11241 0,15 0,15 |0 446 (3999 |[NA [NA [NA |[NA
50 | AN1124) 0,15 0,15 |0 435 [ 6502 |NA |NA |[NA [NA
4,41 | 92,64 11,7 | 80,79
51 | AN1124K | 0,15 | 0,15 |0
NA |NA |1
52 | AN1124L | 0,15 [ 0,15 |0 4,45 102,52 [NA | NA [514 |49,46
53 | AN1125A | 0,15 | 0,15 |0 4,62 | 1,43 NA |[NA |[NA [NA
54 | AN1125B | 0,15 [ 0,15 |0 434 |1,27 NA [NA |[NA [NA
55 |AN1125C |0,15 |0,15 |0 432 [1,35 NA |[NA |[NA [NA
56 | AN1125D | 0,15 | 0,15 |0 4,71 [ 1,67 NA [NA |[NA [NA
57 | AN1125E | 0,15 | 0,15 |0 5,84 | 4,13 NA |[NA |[NA [NA
58 | AN1125F | 0,15 [ 0,15 |0 6,96 | 6,96 NA [NA |[NA [NA
3,53 | 1,59 30,3 | 48,04
59 |AN1126A [0,15 |0,15 |0
NA |NA |7
60 | AN1126B | 0,15 | 0,15 |0 3,81 |1,55 NA |[NA |[NA [NA
61 | AN1126C | 0,15 [ 0,15 |0 4,11 | 1,48 NA [NA |[NA [NA
62 | AN1126D | 0,15 | 0,15 |0 4,47 | 1,4 NA |[NA |[NA [NA
63 | AN1133 0,15 (0,32 |0 3,48 | 2,52 1,10 [ 6,94 [NA [ NA
3,55 | 1,9 1,11 | 8,05
64 | E23291 0,15 | 0,15 |0
2 55,2 | 91,07
4,01 | 128,76 |1,18 |6,43 | 10,9
65 | E23293 0,15 | 0,15 |0
1 2 258,9
3,65 | 2,97 1,12 [ 29,4 |57,0
66 | E23294 04 |04 |0
5 1 114,5
3,49 | 3,27 1 18,5 | 63,1
67 | E23297 04 |04 |0
4 4 153,8
4,53 | 1,08 1,11 | 1,9
68 | EZ1241121 |NA |NA [ NA
7 50,6 | 165,6
5 2,74 1,12 3,76 |47,0
69 | EZ1241122 |NA |NA [ NA
6 8 227,5
4,65 | 128,69 |1,17 |2,32
70 | EZ1241123 |[NA | NA |NA
1 3,92 | 1731
4,82 119,62 | 1,16 | 3,64
71 | EZ1241124 |[NA | NA |NA
6 9,07 |323,1
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4,67 | 263 1,22 [2,59
72 | EZ1241125 |NA |NA | NA
7 8,23 | 175,8
433 |11,19 [1,05 |21,5
73 | EZ1241187 |[NA | NA |NA
1 49,3 | 278,1
4,47 10,44 |1,06 | 16,9 | 47,1
74 | EZ1241188 |NA |NA |NA
3 5 4 228,2
4,57 |7,89 1,07 8,99 |459
75 | EZ1241189 |[NA | NA |NA
5 8 2 217,2
EZ1241181 4,81 |5,83 1,10 | 7,19
76 NA |NA |NA
0 8 46,3 | 345,6
4,84 |1,83 1,11 [ 1,88 |46,9
77 |Ez224261 |NA |NA | NA
9 8 124
4,97 | 3,42 1,11 | 3,96 | 48,2
78 | EZ224252 |NA | NA |NA
8 142,6
4,69 | 133,04 | 1,17 | 2,53
79 | EZ2241293 |[NA | NA |NA
7 8,03 |39
4,75 | 121,71 [ 1,15 [3,71 | 10,2
80 |EZ224274 |NA |NA |[NA
7 626,2
4,63 | 267,42 | 1,22 | 2,73
81 | EZ2241245 |NA |NA | NA
5 9,97 | 194,3
43 [10,62 |[1,04 |21,1 |43,2
82 | EZ224286 |NA |NA |[NA
5 9 205,7
437 |98 1,06 | 19,6 |38,6
83 | EZ224217 |NA |NA |[NA
2 1 180,1
4,59 |7,98 1,08 | 12,9 | 40,4
84 | EZ2241308 |NA |NA | NA
6 231,7
4,76 | 5,7 1,09 [ 7,99 |41,3
85 | EZ2241319 |NA |[NA |NA
8 240,5
502 | 1,68 1,11 [ 1,54 |36,6
86 | EUL242161 |NA |NA [ NA
6 140,5
87 |EUL242192 [NA |[NA |[NA [5,53 [3,86 1,12 |23 37,7 [131,4
88 | EUL242273 |NA |NA |NA [5,08 [13437 |1,17 |224 |246 |157,4
89 |EUL242284 |NA |NA |NA |[541 |120,77 | 1,16 |25 |538 |106,8
90 | EUL242285 |NA |NA |NA [529 [259,38 [1,22 [2,32 |2,54 |1704
504 |12,33 | 1,06 | 4,72 | 34,6
91 |EUL24316 |NA |NA |[NA
6 74,56
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511 [11,18 |[1,07 | 4,19 | 341
7 233,2
93 |EUL24318 |NA |NA |NA |526 |9,04 1,09 | 3,37 | 342 |176,9
94 |EUL242299 |[NA |NA |NA |[544 |6,52 1,15 | 2,59 |32,6 |153,7

