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Resumen

Titulo: Produccion de nanoparticulas de dioxido de titanio por molienda de alta energia para su
uso en la agricultura”
Autor: Angélica Maria Nifio Gomez y Nathalia Isabel Guerrero Pacheco™

Palabras Clave: Nanoparticulas, Agricultura, Molienda de alta energia, Fertilizantes.

Descripcion: Debido al crecimiento de la poblacion mundial, se busca una agricultura sostenible para

satisfacer la demanda de alimentos. En este contexto, se ha innovado en la implementacion de nanoparticulas,
destacando las de didxido de titanio - TiO,. Estas suelen sintetizarse mediante métodos costosos y contaminantes, por
lo que la molienda de alta energia se presenta como una alternativa flexible, directa, de bajo costo y sin residuos. Por
tanto, el objetivo de este proyecto fue producir nanoparticulas de TiO, mediante molienda de alta energia para su uso
en agricultura. Para ello, se obtuvieron nanoparticulas de TiO, mediante la variacion de parametros de molienda como
el factor de llenado, la velocidad y el tiempo de molienda. Posteriormente, se caracterizaron usando técnicas como
DLS, AFM, SEM, XRD y XPS. Finalmente se evalu6 el efecto de la adicion de las nanoparticulas de menor tamafio
junto con un fertilizante balanceado en cultivos de Ray Grass bajo invernadero. Los resultados obtenidos mostraron
que la variacidn de los parametros de molienda influye en la cantidad y tamafio de las nanoparticulas, alcanzando un
tamarfio promedio de 95,2 nm, lo que representa una reduccién del 66,3%. Las técnicas de caracterizacion revelaron
que las nanoparticulas mas pequefias tienen una morfologia esférica y una cristalinidad mayoritariamente de fase
anatasa y sin cambios quimicos en el material de molienda. Ademas, su aplicacion con un fertilizante balanceado en

cultivos resulté en una mayor produccion de biomasa y una mayor eficiencia en la recuperacion de nitrdgeno.

“ Trabajo de Grado

“ Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Ingenieria quimica.
Directora: Monica Andrea Botero Londofio. Doctora en Ciencias-Fisica. Codirectoras: Karen
Viviana Amorocho Cubides. Ingeniera Quimica. Laura Yiceth Sanabria Medina. Quimica.
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Abstract

Title: Production of titanium dioxide nanoparticles by high energy ball milling for use in
agriculture”
Author(s): Angélica Maria Nifio Gomez y Nathalia Isabel Guerrero Pacheco ™

Key Words: Nanoparticles, Agriculture, High-energy milling, Fertilizers.

Description: Due to the growth of the world population, sustainable agriculture is sought to meet the demand for

food. In this context, innovation has been made in the implementation of nanoparticles, with TiO, nanoparticles
standing out. These are usually synthesized by expensive and polluting methods, so high-energy milling is presented
as a flexible, direct, low-cost, and waste-free alternative. Therefore, the objective of this project is to produce TiO;
nanoparticles through high-energy milling for use in agriculture. To achieve this, TiO2 nanoparticles were obtained
by varying milling parameters such as filling factor, speed, and milling time. They were then characterized by
techniques such as DLS, AFM, SEM, XRD, and XPS. Finally, the effect of adding the smaller nanoparticles together
with fertilizer to Ray Grass crops in a greenhouse was evaluated. The results showed that the variation in milling
parameters influences the quantity and size of nanoparticles, reaching average size of 191.5 nm, representing a 66.3%
size reduction. Characterization techniques revealed that the smaller nanoparticles have a spherical morphology and
a predominantly anatase crystallinity phase and without chemical changes in the milling material. Furthermore, their
implementation with fertilizers in crops resulted in increased biomass production and higher efficiency in nitrogen

recovery.

“ Degree Work

“Faculty of Physicochemical Engineering. School of Chemical Engineering. Chemical
Engineering. Director: Ménica Andrea Botero Londofio. Doctor in Sciences-Physics. Co-directors:
Karen Viviana Amorocho Cubides. Chemical engineer. Laura Yiceth Sanabria Medina.
Chemistry.



