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Abstract— At present, the agricultural sector has become
dependent on the use of synthetic fertilizers, with the aim of
supplying nutrients and promoting the productivity of
various crops. However, its prolonged application has been
shown to be detrimental to the soil and the microbiome.
Nanotechnology is presented as an efficient and ecological
alternative as nanonutrients, which allows the slow and
sustained release of nutrients. This research evaluates the
influence of the concentration of iron oxide nanoparticles
(FeO NP) in the germination process of Chenopodium
quinoa. The nanoparticles were obtained by a sustainable
method, achieving high monodispersity and spherical
geometry. The application as nanofertilizers showed a
significant effect compared to the control sample, which
allows us to determine that the size of the nanomaterial
promotes the improvement of nutrient absorption
mechanisms, in addition to contributing at an elemental
level to root development and germination rate.

Keywords- Nanofertilizers, green synthesis, iron oxide,
Chenopodium quinoa.
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Abstract— En la actualidad el sector agricola se ha vuelto
dependiente del uso de fertilizantes sintéticos, con el objetivo
de suministrar nutrientes y promover la productividad de
diversos cultivos. Sin embargo, se ha demostrado que su
aplicacion prolongada es perjudicial para el suelo y el
microbioma. La nanotecnologia se presenta como una
alternativa eficiente y ecologica como nanonutrientes, el cual
permite la liberacion lenta y sostenida de nutrientes. Esta
investigacion evalua la influencia de la concentracion de
nanoparticulas de oxido de hierro (FeO NP) en el proceso
germinativo de Chenopodium quinoa. Las nanoparticulas
fueron obtenidas por un método sostenible, lograndose una
alta monodispersidad y con geometria esférica. La aplicacion
en calidad de nanofertilizantes mostro un efecto significativo
respecto a la muestra control, lo cual permite determinar que
el tamariio del nanomaterial promueve la mejora de los
mecanismos de absorcion de nutrientes, ademads de aportar a
nivel elemental en el desarrollo radicular y tasa de
germinacion.

Keywords- Nanofertilizantes, sintesis verde, oxido de hierro,
Chenopodium quinoa.

I. INTRODUCCION

La Quinua (Chenopodium quinoa), con gran biodiversidad en
el Per( debido a los distintos pisos ecolégicos que presenta el
pais y que también es cultivada en varias regiones altoandinas
de América del Sur, es un pseudo cereal muy consumido debido
a sus excelentes valores nutricionales [1] Los componentes
activos, como minerales, vitaminas, A&cidos grasos y
antioxidantes convierten a la quinua en un alimento funcional
para la dieta humana. Minerales como calcio, hierro, zinc,
magnesio y manganeso, les dan a estos granos un alto valor
nutritivo; el calcio para los huesos y el hierro para las funciones
sanguineas, por ejemplo. Asi también las propiedades
antioxidantes de la quinua conferidas por la vitamina E y los
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acidos grasos ayudan a los procesos celulares como la actividad
neuronal [2].

Dado los grandes beneficios que presenta la Chenopodium
quinoa, su cultivo se ha extendido representando un &rea de
188,878 ha. produciendo alrededor de 175,188 toneladas [3].
Con la demanda mundial en aumento, los aspectos relacionados
al cultivo son fundamentales. Los estudios referentes a la
nutricion y manejo de agua son necesarios para obtener mas
rendimiento de grano con mejores componentes nutricionales.
La emergencia de las plantulas representa otro importante
factor debido a que afecta la poblacion de plantas, el
rendimiento y la calidad de grano [4].

La nanotecnologia representa una nueva alternativa para la
agricultura. Diversos trabajos muestran la accion de las
nanoparticulas (NP) como mediadoras en el proceso
germinacién y emergencia de diversas plantas [5]-[7]. Dentro
de los procesos de sintesis de NP, el método de sintesis verde
presenta grandes ventajas debido a su minimo impacto
ambiental, baja toxicidad y menores costos. En este método de
sintesis se utilizan reductores organicos como los extractos de
plantas entre otros [8].