92 EUL24317 NA NA NA

Tabla 2

Ejemplo 4: Aplicacion y usos de las nanoparticulas de quitosano y/o
quitosano/nitrégeno

El quitosano resultante y/o los productos de nanoparticulas a base de quitosano o mezclas de
productos obtenidos como resultado de los Ejemplos anteriores se usaron para los efectos
multidimensionales en plantas tales como crecimiento, proteccion y nutricion. Los efectos
multidimensionales en las plantas se obtuvieron aplicando el producto resultante de los Ejemplos
anteriores sobre el granulo de fertilizante, la superficie de la semilla, mezclando en el suelo,
insertando en el suelo, exponiendo la raiz y/o exponiendo las hojas. La tasa de aplicacion oscild
entre 0,01% y 50% v/p o v/v. Ademas, los productos resultantes de los Ejemplos anteriores se
usaron para mezclarse con otros agroquimicos para funcionar como promotor del crecimiento,
simbionte, nutriente, agente de proteccion contra patégenos o plantas no deseadas para efectos
sinérgicos.

Los efectos multidimensionales en las plantas se estudiaron en varios experimentos. Los
experimentos utilizaron una formulacién de quitosano al 2% o 3%.

Se produjo una formulacién de quitosano al 2% AN1136 (Tablas 1 y 2) de acuerdo con el siguiente
procedimiento.

Comenzar vertiendo 200 mL de agua en un vaso de precipitados de 500 mL de capacidad,
asegurando una medicion precisa. Encender el agitador magnético ajustado a temperatura
ambiente (26,4 °C) y programado para funcionar a 300 rotaciones por minuto (RPM). Mantener la
agitacion continua durante todo el procedimiento hasta que se indique lo contrario. Dejar que el
agua se agite durante 5 minutos para establecer un ambiente uniforme dentro del vaso de
precipitados. Después de este tiempo, introducir cuidadosamente 5 gramos de copos de quitosano
en el agua de agitacion. Después de la adicion de copos de quitosano, continuar agitando durante
15 minutos adicionales para facilitar su dispersion e interaccion con las moléculas de agua. En este
punto, agregar 5 mL de acido clorhidrico (HCI) al 37% a la solucion. Observar atentamente la
solucion, dejando suficiente tiempo (aproximadamente 60 minutos) para que los copos de
quitosano se disuelvan completamente en el medio liquido, asegurando una mezcla y disolucion
exhaustivas. Una vez que se logre la disolucién completa, introducir 40 mL adicionales de agua en
la solucion, manteniendo el proceso de agitacion para garantizar la homogeneidad. Continuar
agitando la solucidn con el agua recién agregada durante 15 minutos adicionales para garantizar
una mezcla y un equilibrio adecuados. Después del periodo de agitacion, desactivar el agitador

magnético. Para compensar cualquier pérdida de volumen durante el proceso, ajustar el volumen
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de la solucion a 250 mL agregando 5 mL de agua. Asegurarse de mezclar bien para lograr una
solucion uniforme. Para eliminar cualquier materia particulada o impurezas restantes, filtrar la
solucién con un filtro de tamafio de malla 200 (74 micras), permitiendo que solo pase la porcién

liguida mientras retiene los residuos solidos.

Sr. N.° Parametro Resultados
1 pH 0,72
2 Conductividad (mS/cm) 51,74
3 Densidad (g/cm3) 1,0
4 Viscosidad (cps) 71,09
5 % de quitosano 2
6 HCL % (v/v) 2
Tabla 3