Nanoproduccion de TiO2 para su uso en la agricultura 11

Introduccion

La poblacién mundial se encuentra en constante crecimiento; segun la Organizacion de las
Naciones Unidas (ONU), se estima que para el 2050, la poblacién aumentara aproximadamente a
9700 millones de seres humanos en el planeta, lo que plantea desafios en la seguridad alimentaria
(United Nations, 2023). Esto implica considerar un incremento en la produccidn para satisfacer la
demanda de alimentos tanto para seres humanos como para animales (FAO, 2017). En ese sentido,
Colombia tiene el potencial para responder a esa demanda alimentaria. Sin embargo, los costos de
produccion agricola son elevados y generan efectos negativos sobre el medio ambiente, los cuales
son producto de diversos factores como lo es el uso excesivo de fertilizantes (Barrera-Ramirez
etal., 2019; Dubey & Mailapalli, 2016). Por lo tanto, es necesario implementar una agricultura
sostenible que mejore la eficiencia de los fertilizantes convencionales y ayude a mitigar los

impactos ocasionados por el cambio climatico.

La nanotecnologia desempefia un papel fundamental en la agricultura sostenible, ya que
permite mejorar la absorcion de nutrientes al aumentar la interaccion de los fertilizantes con el
suelo (Lira-Saldivar et al., 2018). Las nanoparticulas de dioxido de titanio (TiO2) representan una
gran alternativa debido a su biocompatibilidad, baja toxicidad, estabilidad quimica y bajo costo
(Vargas, 2011). Sin embargo, la mayoria de las nanoparticulas son sintetizadas por métodos
bottom-up gque contaminan debido a los solventes utilizados y las impurezas presentes en el
producto final (Abid et al., 2022). Por otro lado, entre los métodos top-down se encuentra la

molienda mecanica de alta energia, caracterizada por ser una técnica flexible, directa, de bajo costo
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y sin residuos (Badillo, 2021). No obstante, la variacion de sus parametros influye en propiedades
de las nanoparticulas resultantes, como su estructura, morfologia, composicién y tamafio, y su
relevancia radica en la posibilidad de aplicarlas en cultivos para evaluar su eficacia en la mejora
de la produccion y en la absorcion de nitrogeno (Kopp Alves et al., 2013; Marifio-Gamez et al.,
2022). En este sentido, la experimentacion con cultivos es esencial para determinar si estas

nanoparticulas tienen un impacto positivo en el crecimiento y desarrollo de las plantas.

A partir de lo anterior, vale la pena preguntarse: ¢ Cual es el impacto de la molienda de alta
energia en las propiedades de las nanoparticulas de TiO> fabricadas y en su eficacia como aditivo
a fertilizantes? Por lo tanto, el presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo elaborar
nanoparticulas de TiO2 mediante un método de reduccion de bajo costo, que es la molienda de alta
energia, para su posterior uso en la agricultura como aditivo de fertilizantes comunes, con el fin

de mejorar la absorcion de nutrientes.

Este proyecto se desarroll6 con el apoyo de los grupos de investigacion Ciencia de
Materiales Biologicos y Semiconductores (CIMBIOS), Grupo de Investigacién en Ciencias
Agrarias y Ecologia (GICAE) y el Grupo de Investigacion en Sistemas de Energia Eléctrica
(GISEL) de la Universidad Industrial de Santander, vinculados al proyecto “Nanofertilizantes en

el suelo y emisiones de oOxido nitroso” financiado por el Fondo Regional de Tecnologia

Agropecuaria FONTAGRO.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo General
Obtener nanoparticulas de TiO> mediante el método de molienda de alta energia y evaluar
su efecto en la agricultura.
1.2 Objetivos Especificos
Fabricar nanoparticulas de TiO. mediante molienda de alta energia, variando parametros
como la velocidad de rotacion del molino, el tiempo de molienda y el factor de llenado.
Caracterizar las nanoparticulas de TiO2 obtenidas mediante Dispersion de Luz Dinamica
(DLS), Difraccion de Rayos X (XRD), Microscopia Electronica de Barrido (SEM), Microscopia
de Fuerza Atomica (AFM) y Espectroscopia Fotoelectronica de Rayos X (XPS), con el fin de
determinar sus propiedades estructurales, morfoldgicas y superficiales.
Evaluar el efecto de la adicion de fertilizantes con nanoparticulas de TiO2 a cultivos de Ray

