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Introduccion y objetivo

Las plantas se encuentran permanentemente sujetas a estreses abidticos y bidticos, por lo que han desarrollado
mecanismos adaptativos complejos. Los estreses abioticos, tales como, la sequia, la salinidad y las temperaturas extremas,
son las causas principales de la disminucién de la produccion agricola a nivel mundial, y se prevé que su incidencia
aumente debido al cambio climatico. En concreto, el estrés por calor perturba el equilibrio celular, obstaculiza el
crecimiento y desarrollo vegetal, y conduce a la esterilidad y disminucién del rendimiento.

En condiciones de estrés por calor, las plantas exhiben numerosos mecanismos de defensa, destacando el aumento de la
sintesis de proteinas de choque térmico y la sintesis de fitohormonas, asi como la produccién de varios metabolitos que
actian como osmoprotectores. Cuando las plantas se someten a estrés térmico, se produce la sintesis de prolina por
induccion de la pirrolina-5-carboxilato sintasa (P5CS), lo que conduce a la acumulacion subsiguiente de este aminoacido,
mejorando la tolerancia de las plantas y mitigando el dafio oxidativo.

Los efectos beneficiosos de la prolina se pueden potenciar mediante técnicas de liberacidn retardada. En estudios
realizados por el Grupo de Ecofisiologia y Biotecnologia de la Universitat Jaume I, se demostro que es posible potenciar
el efecto protector de varios fitoreguladores mediante su encapsulacion y liberacion controlada [1]. El objetivo principal
de este trabajo consiste en desarrollar nuevas formulaciones de prolina encapsulada con diferentes materiales de
recubrimiento para aumentar la tolerancia de las plantas de Arabidopsis al estrés por calor.
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Introduccién y objetivo

El cambio climéatico conduce a alteraciones extremas en el clima, incluyendo periodos de frio intenso, sequias, olas de
calor, lluvias extremas e inundaciones. Estos eventos desfavorables pueden afectar a las plantas, alterando su tasa de
crecimiento y desarrollo. La percepcion de estimulos externos esta regulada por fitohormonas, entre ellas el acido
salicilico (SA), que regulan respuestas de crecimiento y defensa. Las fitohormonas encapsuladas han ganado atencion
como un novedoso tratamiento paliativo para las plantas sometidas a estrés ambiental. Existen varios métodos para
encapsular biomoléculas, y entre ellos, la atomizacién de suspensiones ha surgido como un proceso especialmente
atractivo.

En un estudio previo realizado en el Grupo de Ecofisiologia y Biotecnologia de la Universitat Jaume 1, se formularon
muestras encapsuladas de SA con silice/quitosano en diferentes proporciones, y se analizaron sus caracteristicas fisico-
guimicas, dando como resultado un prometedor producto antifingico [1]. Sin embargo, se desconoce si la temperatura de
pulverizacion afecta a la estructura y propiedades del SA. Por tanto, este estudio tiene como primer objetivo, formular
muestras encapsuladas de SA utilizando un solvente organico para reducir la temperatura de trabajo durante la etapa de
atomizacion.

El segundo objetivo se centra en optimizar las dos operaciones unitarias implicadas en el proceso de encapsulacion:
molienda via himeda y secado por atomizacion. Para ello, se emplea un disefio experimental con un andlisis factorial
fraccionado de dos niveles para analizar el impacto de las variables clave del proceso: i) contenido en sélidos, ii) velocidad
de molienda, iii) tiempo de molienda, iv) temperatura de secado, v) velocidad de alimentacion de la suspension y vi) flujo
de aire de secado. El objetivo general es discernir las variables que afectan en mayor medida al proceso y determinar sus
valores Optimos para el proceso de encapsulacion. Esta optimizacion tiene un doble proposito: reducir el consumo
energético y minimizar la huella ambiental del proceso a escala industrial.
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Material y métodos

i) Homogenizacién de la suspensién utilizando un molino planetario ii) Material pulverulento obtenido mediante secado por atomizacion

Aire

EG Boquilla
O Medio de molienda ]