Se prepara una Solucion Precursora de Nitrégeno. Comenzar seleccionando un vaso de precipitados
de 2000 mL, asegurandose de que esté limpio y seco, listo para usar en el experimento. Medir
cuidadosamente 490 mL de agua, usando un cilindro graduado, y verterlo en el vaso de
precipitados elegido. Transferir el vaso de precipitados preparado que contiene el agua medida a
un aparato agitador superior. Asegurarse de que el aparato esté configurado y calibrado
correctamente y establecer la velocidad de agitacion en 300 revoluciones por minuto (RPM).
Ademas, asegurarse de que la temperatura ambiente se mantener a 25 °C, proporcionando un
ambiente dptimo para el experimento. Después de dejar que el agua se agite durante 5 minutos,
introducir gradualmente 260 gramos de la fuente de nitrogeno, que en este caso es urea. Agregar
la urea lentamente al agua de agitacion, asegurando una distribucién y disolucion uniformes dentro
de la solucién. Una vez que se haya agregado la urea, permitir que la solucion continle agitando
durante un periodo prolongado de 120 minutos, proporcionando tiempo suficiente para que la urea
se disuelva completamente y se integre en el agua. Después de la disolucion de la urea, agregar
377 gramos de sulfato de amonio a la solucion. De manera similar a la adicion de urea, introducir
el sulfato de amonio gradualmente, permitiendo que se disuelva y se disperse uniformemente
dentro de la solucion. Después de dejar que la solucion se agite durante 120 minutos adicionales
después de la adicion de sulfato de amonio, observar cuidadosamente la solucion para determinar
si el sulfato de amonio se ha disuelto por completo. Asegurarse de mezclar y disolver a fondo
inspeccionando visualmente la solucién para detectar cualquier particula sélida restante. Una vez
que se confirme la disolucién, detener el aparato agitador superior, deteniendo el proceso de
agitacion. Asegurarse de que el agitador esté completamente apagado para evitar cualquier

agitacion innecesaria de la solucion. Para verificar el volumen final de la solucion, medirlo con una
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probeta o matraz aforado. Lo ideal es que el volumen medir aproximadamente 900 mL, lo que

indica la finalizacion exitosa del experimento y la preparacion precisa de la solucion.

Sr. N.° | Parametro Resultados
1 pH 5,64
2 Conductividad (mS/cm) 143,90
3 Densidad (g/cm3) 1,25
4 Viscosidad (cps) 3,88
Tabla 4

Una vez preparadas las soluciones precursoras de quitosano y nitrogeno. Se prepara la solucion
de nanoparticulas a base de quitosano.

Seleccionar un vaso de precipitados de 2000 mL limpio y seco para que sirva como recipiente para
el experimento. Usando un instrumento de medicién preciso, como un cilindro de medicién de
1000 mL, medir cuidadosamente 900 mL de la solucién precursora de nitrégeno. Verter este
volumen medido de la solucion en el vaso de precipitados preparado, asegurando la precision en
la medicion para lograr resultados consistentes. Una vez que la solucién precursora de nitrégeno
se agrega al vaso de precipitados, transferir el vaso de precipitados a un aparato agitador superior.
Asegurarse de que el aparato esté correctamente configurado y calibrado y establecer la velocidad
de agitacion en 300 rotaciones por minuto (RPM). Mantener la temperatura ambiente para
proporcionar un ambiente éptimo para el experimento. Después de dejar que la solucién se agite
durante 30 minutos, se procede a agregar 100 mL de una solucion de quitosano al 2% a la solucion
precursora de nitrdgeno en agitacion. Introducir lentamente la solucidn de quitosano en la solucion
de agitacion, asegurando una mezcla completa y una distribucion uniforme dentro del vaso de
precipitados. Después de la adicion de la solucion de quitosano, permitir que la solucion continle
agitando durante un periodo prolongado de 3 horas, proporcionando tiempo suficiente para que
se produzcan reacciones o interacciones entre los componentes de la solucion. Después de este
tiempo, detener el agitador superior para detener el proceso de agitacion. Para determinar el
volumen final de la solucién, medirlo con un instrumento de medicién adecuado, asegurando la
precision de la medicion. Idealmente, el volumen medido debe ser de aproximadamente 1000 mL,
lo que indica la finalizacion exitosa del experimento y la preparacién adecuada de la solucion.
Proceder a filtrar la solucidn utilizando una unidad de filtracion de malla 200. Este proceso de
filtracion debe tardar aproximadamente 18 segundos en completarse, eliminando de manera
efectiva cualquier particula o impureza mas grande presente en la solucion. Después de la filtracion
inicial, repetir el proceso de filtracidn utilizando una unidad de filtracién de 5 micrometros. Este
paso de filtracion secundario refina aln mas la solucion, eliminando particulas mas pequenas y
asegurando un mayor nivel de pureza. El proceso de filtracion con la unidad de 5 micras debe

tardar aproximadamente 20 segundos en completarse. Una vez que se filtra la solucion, transferirla
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a un recipiente de almacenamiento adecuado, como una botella de polietileno de alta densidad
(HDPE), asegurandose de que esté bien sellada para evitar la contaminacion. Almacenar la solucion

filtrada a una temperatura de 20 °C hasta su uso posterior.