Nanoparticulas de 6xido de hierro esféricas con tamafio
promedio de 20 nm fueron utilizadas como fertilizante en el
crecimiento y desarrollo de mani (Arachis hypogaea) logrando
mostrar que las NPs promueven el crecimiento del mani al
regular el contenido de fitohormonas y la actividad de enzimas
antioxidantes. Los resultados mostraron que las NP aumentaron
de la longitud de la raiz, altura de la planta, y la biomasa [9]. La
aplicacion de nanoparticulas de FezO,, con un tamafio de entre
50 y 100 nm, a pléantulas de trigo (Triticum aestivum) durante
cinco dias en hidroponia mostraron que las NP logran un
aumento de la longitud de brotes y raices sobre el control [10].
Asi  mismo nanoparticulas de Oxido de hierro a las
concentraciones de 0, 5, 10, 15, y 20mg L se utilizaron en
semillas de trigo (Triticum aestivum). Las plantas tratadas con
NP estaban sanas, méas verdes y crecieron bien sobre las plantas
de control. Los resultados mostraron que la altura de las plantas
de trigo y la longitud de las espigas aumentaron, especialmente
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con el tratamiento aquellas con concentraciones de NPs mas
alto [11].

Dada la necesidad de un mayor conocimiento sobre la eficiencia
de las nanoparticulas en una mayor tasa de germinacién se
planteé como objetivo de investigacion determinar el efecto de
nanoparticulas de 6xido de hierro producidas por un método de
sintesis verde sobre las caracteristicas germinativas de
Chenopodium quinoa.

Il. METODOLOGIA
1. Sintesis verde de nanoparticulas FeO

Para la sintesis se parti¢ de sulfato ferroso del laboratorio
Himedia. Se utiliz6é agua ultrapura (Thermo Scientific,
Barnstead Smart2Pure, MA, EE. UU.) durante todo el
experimento.

La metodologia de sintesis de FeO NP, fue previamente
reportado como solicitud de patente (002804-2022/DIN -
INDECOPI), por uno de los investigadores de este manuscrito.
Para el proceso de reduccidn, se usé como agente el extracto de
Camellia sinensis, en donde se combinaron tanto agente
reductor como precursor a temperatura ambiente y con
agitacién magnética, hasta finalmente llevarlo a pH 8. Para su
aplicacion en esta investigacion, las nanoparticulas obtenidas
fueron lavadas tres veces por ultrasonido y suspendidas en agua
ultrapura.

2. Inoculacién de FeO NP en semillas C. quinoa

Las FeO NP fueron inicialmente obtenidas en coloide (muestra
stock). A partir de esto, se realizaron tres diluciones en agua
ultrapura y colocado durante 1 hora en ultrasonido a
temperatura ambiente. Se consideraron tres grupos para el
tratamiento con nanoparticulas, cada grupo con un total de 50
semillas de C. quinoa. Las concentraciones del coloide de FeO
NP se consideraron en base a su absorbancia dptica, el cual esta
vinculado al pico de exciton del nanomaterial (Figura 3). Las
semillas fueron dispuestas en placas Petri previamente
esterilizadas, y provistas con dos discos de papel filtro
cuantitativo Whatman N° 42. El tratamiento consistid en la
aplicacion de 2 mL de coloide FeO NP con un atomizador.
Asimismo, se afiadi6 una placa Petri adicional como control, en
donde las semillas estuvieron en contacto con 2 mL de agua. La
evaluacion de la respuesta de las semillas ante el tipo de
tratamiento se hizo en intervalos de tiempo de 12 horas, con un
total de 60 horas, en donde se contabiliz6 del nimero de
germinados y el tamafio de radicula.

3. Andlisis estadistico

Para el andlisis estadistico se utilizd el software Microsoft
Excel, con su complemento RealStats. Los datos de las
variables porcentaje de germinacion se analizaron mediante el

disefio ANOVA unifactorial con un 95% de nivel de confianza
(p < 0,05). La evaluacion de los resultados del proceso
germinativo se presenta como el promedio estadistico
acompafado de su desviacion estandar.