Grass en invernadero en la produccion de biomasa y la eficiencia en el uso de nitrégeno.
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2. Estado del arte y Marco Tedrico

La agricultura es un sector clave, ya que abastece la demanda de materias primas de la
industria alimentaria. EI aumento de la poblacién humana y la mala gestion de los recursos
naturales requieren que ésta sea mas rentable, con un menor impacto al medio ambiente y una
mayor eficiencia en la produccidn. Por lo tanto, es esencial innovar en la agricultura para garantizar
su sostenibilidad (Patra et al., 2017).

Actualmente, la nanotecnologia (NT) es un area de estudio con el potencial de innovar en
diversos campos, como la medicina, la electronica, la agricultura y la energia. Por esta razoén, la
investigacion interdisciplinaria en esta ciencia ha captado la atencion en la ultima década (Hamad
etal., 2020). La agricultura se suma a este interés, buscando mejoras a traves de la adopcion de
tecnologias avanzadas como ésta (Sahoo et al., 2022).

La NT tiene diversas aplicaciones en la agricultura. Se puede utilizar para mejorar los
cultivos, detectar enfermedades en las plantas, controlar malezas y plagas, remediar el suelo y el
agua (A. Singh & Imtiyaz, 2023; V. Singh, 2022). Su aplicacion puede mejorar las practicas
agricolas al suministrar nutrientes y agroquimicos a las plantas de manera controlada, asi como
aumentar el rendimiento de los cultivos (Bala et al., 2023; Khan et al., 2022).

Los agroquimicos basados en la NT, como los nanofertilizantes (NF), son una alternativa
para optimizar los fertilizantes inorganicos convencionales y reducir su impacto en el medio
ambiente (Zahra et al., 2022). Su implementacién mejora la disponibilidad de nutrientes para las
plantas y reduce la pérdida de nutrientes por lixiviacion (Ali etal., 2021). Segun el estudio
realizado por Abdel-Hakim et al, donde se evalu6 el efecto de la incorporacién de nanofertilizantes

a fertilizantes comunes sobre el rendimiento y crecimiento de las plantas de lechuga (Lactuca
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sativa L), se observo que al agregar un 25% de NF, aumentd la longitud de la raiz, el peso fresco
y el peso seco en un 35%, 19% y 20% respectivamente (Abdel-Hakim et al., 2023).

Los nanofertilizantes se pueden clasificar como NF de macronutrientes y de
micronutrientes (Yadav et al., 2023). Los de macronutrientes incluyen nitrégeno, fésforo, potasio,
calcio y magnesio, mientras que los de micronutrientes incluyen hierro, boro, zinc, cobre y silicio
(Khatri & Bhateria, 2022). También se encuentran fertilizantes mejorados con nanoparticulas, que
utilizan materiales a escala nanométrica para mejorar el crecimiento y la productividad de los
cultivos, y reducir el uso excesivo de fertilizantes. Los nanomateriales que se emplean en su
mayoria son provenientes de 6xidos metalicos como el TiO (Deepika et al., 2020; Kopittke et al.,
2019; Mandal & Lalrinchhani, 2021)

El TiO2 es un compuesto ampliamente utilizado en diferentes sectores industriales, incluida
la agricultura, debido a sus propiedades fotocataliticas y antimicrobianas (Liu et al., 2022). Las
NP de TiO- son utilizadas en la agricultura con el propdsito de aumentar la actividad de varias
enzimas y estimular la absorcion de nitratos (Abushad etal., 2023). A su vez, aceleran la
conversion del nitrégeno inorganico en nitrégeno organico, lo que facilita su asimilacién por la
planta, favoreciendo asi su crecimiento (Marek et al., 2021). En estudios como los realizados por
Morteza et al, en donde se dispersaron nanoparticulas de TiO sobre cultivos de maiz (Zea mays
L), se observo una mejora del 30% en el rendimiento de las plantas empleando concentraciones de
0,01% y 0,03% (Morteza et al., 2013)

A su vez, las NP de TiO; pueden actuar como catalizadores, acelerando los procesos
bioquimicos necesarios. Este efecto se refleja en la investigacion de Reliya et al, en donde se

evalud el efecto fisiologico de su aplicacion en frijol mungo (Vigna radiata L.), obteniendo un
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aumento del 94% en la proteina foliar soluble total (Raliya etal., 2015). Asi mismo, la
implementacion de NP de TiOz logra una mayor produccién de cultivos y una reduccion en la
cantidad de fertilizantes necesarios para obtener los mismos rendimientos (Chaudhary & Singh,
2020).