Sr. Parametro Resultados
N.°

1 Quitosano % (p/v) 0,2

2 HCL % (v/v) 0,2

3 Urea % (p/v) 26

4 N en urea % (p/v) 11,96

5 Sulfato de amonio % (p/v) 37,7

6 N en sulfato de amonio % (p/v) 7,91

7 Azufre en Sulfato de Amonio % (p/v) 91

8 Sulfato en Sulfato de Amonio % (p/v) 27,4

9 Nitrdgeno total % (p/v) 19,87

Tabla 5
Parametro de prueba Unidad Valor Dev. Std.
pH 3,81
EC mS/cm 159,37
Viscosidad cps 5,35
Densidad g/cm3 1,23
Nitrégeno (TKN) % 19,87
Azufre % 91
Quitosano % 0,2
Tamafio hidrodinamico (por nimero) nm 422,2 16,57
Tamafo hidrodinamico (por intensidad) nm 491,5 25,13
Tamafio hidrodinamico (por media Z) nm 454,8 10,3
Potencial Zeta por DLS mV 9,857 0,4218
Tabla 6

Se produjo una formulacién de quitosano al 3% EZ2241293 (Tablas 1 y 2) de acuerdo con el

siguiente procedimiento.
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La formulacién comienza con la preparacién de una solucién intermedia. Esto comienza con la
preparacion de la solucién madre de origen N (p/p). Primero, preparar un vaso de precipitados de
vidrio de 2000 mL de capacidad colocandolo cuidadosamente en la balanza para garantizar una
medicion precisa. Tomar nota de su peso inicial. Con precisién, verter 400 gramos de agua en el
vaso de precipitados, asegurandose de que la medicion sea exacta. Una vez agregada el agua,
activar el agitador aéreo, ajustandolo a una velocidad de rotacién constante de 300 RPM.
Asegurarse de que la temperatura de la solucién permanezca estable a 25 °C durante todo este
proceso. Agregar gradualmente 435 gramos de urea a la solucién de agitacion, teniendo cuidado
de mantener una velocidad de mezcla constante. Dejar que la solucion se mezcle a fondo durante
3 horas, manteniendo la velocidad de agitacion a 300 RPM y la temperatura a 25 °C. Esto garantiza
la integracién completa de la urea en la solucién. Al finalizar el proceso de agitacion, detener
cuidadosamente el funcionamiento del agitador superior. Determinar el peso final de la solucion.
Medir el peso del vaso de precipitados que contiene la solucion, observando cualquier cambio con
respecto a su peso inicial. Se debe registrar el peso final, indicando la incorporacion exitosa de la
Urea a la solucion, resultando un peso total de 833 gramos. Para refinar la solucion, proceder a
filtrarla a través de una malla con un tamafio de malla de 200. Este paso garantiza la eliminacion
de cualquier impureza o particula no disuelta. La composicién (p/p) de esta solucién intermedia es

urea: 52,09%, y Nitrogeno: 23,96%. La Tabla 3 detalla las caracteristicas de la solucion.

Sr.N.° Parametro Resulta
dos
1 pH (antes de ajustar) 8,29
2 Conductividad (mS/cm) (antes de | 0,10
ajustar)
3 Conductividad (mS/cm) (después de | 1,18
ajustar)
4 Densidad (g/cm?3) 1,13
5 Viscosidad (cps) 1,96
Tabla 7

El segundo es la preparacion de una solucion madre de sulfato de amonio (p/p). Comenzar
seleccionando un vaso de precipitados de 1000 mL seco y pristino, asegurandose de que esté libre
de residuos o contaminantes. Colocar el vaso de precipitados meticulosamente en la bascula para
preparar las medidas precisas. Verter cuidadosamente 290 gramos de agua en el vaso de
precipitados limpio, ejerciendo precisidon para lograr una medicion precisa. Con el agua agregada,
iniciar el agitador aéreo, configurandolo para que gire a una velocidad constante de 300 RPM.
Mantener una temperatura estable de 25 °C durante todo este proceso para garantizar condiciones
optimas para la mezcla. Introducir 210 gramos de sulfato de amonio en la solucion de agitacion,

incorporandolo metddicamente para garantizar una dispersion completa. Dejar que la solucion se
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mezcle armoniosamente durante 3 horas, manteniendo la velocidad de agitacién a 300 RPM vy la
temperatura a 25 °C. Al finalizar el ciclo de agitacion, desconectar cuidadosamente el agitador
superior, deteniendo el proceso de mezcla de forma controlada. Usar la bascula para medir el peso
del vaso de precipitados que contiene la solucion, observando cualquier desviacién de su peso
inicial. El peso final registrado debe reflejar la incorporacion exitosa del sulfato de amonio, lo que
resulta en un peso total de 498,09 gramos. Para refinar ain mas la solucién, continuar con el
proceso de filtracion utilizando una malla con un tamafio de malla de 200. Este paso sirve para
eliminar cualquier impureza o particula no disuelta. La composicion_(p/p) de la solucién madre de

amonio es sulfato de amonio: 42%, azufre: 10,18 %, nitrégeno: 8,90 % sulfato: 30,5 %.