I1l. RESULTADOS

En la actualidad existen diversos métodos de sintesis verde de
nanoparticulas FeO [12]-[14], en donde se suele destacar en
cada caso parametros como la monodispersidad, buen manejo
de la geometria y el grado de pureza del nanomaterial. Este
método se caracteriza por simplificar la ruta, reducir los costos
de producciéon y aminorar la contaminacion. La Figura 1
muestra el resultado por microscopia electrénica de barrido por
emision de campo (FESEM, por sus siglas en inglés), en donde
se puede evidenciar nanoparticulas aglomeradas, con

morfologia esférica definida y con similitud de tamafios entre
si, con valor de 40.75 + 2.3 nm, lo cual determina el potencial
reductor del extracto organico usado. Otros autores han
reportado nanoparticulas con diametros mayores [15]-[17]. Los
aglomerados muy posiblemente son debido a las fuerzas de
interaccidn idnica existente a nivel de nanomateriales.

RLBMATR L5
EHT = 3.00 kV Detector =InLens
WD= 33 mm Mag= 10.00K X

Figura 1. Microscopia electronica de barrido (FESEM) de las
nanoparticulas de FeO.

El proceso de reduccion de los precursores usados para la
obtencién de nanoparticulas esta limitado en muchos casos a
tener reacciones incompletas, y presentar trazas de otros
elementos, como producto de algunos compuestos usados
durante la reaccidn, o provenientes de minerales orgéanicos del
extracto. En tal sentido, el balance de reaccion a partir de los
compuestos usados es importante, especificamente para las
aplicaciones en donde se debe de garantizar la
monodisponibilidad y restringir posibles otros efectos. La
Figura 2, muestra el resultado de andlisis elemental por
espectroscopia de rayos X de energia dispersiva (EDS), de la
muestra stock de FeO NP, en donde se puede evidenciar la
presencia de los picos del hierro (Fe), sin presentar ningun otro
elemento. La presencia del oxigeno es clésica debido a la
naturaleza del andlisis de la muestra. Este resultado garantiza la
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eficiente reduccion del precursor. Otros métodos biogénicos
reportan procesos de reduccion, pero incompleta, ademas de la
presencia de trazas inorganicas, lo que conlleva a procesos de
lavado para su posterior aplicacion [18]-[20].
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Figura 2. Andlisis elemental por EDS, de las nanoparticulas de
FeO.

Las FeO NP fueron aplicados como nanofertilizantes,
especificamente vinculados a la evaluacién en el proceso
germinativo, esto como nanonutrientes. Para tal caso, se han
considerado un total de tres concentraciones a partir de la
dilucion del coloide stock. La Figura 3 muestra los espectros de
absorbancia de las diluciones consideradas para este
experimento, con valores de FeO-C1 = 3.81 u.a, FeO-C2=3.41
u.a, y FeO-C3=1.26 u.a. Entodos los casos se puede evidenciar
la presencia del pico de excitén en 313 nm.

Absorbance (u.a)

T T T
400 600 800 1000

Wavelength (nm)

Figura 3. Andlisis por espectrofotometria UV vis de las FeO
NP, a las tres concentraciones

A partir del resultado espectrofotométrico del coloide FeO-C1,
se ha disefiado la grafica TAUC (Figura 4), con el objetivo de
determinar el valor del ancho de banda. En tal sentido, el valor

&

obtenido es de 3.23 eV, resultado que estd muy por encima del
valor normal (2.2 eV) [21]. Con respecto a esto, Wang et al
[22] informd para casos similares vinculados a otro tipo de
nanoparticula de tipo 6xido metalico (ZnO) que si es posible
obtener este tipo de valores, siempre y cuando el diametro de
las NP tenga valores comparables con el radio de excitén de
Bohr (= 2,3 nm), lo cual implica un desplazamiento del ‘band
gap’ hacia el azul (respecto a valores de =~ 3.37 eV), lograndose
gracias a fuertes confinamientos cuanticos, que para efectos
précticos, es muy dificil de sintetizar nanoparticulas con
dimensiones por debajo del radio de Bohr. Esta informacion es
valida para el contexto de las FeO NP.

1000 ~
/'—_; 500
s
3.23 eV
0 T T

Energy (eV)

Figura 4. Grafica TAUC, para el calculo de ‘band gap’ de las
FeO NP.