En la actualidad, existen diversos métodos de sintesis de NP de TiO2 como los métodos
fisicos o quimicos. Estos ultimos son los mas usados en investigaciones con enfoque hacia la
agricultura (NDABA et al., 2022); sin embargo, provocan contaminacion debido a los solventes
utilizados. Entre los métodos fisicos se encuentra la molienda de alta energia, donde existen
factores a considerar en su operacién, como el tiempo de molienda, el tamafio de los cuerpos
moledores, la proporcion de bola - polvo (BPR), la velocidad de rotacion, el factor de llenado
(FRV) y el tipo de medio (seco o0 himedo). La variacidén adecuada de estos parametros determinara
las caracteristicas de la nanoparticula ideal para su uso en la agricultura, ya que éstos pueden influir
en la morfologia, estructura, composicion y tamafio (Ramirez Herrera, 2022).

La variacion en la velocidad de molienda, el tiempo y el factor de llenado permite controlar
la energia cinética aplicada al sistema, lo que favorece la fragmentacion de las particulas para
obtener nanoparticulas de tamafio reducido y distribucion uniforme. Disponer de una amplia gama
de velocidades de molienda es crucial debido a su impacto en el tamafio de las particulas y la
actividad fotocatalitica del material resultante. Los estudios han demostrado que las velocidades
variables de molienda afectan a la reduccién del tamafio de las particulas e influyen en el tamafio
de los cristalitos y la morfologia de las nanoparticulas de TiO2, lo que provoca cambios en la

eficiencia fotocatalitica (Messai et al., 2018). Al explorar una amplia gama de velocidades de
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molienda, es posible optimizar el proceso de molienda para lograr las caracteristicas deseadas
(Petrovi¢ et al., 2019).

El tiempo de molienda es un factor importante para considerar, ya que, tiempos
prolongados pueden aumentar los costos debido al consumo de energia y al desgaste de los
equipos. Utilizar tiempos de molienda cortos contribuye a minimizar los costos asociados al
consumo de energia y al mantenimiento de los equipos, potenciando la eficiencia del proceso
(Pohshna et al., 2020). Con la idea en mente de reducir el consumo de energia del proceso, la
variacion del factor de llenado cumple un papel crucial, ya que un factor de llenado muy alto puede
llevar a una sobrecarga del molino y a una menor eficiencia al limitar la capacidad de movimiento
de los cuerpos moledores (Carneiro et al., 2014). Debido a lo anterior, es importante utilizar un
vaso de molienda y cuerpos moledores que permitan lograr un factor de llenado adecuado y a su
vez obtener la mayor cantidad posible de muestra resultante, teniendo en cuenta que se debe
mantener una proporcion de bola - polvo (BPR) de 10:1 debido a que garantiza un numero
suficiente de bolas para impactar y triturar eficientemente el material (Petrovi¢ et al., 2019).

Respecto al medio de molienda, utilizar un medio seco en lugar de un medio hiumedo ofrece
varias ventajas significativas. En primer lugar, el medio seco reduce la formacion de aglomerados
al evitar la aglomeracién causada por la presencia de agua, lo que resulta en una distribucién de
tamario de particula mas homogénea y en particulas individuales mas finas. Ademas, al no utilizar
agua, se evita la oxidacion de las nanoparticulas de TiO2, lo que podria afectar negativamente a
sus propiedades fisicas y quimicas. Por ultimo, el proceso en medio seco ofrece ventajas como

costo-efectividad, no toxicidad y alta estabilidad quimica, lo que resulta en un menor consumo de
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energia y en una mayor productividad en comparacion con el método en medio himedo (Anuratha
& Lakshminarasimhan, 2014).