Sr. N.° Parametro Resultado
s
1 pH 4,91
2 Conductividad (mS/cm) 266,73
3 Densidad (g/cm?) 1,23
4 Viscosidad (cps) 2,74
Tabla 8

La preparacion de la nanoparticula a base de quitosano EZ2244810 utiliza las soluciones madre
preparadas anteriormente y procede de la siguiente manera. Comenzar pesando
meticulosamente el vaso de vidrio de 1000 mL de capacidad. Agregar 486,32 gramos de fuente
de N de urea en el vaso de precipitados. Para ajustar el pH al nivel deseado de 3,57, introducir
cuidadosamente aproximadamente 0,7 mL de Acido Clorhidrico (HCI), asegurando una mezcla
completa para lograr uniformidad en la distribucién del pH. De manera similar, prepare otro vaso
de precipitados de vidrio de 1000 mL de capacidad tarando la balanza, asegurando mediciones
precisas para los pasos posteriores. En este vaso preparado, agregar 453,48 gramos de fuente
de N de sulfato de amonio, manteniendo la precisiéon durante todo el proceso. Usar un papel de
pesaje separado, tarando la maquina de pesaje para garantizar una medicion precisa,
preparandose para la adicién de 0,1 gramos de sorbato de potasio, asegurando una medicion
precisa para cada componente. Prepare un vaso de precipitados de vidrio de 20 mL de capacidad
por separado tarando la bascula y agregando 7,5 gramos de agua, manteniendo la precisién en
la medicion. Pesar el vaso de precipitados de vidrio de 2000 mL de capacidad, tarar la bascula y
agregar 30 gramos de solucion de Zale-2 de la pasta. Colocar el vaso de precipitados debajo del
agitador suspendido, ajustarlo para que gire a 300 RPM y mantener una temperatura constante
de 25 °C. Después de 15 minutos de agitacion, introducir 486,32 gramos de fuente de N de urea
en la solucion, asegurando una distribucion uniforme a través de una mezcla suave. Treinta
minutos después, agregar 453,48 gramos de fuente de N de sulfato de amonio a la solucién,
manteniendo el proceso de agitacion para una incorporacion uniforme. Posteriormente, introducir

0,1 gramos de sorbato de potasio sélido en la solucidon después de otros 30 minutos, asegurando
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una mezcla completa para la homogeneidad. Después de 5 minutos adicionales, agregar 30
gramos de agua a la solucién, manteniendo el proceso de agitacion para garantizar una
integracién completa. Continuar agitando la solucién durante un total de 3 horas, dejando tiempo
suficiente para que todos los componentes se disuelvan e interactien por completo. Al finalizar el
ciclo de agitacion, detener cuidadosamente el agitador, deteniendo el proceso de mezcla de
forma controlada. Medir el peso final de la solucién, que debe ascender a 991 gramos, con 8,42
gramos adicionales contabilizados como pérdida por transferencia de solucion. Proceder a filtrar
la solucion utilizando una unidad de filtracion de malla 200, con un tiempo de filtracién de
aproximadamente 10 segundos, asegurando la eliminacion de impurezas o particulas no
disueltas. Refinar ain mas la solucion filtrandola a través de una unidad de filtracién de 5
micrometros, con un tiempo de filtracion de aproximadamente 13 segundos, mejorando la
pureza y la claridad de la solucion. Después de la filtracion, pesar nuevamente la solucion para
determinar su peso final, que ahora deberia ser de aproximadamente 982,5 gramos, con 9
gramos adicionales contabilizados como pérdida de solucién durante la filtracion. Almacenar la
solucién purificada en un frasco de HDPE de 1000 mL, asegurando un sellado adecuado para

mantener su integridad hasta su uso posterior.

Sr. N.° Parametro Resultado
s
1 Color Ambar
2 pH 4,51
3 Conductividad (mS/cm) 131,14
4 Densidad (g/cm3) 1,17
5 Viscosidad (cps) 2,52
Tabla 9

La composicién final (p/p) de la nanoparticula a base de quitosano EZ2241293 es quitosano =
0,3%, nitrogeno total (p/v) = 15,64%, sulfato de amonio total (con enlazador) = 19,06%, N en
urea = 11,65%, N en AS = 3,99%, S en AS = 4,62%, sulfato = 13,84, sorbato de potasio: 0,01%,
y Con. HCL (usar como mantenimiento del pH de la solucion de urea): 700 microlitros.