En la actualidad, se vienen realizando investigaciones en donde
aplican diferentes tipos de nanomateriales, con el objetivo de
aportar a una de las grandes amenazas vinculados a la
productividad vegetal y la dieta humana, y esto es el afadir
nanonutrientes para la biofortificacion de la planta, mejorando
los mecanismos de absorcion en los diversos tipos de cultivo
[23]. Ademés, hay evidencia cientifica en donde las NP se
pueden aplicar como tratamientos en semilla, aspersién foliar o
en el suelo [24], [25].

Porcentaje de germinacion:

Se evaluo el porcentaje de germinacion en base a la influencia
de concentracién coloidal de NP. Se consideraron dos datos, el
primero a las 12 primeras horas y al finalizar (60 horas), en este
caso, se considero finalizacion cuando ya no presento desarrollo
radicular. La evaluacion inicial mostré diferencia significativa
entre la muestra control y aquellas a las que se le aplicé el
tratamiento, para tal caso, la muestra control presentd un 72%
de semillas germinadas, mientras que para las muestras FeO-C2
y FeO-C3 fueron valores similares (82%). Una vez finalizado
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el proceso, la diferencia significativa se mantuvo, con valor de
94% para el control, pero con una ligera variacion respecto a las
muestras con tratamiento, debido a que los valores méas altos
fueron para las muestras FeO-Cl y FeO-C2 con 98% de
semillas germinadas. Este efecto tiene como mecanismo
principal a su tamafio, y caracteristicas como su gran area
superficial y esencialmente una relacién superficie/masa
extremadamente alta, lo que las hace Gnicas en comportamiento
y pueden modificar las propiedades fisicoquimicas de los
materiales u organismos [26]. La aplicacion inicial como
recubrimiento en semillas, tienen el mecanismo especifico de
abrir camino a través de ‘nanoporos’ superficiales, facilitando
una mayor difusion para la penetracion de agua, oxigeno y
aumentando la accesibilidad de nutrientes mejorando la
germinacién, ademas de estimular la sintesis de triptéfano, que
estimula la génesis de auxinas, citoquininas y giberelinas, todas
ellas hormonas implicadas en el crecimiento y desarrollo de las
plantas [27].

Esto también trae consigo la mejora en el desarrollo de la raiz,
la longitud de los brotes y el crecimiento [28].
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Figura 5. Porcentaje de germinacion de semillas de C. quinoa.

También se evaluo a nivel de desarrollo radicular, la Figura 6
muestra tal influencia para las muestras control y con
tratamiento. A las 12 primeras horas se puede evidenciar un
notorio desarrollo radicular para la muestra FeO-C2 con una
longitud de 12 mm, seguido de la muestra FeO-C1 con 1.5 mm
y la muestra control 1.1 mm. La muestra FeO-C3 no mostro
desarrollo radicular. Este resultado va acorde al porcentaje de
germinacion, en donde la muestra FeO-C2 fue la que mostro
mayor actividad germinativa. Los resultados luego de
transcurrido 60 horas, evidencian diferencia significativa entre
Unicamente los tratamientos con FeO NP, en donde la muestra
FeO-C1 posee un desarrollo radicular primario de mayor
longitud (39.2 mm), y a su vez es la nica muestra que presenta
raices secundarias o pelos radiculares. La muestra control tiene
una longitud de 36 mm. Un detalle importante se muestra en
el tratamiento FeO-C3, en donde se puede evidenciar la

presencia de tres raices seminales, esto se repiti6 en varias de
las muestras expuestas a la misma concentracion, pues su
presencia ayuda a la absorcién de nutrientes, por lo que se
puede inferir que a mayor concentracion de coloide
nanoparticulado, genera una cinética de desarrollo mayor
como antesala a un proceso de mayor absorcion de nutrientes
frente al proceso de emergencia en medio de cultivo.

Se ha informado que las FeO NP aumentan la germinacién de
las semillas, lo que ayuda considerablemente a que la raiz
crezca y tenga un mejor desarrollo, asimismo, mejoran el
contenido de clorofila, fésforo y nitrdgeno [29].

Figura 6. Germinacion de semillas C. quinoa con tratamiento
control y FeO NP, (a) 12 horas de iniciado el tratamiento, (b)
60 horas.