Algunos de los argumentos antes descritos llevan a la hipotesis de este trabajo, la cual
sugiere que es posible reducir el tamafio del TiO, a escala nanométrica utilizando un molino
planetario, obteniendo tamafios y morfologias adecuadas que mejoren la produccién de biomasa y
eficiencia en el uso de nitrdgeno en cultivos de Ray Grass.

La eleccion del cultivo Ray Grass se debe a su facil establecimiento, rapida germinacion y
su eficiencia en el uso de fertilizantes, lo que permite muestreo en poco tiempo. Tiene un alto
contenido de proteina y buena digestibilidad, lo que lo convierte en una excelente opcion para
alimentar ganado y producir alimentos balanceados (Bracken et al., 2022; Cinar et al., 2020; Egan

etal., 2018; Grace et al., 2019).
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El diagrama de flujo general que resume la metodologia empleada en el proyecto se ve

reflejado en la Figura 1.
Figural

Diagrama de flujo

Nanoestructuracién de diéxido de titanio

Caracterizacion de las nanoparticulas de didxido de titanio

Dispersion de luz dindmica (DLS)

Microscopia de fuerza atdbmica (AFM)

Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Difraccion de rayos X (XRD)

Espectroscopia Fotoelectronica de Rayos X (XPS)

Evaluacion de nanoparticulas de

diéxido de titanio en invernadero

Cuantificacioén de

produccion de biomasa

Cuantificacion de

absorcion de nitrégeno

Cuantificacion de otras

caracteristicas nutricionales




Nanoproduccion de TiO2 para su uso en la agricultura 20

3.1 Nanoestructuracion de didxido de titanio

Como material de partida se utiliz6 polvo comercial de TiO, obtenidos de Sigma-Aldrich
CAS: 13463-67-7, con fases de Anatasa (98,4%) y Rutilo (1,6%), previamente caracterizado de
acuerdo con las fichas ICSD-154602 y ICSD-51934 respectivamente.

La nanoestructuracion del TiO2 se realiz6 mediante el método top-down de molienda
mecanica de alta energia utilizando un molino planetario RETSCH PM1000. La molienda fue
realizada en medio seco usando un contenedor de 125 mL y cuerpos moledores de 3 mm de
diametro de acero inoxidable, con una relacion de 10:1 entre los cuerpos moledores y la carga
(Petrovic¢ et al., 2019).

Los parametros evaluados fueron la velocidad de rotacion, el tiempo efectivo de molienda
y el grado de llenado FRV (Ec.1), el cual determind el volumen de cuerpos moledores y de carga
utilizados en cada experimento. Todos los procesos de obtencion tuvieron 20 minutos de descanso
entre cada hora efectiva de molienda.

FRV = Vcuerpos moledorestVearga (Ec. 1)

VTotalvaso

La variacion de los parametros de molienda de acuerdo con cada nivel contenido dentro de
los rangos permitidos por el equipo y los materiales utilizados se ve reflejada en la Tabla 1. La
Tabla 2 muestra el disefio experimental 23 ampliado a central compuesto centrado en las caras
(DDC). con las combinaciones de cada variable definida de acuerdo con los niveles asignados en
la Tabla 1. Este disefio es un cubo que consta de 15 combinaciones; 8 vértices, 6 centros de las
caras y el centro del cubo. Las 15 combinaciones permiten analizar el efecto de cada variable y la

interaccion de 2 6 3 factores (Montgomery, 2013).
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Tabla 1

Variacion de los parametros de molienda respecto a cada nivel

Bajo Medio Alto

Velocidad de rotacién [rpm] 200 350 500
Tiempo de molienda [h] 2 3 4
Grado de llenado [%] 15 25 35

Tabla 2

Disefio experimental

NUmero de Velocidad de Tiempo de Grado de
Experimento | rotacion [rpm] | molienda [h] | llenado [%0]
1 200 2 35
2 200 4 35
3 200 3 25
4 200 2 15
5 200 4 15
6 350 3 35
7 350 2 25
8 350 4 25
9 350 3 25
10 350 3 15
11 500 2 35
12 500 4 35
13 500 3 25
14 500 2 15
15 500 4 15