Se realizd un primer experimento en un ambiente hidroponico. La lechuga se cultivo en un sistema
hidroponico para evaluar el efecto de una nanoparticula a base de quitosano, EZ2241293 (véanse
las Tablas 1y 2), sobre la lechuga.

El experimento incluyo cinco pardmetros probados. Un control positivo, que fue alto en nitrégeno
(105,50 mg de nitrogeno aplicado por planta) agregado al medio de crecimiento, y una
pulverizacion foliar de agua. Se agregd un control negativo, que era bajo en nitrégeno (24,99 mg
de nitrégeno aplicado por planta) al medio de crecimiento, y una pulverizacién de agua. El
rociado de agua utilizado en estos dos controles es para eliminar la posibilidad de que el agua

rociada en las hojas tenga un efecto en las plantas. Se utilizd un control comercial para simular
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una pulverizacion foliar como esta disponible actualmente y se agregd nitrégeno bajo (24,99 mg
de nitrégeno aplicado por planta) al medio de crecimiento y una pulverizacién foliar de urea. Se
utilizdé un segundo control comercial para simular una pulverizacion foliar alternativa como la
disponible actualmente y se agregd nitrogeno bajo (24,99 mg de nitrdgeno aplicado por planta)
al medio de crecimiento, y una pulverizacion foliar de urea y sulfato de amonio. La formulacion
probada fue una nanoparticula a base de quitosano con 15,65% en peso de nitrdgeno, 0,3% en
peso de quitosano para una relacion de nitrdgeno a quitosano de 0,019. La nanoparticula a base
de quitosano se agregd a una pulverizacién foliar y se aplicd a 6,73 +/- 0,1 de nitrogeno por
planta.

La nanoparticula a base de quitosano tuvo un efecto positivo en las plantas, lo que resultdé en un
mayor ancho de la planta, mayor peso de los brotes, mayor vigor, mayor peso de las raices y
menor fitotoxicidad. Los aerosoles foliculares a menudo tienen un efecto adverso en las plantas,
ya que las sustancias en los aerosoles dafian o queman las hojas. La nanoparticula a base de
quitosano tiene una puntuacion de fitotoxicidad minima estadisticamente similar a la del control
positivo de alto nitrégeno en los medios hidropdnicos y el control negativo de bajo nitrégeno en
los medios hidroponicos. (Figura 14) Por el contrario, una pulverizacion foliar de urea y sulfato de
amonio tiene una calificacidn de fitotoxicidad estadisticamente mas alta. La baja calificacién de
fitotoxicidad de la nanoparticula a base de quitosano demuestra que una pulverizacion foliar con
la nanoparticula a base de quitosano produce menos dafio a una planta que una pulverizacion
foliar a base de urea y sulfato de amonio. El efecto del nitr6geno en las plantas se puede medir
de varias maneras. Para el estudio hidroponico con lechuga, el vigor de la planta es un
parametro que muestra el efecto del nitrégeno y la nanoparticula a base de quitosano. (Figura
15). Las plantas muestran mayor vigor con el mayor nivel de nitrégeno en los medios
hidropdnicos, que con el menor nivel de nitrdgeno en los medios hidropdnicos. La adicién de la
nanoparticula a base de quitosano constituye la diferencia entre los niveles altos y bajos de
nitrégeno en los medios hidropdnicos. En otras palabras, el vigor de las plantas de lechuga que
recibieron la nanoparticula a base de quitosano es estadisticamente equivalente al vigor de las
plantas de lechuga que recibieron el alto nivel de nitrégeno en el medio hidropdnico. La anchura
de la planta es otro parametro que identifica el efecto de la nanoparticula a base de quitosano.
(Figura 16). Las plantas muestran mayor ancho con el mayor nivel de nitrégeno en los medios
hidropdnicos, que el menor nivel de nitrégeno en los medios hidropdnicos. La adicién de la
nanoparticula a base de quitosano constituye la diferencia entre los niveles altos y bajos de
nitrodgeno en los medios hidropdnicos. En otras palabras, el ancho de las plantas de lechuga que
recibieron la nanoparticula a base de quitosano es estadisticamente equivalente al ancho de las
plantas de lechuga que recibieron el alto nivel de nitrégeno en el medio hidropdnico. Los
controles comerciales no fueron mejores que el control negativo. (Figura 17). Las plantas
muestran un mayor peso de los brotes con el mayor nivel de nitrégeno en los medios