La frecuencia de germinacion en funcion al tiempo marca un
pardmetro importante, esto vinculado a la tasa de semillas
germinadas y evaluadas en los intervalos de tiempo ya
definidos. Es asi como, la Figura 7 muestra un comportamiento
acelerado y decadente para la muestra control, mientras que la
muestra FeO-C2 posee una caracteristica interesante al tener un
ligero incremento en su tasa germinativa a las 32 horas de
iniciado el tratamiento. Las muestras FeO-C1 y FeO-C3 tienen
caracteristicas similares, con menor dinamismo de decaimiento
respecto al control.

La evaluacion experimental vinculado al crecimiento de tallo y
raiz, analisis de biomasa, han revelado en otras investigaciones
una relacion dependiente de la dosis y tiempo, eso debido a la
absorcion de Fe03[30]. En general, los éxidos metéalicos como
nanonutrientes en concentraciones Optimas desempefian un
papel importante sobre el rendimiento de tubérculos [31].
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Figura 7. Tasa de germinacion.
Germinacion diaria media (GDM):

Es el calculo de la razén entre el porcentaje final de
germinacién (PG) y el nimero de dias transcurridos hasta llegar
al valor maximo. Dicho indice se expresa sin unidades. La
Figura 8 muestra el mencionado parametro, el que a su vez
muestra diferencia significativa de los tratamientos con
nanoparticulas y el control. Las muestras tratadas con FeO-C1

y FeO-C3 son de bastante similitud.
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Figura 8. Germinacion media diaria.
indice de germinacion

Este parametro provee una medida del tiempo de germinacién
en relacion con la capacidad de germinacion. Constituye un
indicador de la interaccién de los factores que promueven o
inhiben la germinacion, asi como de los respectivos factores
que favorecen o impiden el crecimiento de la radicula.

Para las muestras en evaluacion, a las 12 primeras horas se
evidencio diferencia significativa entre la muestra control
(1G=0.36), y las muestras FeO-C2 y FeO-C3 con 1G=0.4.
Pasado las 24 horas, la muestra control tuvo una disminucién

de este valor (0.22), al igual que las deméas muestras con valores
mas diferenciados. EI mecanismo de interaccion nanoparticula-
semilla se produce generalmente por interacciéon quimica, lo
que implica la construccion de especies de oxigeno, accién del
transporte de membrana, la peroxidacion de lipidos y el
trastorno de las células i6nicas, lo que lleva a generar los
cambios respecto al control [32].
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Figura 9. indice de germinacion.

En general, se sabe que el hierro es un nutriente importante en
la planta, debido a que promueve su crecimiento y desarrollo
[33]. La aplicacién de material nanoestructurado basado en
hierro mitiga la deficiencia de este mineral, pero mejorando los
mecanismos de interaccion debido a su tamafio y buena
biocompatibilidad, y propiedades superparamagnéticas.

Autores sefialan que no tan solo micronutrientes basados en
hierro son esenciales para la mejora de procesos metabolicos en
planta, sino también los basados en manganeso y otros tipos de
minerales, lo cual apertura el desarrollo de aplicacion a escala
nanométrica de este tipo de elementos metalicos [34], [35].
Recientemente se ha informado que las FeO NP aplicados en la
raiz tienen un efecto en el crecimiento de las raices y el
contenido de clorofila [36].

Otro caso para citar es su aplicacion en plantas de A. hypogaea,
en donde se evidencio el aumento de la longitud de la raiz,
altura de la planta, biomasa y niveles de clorofila [9].

IV. CONCLUSIONES

La sintesis verde de nanoparticulas de 6xido de hierro fue
viable, mostrandose el potencial reductor del extracto de C.
sinensis, lograndose nanoestructuras esféricas y con diametro
medio de 40.75 nm. La aplicacion de estas nanoparticulas
coloidales en funcién a la variacion de la concentracién mostro
un efecto significativo respecto a la muestra control, lo cual
permite determinar que el tamafio del nanomaterial promueve
la mejora de los mecanismos de absorcion de nutrientes,
ademas de aportar a nivel elemental en el desarrollo radicular y
tasa de germinacion.
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