Nota. El orden de los experimentos se realizo de manera aleatoria.
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3.2 Caracterizacion de las nanoparticulas de dioxido de titanio
3.2.1 Dispersion de luz dindmica (DLS):

Todas las muestras resultantes del proceso de molienda fueron caracterizadas mediante la
técnica de DLS en un equipo Litesizer500 (Anton Paar), con el fin de conocer un aproximado del
tamafio de particula e identificar con cuales parametros se obtuvo un menor tamafio, para
posteriormente realizar las siguientes caracterizaciones y las pruebas bajo invernadero con las
nanoparticulas de menor tamario.

Se realizaron dispersiones de cada muestra en agua tipo | (solvente) con una concentracion
de 1ppm utilizando celdas desechables para la lectura en el equipo, realizando 3 lecturas por
muestra.

3.2.2 Microscopia de fuerza atébmica (AFM):

La caracterizacion mediante la técnica de AFM se llevé a cabo utilizando un equipo Hitachi
AFM5100N en modo contacto. Se depositd una dispersion en agua tipo I, con una concentracion
de 1ppm de la muestra de menor tamafio identificada previamente mediante DLS, sobre una placa
de silicio. El proceso comenzo con una lectura en un area de 20pm.

Este proceso se realiz6 para obtener una imagen aproximada de la muestra y un
acercamiento a su posible morfologia. Mediante el uso del software Gwyddion, se lograron
identificar con mayor precision los rangos de tamafio de las nanoparticulas.

3.2.3 Microscopia electrénica de barrido (SEM):

La técnica de SEM se realizo para visualizar la morfologia de las nanoparticulas escogidas

buscando obtener una morfologia esférica que resulta ser mas amigable para los cultivos. Se utiliz6

un microscopio electronico de barrido JEOL JSM-7600F, bajo atmdsfera de alto vacio con un voltaje
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de aceleraciéon de 5 KeV con electrones secundarios. Mediante el uso del software ImageJ, se
lograron identificar con mayor precision los rangos de tamafio de las nanoparticulas.
3.2.4 Difraccion de rayos X (XRD):

La caracterizacion mediante la técnica de XRD se realizé en un difractometro de polvo
BRUKER modelo D8 ADVANCE con Geometria DaVinci 6 /26 4°-70°, con una velocidad 0,6s.

El proposito de esta prueba es determinar si el proceso de molienda afectd la cristalinidad
del material derivando en una reduccion del tamafio de los cristales, ademas, observar si debido a
la molienda se obtuvo algin cambio en la fase cristalina y como esto afecta su aplicacion en la
agricultura.

3.2.5 Espectroscopia Fotoelectronica de Rayos X (XPS):

Los espectros XPS de las nanoparticulas de TiO2 se obtuvieron en un sistema de
caracterizacion de superficies XPS/ISS/UPS- ACenteno construido por SPECS, con una fuente
policromatica de rayos X Al K a (FOCUS 500) operada a 100 W. Los espectros adquiridos se
analizaron con el programa CasaXPS (Casa Software Ltd) utilizando la biblioteca SPECS Prodigy

-ACenteno provista con RSF (Factor de sensibilidad de respuesta) determinado por el fabricante.

3.3 Evaluacion de nanoparticulas de didxido de titanio en invernadero
El establecimiento del cultivo de Ray Grass se llevo a cabo en el invernadero ubicado en las
instalaciones de la Universidad Industrial de Santander, Sede Malaga. Las pruebas de laboratorio
correspondientes se desarrollaron en el Laboratorio de Reconversion Ganadera y Agroforestal de la

sede.
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Para el desarrollo experimental de la investigacion se emplearon bandejas de 0,45 m de largo
x 0,29 m de ancho x 0,1 m de profundidad (0,013 m?). Cada bandeja fue llenada con 34 kg de un suelo
Inceptisol, el cual fue mezclado uniformemente y caracterizado fisicoquimicamente.

Se establecio un cultivo empleando 7 g de semilla por bandeja. Se implementé un disefio
experimental al azar donde se utilizaron 3 bandejas a las cuales se les aplicaron 6 g de fertilizante
balanceado junto a 0,1 g de NP de TiO2 de menor tamafio, 3 bandejas con solo NP, 3 bandejas con solo
fertilizante balanceado y 3 bandejas control sin fertilizante y sin NP.