hidropdnicos, que el menor nivel de nitrégeno en los medios hidropdnicos. La adicion de la
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nanoparticula a base de quitosano constituye la diferencia entre los niveles altos y bajos de
nitrodgeno en los medios hidropdnicos. En otras palabras, el peso de los brotes de las plantas de
lechuga que recibieron la nanoparticula a base de quitosano es estadisticamente equivalente al
peso de los brotes de las plantas de lechuga que recibieron el alto nivel de nitrégeno en el medio
hidropdnico. Los controles comerciales no fueron mejores que el control negativo. Otro
parametro para medir el efecto del nitrogeno es el peso de la raiz. Las raices se expanden y
buscan nitrégeno y otros nutrientes. (Figura 18). Los niveles altos y bajos de nitrdgeno en los
medios hidroponicos son estadisticamente equivalentes. La nanoparticula a base de quitosano da
como resultado un aumento en el peso de la raiz de las plantas de lechuga, lo que indica que las
plantas de lechuga que recibieron la nanoparticula a base de quitosano estan beneficiando a las
plantas de lechuga.

Varias caracteristicas de crecimiento mostraron que reemplazar el nitrdgeno con un menor
volumen de nanoparticulas basadas en quitosano dio como resultado rendimientos de biomasa
que eran al menos iguales al rendimiento de biomasa del control de alto nitrégeno. Esto significa
que las plantas recibieron tanto beneficio de una menor cantidad de nitrégeno asociado con una
nanoparticula a base de quitosano como el beneficio del alto contenido de nitrégeno. El alto
contenido de nitrégeno proporciond 105,50 mg de nitrégeno por planta. El bajo contenido de
nitrdgeno proporciond 24,99 mg de nitrdgeno por planta. La nanoparticula a base de quitosano
agregd 6,73 +/- 0,1 mg de nitrégeno por planta. Por lo tanto, la nanoparticula a base de quitosano
y el bajo nitrégeno hidropoénico en conjunto proporcionaron 31,72 mg de nitrégeno a la planta, o
una reduccion del 70% en la cantidad de nitrégeno total aplicado a cada planta. En otras palabras,
80,51 mg de nitrégeno eliminado se reemplazaron por 6,73 +/- 0,1 mg de nitrégeno o el 8,4% del
nitrogeno eliminado del nitrégeno alto se reemplazd por el nitrdgeno en la nanoparticula a base
de quitosano con un beneficio equivalente.

El segundo experimento fue un estudio de campo, donde se utilizé la nanoparticula a base de
quitosano en un aerosol foliar. Este estudio fue un estudio replicado de parcelas pequefias fuera
de temporada realizado en Florida.

Las plantas de maiz se sembraron en parcelas que se modificaron con una tasa alta de nitrogeno,
a 68,04 kg/acre de nitrdgeno) o baja de nitrdgeno a 49,90 kg/acre de nitrégeno). Hubo un control
con alto contenido de nitrégeno (68,04 kg/acre de nitrdgeno) y un control con bajo contenido de
nitrégeno (49,90 kg/acre de nitrdgeno). Se pulverizaron tres formulaciones diferentes de
nanoparticulas a base de quitosano en las diferentes graficas, lo que resultd en una grafica con
alto contenido de nitrégeno y una con bajo contenido de nitrégeno para cada nanoparticula a base
de quitosano. (Figura 19A). La formulacion de nanoparticulas a base de quitosano fue AN1132 =
0,2 % de quitosano, 12% de N de urea, 8% de N de sulfato de amonio. Se utilizd quitosano LMW.
Las formulaciones se pulverizaron en las parcelas a 5 L/acre. Esto da como resultado un peso de
nitrogeno de aproximadamente 1 kg/acre. Por lo tanto, los 18,14 kg/acre de nitrdgeno que se

eliminaron del nitrégeno alto al nitrégeno bajo se reemplazaron en el nitrégeno bajo con 1 kg/acre.
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El rendimiento para al menos algunas de las formulaciones de nanoparticulas basadas en quitosano
fue al menos estadisticamente igual al rendimiento del nitrégeno alto. Por lo tanto, el nitrégeno se
redujo en aproximadamente un 25% del nitrégeno alto al nitrégeno bajo con la adicién de la
formulacién de nanoparticulas a base de quitosano con un rendimiento estadisticamente igual.
Otra forma de afirmar esto es que la cantidad total de nitrdgeno utilizada en la nanoparticula con
bajo contenido de nitrdgeno mas la nanoparticula a base de quitosano fue de aproximadamente
el 75% del nitrégeno utilizado en la nanoparticula con alto contenido de nitrégeno con el mismo
rendimiento. Ademas, el nitrégeno en la formulacion de nanoparticulas a base de quitosano
reemplazd alrededor de 5,5% del nitrdgeno eliminado del nitrdgeno bajo. El bajo nitrdgeno mas
la nanoparticula a base de quitosano AN1132 dio como resultado niveles mas altos de nitrogeno
en las hojas en la etapa V8 que en el control de alto nitrégeno o bajo nitrégeno. (Figura 19B).