- M o]
® Cdpsula
* Compuesto activo ﬂ u

E Suspensién

Cdmara de N
secado Filtro
Ciclén
-
@ Material seco .
iii) Formulacién de muestras de silice/quitosano SA en medio acuoso y solvente organico iv) Optimizacion del proceso de encapsulacién mediante un disefio
experimental factorial fraccionado
{/"' P Variables Level [+1) Level (1),
3 A Solid content 6.4% 4.0%)
B Milling speed 220rpm 160 rpm
C Milling time 80 min 40 min
— PDA — ey D Spray temperature 160°C 130°C
- J E Feed rate 12 mL/min 5 mL/min
F Airflow 90% 70%)

Experiments

Vs
PDA + silicalchitosan- )
encapsulated SA | & —i &
samples s

Comparacion de |as caracteristicas de las muestras encapsuladas

Acetona

P
1
1
1
1

-1
1
1
1
1
1

P Bvawanewne
H AR U 9
HENCOU RN R N A A
HOR USRS
IS R R R R R R
I m e s e e e e m

Figura 1. Metodologia general empleada
Resultados y conclusion

Los resultados revelan que no es necesario usar un solvente organico para reducir la temperatura durante la atomizacion,
puesto que el potencial antifingico de las muestras de SA encapsulados no mejord. Los encapsulados formulados con
acetona inhibieron de manera efectiva el crecimiento micelial de Alternaria alternata y Penicillium digitatum en
aproximadamente un 50%.

Por otro lado, la optimizacion del proceso de encapsulacion revel6 que las variables més influyentes son el contenido en
s6lidos y la velocidad y tiempo de molienda. Estas tres variables desempefian un papel crucial en la homogeneizacién del
material y condicionan el desgaste por molienda. Un contenido en sélidos bajo, junto a una mayor velocidad y tiempo de
molienda, sobredimensiona el rendimiento y la eficiencia de encapsulacion, afectando asimismo a la humedad y la
superficie especifica de los encapsulados.

De la misma forma, la velocidad de alimentacion, el flujo de aire y la temperatura de pulverizacion son criticos para el
secado adecuado de las suspensiones. Una velocidad de alimentacién rapida, combinada con un bajo flujo de aire, no
proporciona el tiempo necesario para un secado adecuado del material, lo que conduce a su adherencia a las paredes. Estas
complicaciones durante el proceso de atomizacion se traducen en valores bajos en la eficiencia de encapsulacion del SA
y la disminucién de su efecto antifingico.

El disefio experimental factorial fraccionado permitié optimizar las variables del proceso, mejorando la encapsulacion y
las propiedades finales de los encapsulados. Estos resultados son un punto de partida valioso para formular otras
moléculas derivadas de plantas que tiene un papel crucial en la tolerancia al estrés.
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Figura 1. Metodologia general empleada.

Resultados y conclusion

Nuestros resultados revelan que concentraciones de prolina libre superiores a 1ImM tienen un efecto toxico en las plantas
tratadas. Sin embargo, las plantas tratadas con prolina encapsulada a estas concentraciones muestran sintomas de toxicidad
mucho menores. La encapsulacién permite una liberacion controlada y prolongada en el tiempo, reduciendo la
concentracion de prolina disponible en el medio.

Una vez definida la concentracion éptima para trabajar con los encapsulados, se procedié a someter plantas de Arabidopsis
a estrés por calor. Se observd que aquellas que crecieron en medios con prolina encapsulada presentaron una mayor
tolerancia al estrés. El analisis morfol6gico mostré que las plantas tratadas con el encapsulado tenian una mayor longitud
de raiz y un mayor tamafio de roseta.

La ausencia de cambios morfolGgicos extremos observados esta relacionada con un menor desequilibrio entre el acido
salicilico (SA) y el &cido indolacético (IAA). Ademas, las plantas tratadas con prolina encapsulada mostraron una
expresion controlada de los principales genes implicados en la ruta de biosintesis de la prolina (PCR y P5CS1) y una baja
expresion de los genes transportadores de la misma (ProT1, ProT2 y ProT3), lo que sugiere un equilibrio entre la
acumulacion y el catabolismo de la prolina.

De igual manera, en la ruta de desintoxicacién de la planta, se observa una sobrexpresion de dos genes implicados en el
ciclo Ascorbato-Glutation (MDHAR1 y DHAR?2), en las plantas control y en las plantas tratadas con la prolina
encapsulada, a diferencia de las plantas tratadas con prolina libre, donde se observa la supresion de la expresion de dichos
genes, lo que sugiere que la planta no puede eliminar eficazmente el peréxido de hidrégeno.
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