Los tratamientos de fertilizacion se establecieron con base en el aporte de nutrientes del suelo,
la concentracion de nutrientes en la planta y la absorcion de nutrientes. Con lo cual se formulé un
fertilizante balanceado con los elementos requeridos por la planta (Urea — 56,99%, DAP — 17,60%,
KCI-12,57%, MgSO4—11,73% y Azufre — 1,11%).

Una vez que el cultivo se establecio, se llevo a cabo un corte de uniformidad a los 30 dias,
seguido de la primera aplicacion de fertilizante. Ademas, se realizé un segundo corte experimental a
los 15 dias del primer corte, con la aplicacion de fertilizante programada para el dia posterior al corte.

Los datos de las variables estudiadas fueron sometidos a un analisis de varianza (ANOVA), y
en caso de encontrar diferencias significativas (P<0.05), se utilizo la prueba de rangos multiples de
Duncan para comparar las medias.

Los analisis bromatoldgicos se hicieron con base en los protocolos implementados por el
Laboratorio de Reconversion Ganadera y Agroforestal de la Universidad Industrial de Santander
con sede en Mélaga.

3.3.1 Cuantificacion de produccion de biomasa:
Para cada uno de los cortes realizados se recolecto el total de las muestras, realizando el corte

a 5 cm del suelo. Después, las muestras se depositaron en sobres de manila e identificaron segun el
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tratamiento correspondiente. Luego fueron pesadas para determinar su biomasa en peso fresco y con
este valor junto al contenido de materia seca (MS) y algunos factores permitieron la estimacién de
proyecciones de produccion de biomasa.

Para la estimacién de cada una de las variables objeto de investigacion, fue necesario
deshidratar cada una de las muestras a una temperatura de 60 °C hasta obtener un valor de peso
constante; posteriormente fueron sometidas a un proceso de molienda y tamizaje, para finalmente
dar lugar a un proceso de empacado y etiquetado.

Para el analisis de materia seca se realiz6 una estimacion mediante diferencia gravimétrica
en horno a 105 °C por 24 horas.

3.3.2 Cuantificacion de absorcion de nitrogeno:

Para cuantificar la concentracion de nitrogeno en cada una de las muestras, se utilizo el
analizador elemental CHNS/O del Laboratorio de Reconversion Ganadera y Agroforestal de la sede
Malaga UIS. En una capsula de estafio (0,5 cm de diametro) se pesaron de 2—-3 mg de muestra,
luego se llevo al analizador elemental donde se determind el porcentaje de carbono, nitrogeno e
hidrogeno presente y el valor del nitrogeno se multiplico por 6,25 indicado por software del equipo,
para obtener asi el valor de proteina bruta.

Para hallar la eficiencia de recuperacion de nitrogeno (N) se empled la Ecuacion 2. Donde
ERN: Eficiencia de Recuperacion de Nitrégeno; NTf: g de nutriente (N) producido en el
tratamiento con fertilizacion; NTt: g de nutriente (N) producido en el tratamiento sin fertilizacion

y NTa: g del nutriente (N) aplicado en la fertilizacion.

NTf—NTt
ERN = W (ECZ)
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Este resultado se vinculd con la produccion de biomasa en base seca antes hallada para
obtener la absorcién de nitrogeno del cultivo de Ray Grass.
3.3.3 Cuantificacion de otras caracteristicas nutricionales:

El porcentaje de minerales se realiz6 mediante una estimacion por diferencia gravimétrica
determinada en una mufla a 550°C por 7 horas. Tras realizar la cuantificacion de materia seca, se
introdujeron las muestras a la mufla.

Para determinar el valor de energia bruta se utilizaron aproximadamente 1,3 gramos de
muestra previamente secada, se agreg6o un hilo de celulosa y se adicion6 una pastilla de acido

benzoico. Se empled un calorimetro (Parr 6200) cuyo resultado se expresa en Kcal/kg.