Un tercer experimento fue la adicién de una nanoparticula a base de quitosano a los campos de
maiz fertilizados con nitrégeno de acuerdo con las practicas de fertilizacién estandar aceptadas.
Se realizaron ensayos en Nebraska, Kansas y Ohio. Los tamafios de las parcelas fueron de
aproximadamente 10x45 pies, con 5 réplicas por tratamiento. Los parametros de prueba incluyeron
parcelas con un control no tratado, es decir, no se agrego fertilizante de nitrégeno ni composicion
de nanoparticulas a base de quitosano; parcelas de nitrdgeno estandar, es decir, parcelas
fertilizadas con nitrdgeno de acuerdo con los estandares agricolas; nitrogeno estandar mas
solucién de nanoparticulas a base de quitosano AN1113 pulverizada a 5 L/acre en dos puntos
durante el crecimiento; bajo nitrégeno, nitrégeno que se agrega a 18,14 kg / acre menos que el
nitrogeno estandar; y solucién de nanoparticulas a base de quitosano AN1113 pulverizada a 5
L/acre en dos puntos durante el crecimiento. En todos los ensayos, el nitrogeno total aplicado en
el escenario de nanoparticulas a base de quitosano + bajo nitrogeno fue entre un 15 y un 25%
menos de nitrégeno que el estandar del cultivador.

El nitrégeno se aplicd de acuerdo con las definiciones de tratamiento en la Tabla 10. Para la tasa
base estandar de nitrégeno, se utilizaron tasas de nitrdgeno representativas de las practicas
estandar de los productores locales para el potencial de rendimiento promedio, utilizando el minimo
del rango aceptable.

Tabla 10. Definiciones de tratamiento

Descripcion Aplicacion A: Solicitud Solicitud
Nitrogeno a través B: B:
del fertilizante V5-V-6 V5-V-6
tradicional Foliar Foliar

aplicado al suelo

1 Verificar Ninguno - -

2 N Estandar Tasa estandar -
N
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3 Estandar N + Split Tasa estandar N 5L/acre 5L/acre
Foliar (10L) AN1113 AN1113
4 N reducido Estandar menos - -
18,14 kg N
5 Reducido N + Split Estandar menos 18,14 5 L/acre 5 L/acre
Foliar (10L) kg N AN1113 AN1113
Tabla 10

La adicion de la nanoparticula a base de quitosano al nitrégeno estandar dio como resultado un
aumento del 7% en el rendimiento (Figura 20). La adicion de la nanoparticula a base de quitosano
al nitrégeno bajo dio como resultado rendimientos equivalentes al rendimiento de nitrogeno
estandar.

Las formulaciones de nanoparticulas a base de quitosano también se pueden utilizar junto con
otros insumos agricolas, por ejemplo, utilizados con herbicidas. Se realizaron experimentos con
multiples herbicidas para determinar cualquier efecto sinérgico y cualquier efecto antagonista. Se
realizaron experimentos con dos herbicidas, glifosato y 2,4-D. El glifosato no mostro evidencia
estadistica de antagonismo cuando se us6 con soluciones de nanoparticulas a base de quitosano.
(Figura 21 ). El experimento de glifosato involucré la prueba de siete cultivos diferentes de trigo,
maiz, raigras, mostaza, girasol, meldn y frijoles. Cada cultivo se probd al tener una condicion no
tratada, una condicion de glifosato y una solucién de nanoparticulas a base de quitosano junto con
glifosato. Hubo una separacion estadistica entre la afeccion no tratada y el glifosato, y entre la
afeccién no tratada y la solucién de nanoparticulas a base de quitosano junto con el glifosato. No
hubo separacion estadistica entre la condicion de glifosato y la solucion de nanoparticulas a base
de quitosano junto con la condicién de glifosato.

2,4-D no mostrd evidencia estadistica de antagonismo cuando se usd con soluciones de
nanoparticulas basadas en quitosano. (Figura 22). El experimento 2,4-D involucrd la prueba de
cuatro cultivos diferentes de mostaza, girasol, meldn y frijoles. Cada cultivo se probé teniendo una
condicion no tratada, una condicion de 2,4-D y una solucion de nanoparticulas a base de quitosano
junto con 2,4-D. Hubo una separacion estadistica entre la condicion no tratada y el 2,4-D, y entre
la condicion no tratada y la solucion de nanoparticulas a base de quitosano junto con 2,4-D. No
hubo separacion estadistica entre la condicion de 2,4-D y la solucidn de nanoparticulas a base de
quitosano junto con la condicion de 2,4-D.

La invencidon se ha descrito con referencia a diversas modalidades y técnicas especificas y
preferidas. Sin embargo, se entiende que se pueden realizar muchas variaciones y modificaciones

sin dejar de estar dentro del espiritu y el alcance de la invencion.