4. Resultados
4.1 Nanoestructuracion de dioxido de titanio

En las nanoparticulas resultantes se observé una variacion en la cantidad de gramos
obtenidos, con relacion al factor de llenado utilizado. Con un factor de llenado del 15%, lo que
indica una cantidad de 4,36 gramos de materia inicial, de los cuales se obtuvieron entre 85% y
93% de recuperacion en el producto final, mientras que al aumentar el factor de llenado al 25%, lo
que indica una cantidad de 7,26 gramos de materia inicial, la cantidad de gramos obtenidos
aumento, sin embargo, el porcentaje de recuperacion disminuy6 dando resultados entre 83% y
89%. Por otro lado, al utilizar un factor de llenado del 35%, lo que indica una cantidad de 10,17
gramos de materia inicial, la cantidad de gramos obtenidos alcanzé su maximo valor como se
evidencia en la Tabla 3, sin embargo, el porcentaje de recuperacion resulté en valores entre 84%

y 91%. Estos resultados sugieren una relacion directa entre el factor de llenado y la cantidad de
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producto obtenido, mostrando un mayor porcentaje de recuperacion en las moliendas donde se

utiliz6 una velocidad de 200 rpm.

Tabla 3

Gramos de muestra resultantes por cada FRV

FRV [%0] 15 25 35

Velocidad | Tiempo Masa | Velocidad | Tiempo Masa | Velocidad | Tiempo Masa
de de muestra de de muestra de de muestra
rotacion | molienda | molida | rotacion | molienda | molida | rotacion | molienda | molida

[rpm] [h] [] [rpm] [h] [d] [rpm] [h] []

A 200 2 4,0731 200 3 6,4765 200 2 9,4699
B 200 4 3,9432 350 2 6,3493 200 4 9,2121
C 350 3 3,7984 350 4 6,2580 350 3 8,9850
D 500 2 3,7800 350 3 6,0827 500 2 8,9102
E 500 4 3,7171 500 3 6,0332 500 4 8,5150

Se observa una tendencia decreciente, partiendo de los gramos obtenidos a una menor

velocidad de rotacion y menor tiempo, hasta la maxima velocidad y tiempo utilizados para cada

FRV. Presentandose el mayor valor de gramos de muestra obtenidos cuando el tiempo y la

velocidad de rotacién son minimos, es decir, cuando se utilizé una velocidad de molienda de 200

rpm y un tiempo de molienda de 2 o 3 horas dependiendo de cual haya sido el menor tiempo

utilizado para cada factor de llenado. A su vez, se presenta el minimo valor de gramos de muestra

obtenidos cuando el tiempo y la velocidad de rotacién son méaximos, como se observa en la Figura

2. Las condiciones de molienda mostradas en la grafica corresponden a las presentadas en la Tabla

3.

Lo anterior se debe a que, al aumentar la velocidad de rotacion y el tiempo de molienda,

las NP tienden a aglomerarse por el aumento en los niveles de la energia suministrada (Asari et al.,
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2023), siendo mas dificil su recoleccion y resultando en menos cantidad de muestra final

recuperada.
Figura 2

Tendencia de los gramos de muestra obtenidos por cada FRV

6,0

4,0

Gramos de muestra obtenidos

FRV

3,5 T T T
A B C

Condiciones de molienda

Nota: Las condiciones de molienda descritas como A, B, C, Dy E corresponden a las condiciones

de molienda presentadas en la Tabla 3.
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4.2 Caracterizacion de las nanoparticulas de dioxido de titanio
4.2.1 Dispersion de luz dindmica (DLS):

Los resultados presentados en la Tabla 4 revelaron un efecto significativo de la velocidad
de rotacion y su combinacion con el FRV, en el tamafio de particula, al realizar un analisis
estadistico ANOVA con una confiabilidad del 95% y utilizando una ecuacion cuadratica para
describir la tendencia de los datos con un R? de 0,9994.

Tabla 4

Significancia asociada al Valor-p de cada variable

Variable | A:FRV | B: Velocidad C: Tiempo | AB AC BC

Valor-p 0,9000 0,0354 0,8279 0,0330 | 0,1465 | 0,3308

Se observo que, a menores velocidades de rotacidn, el tamafio de particula medido por DLS
disminuy0. Este hallazgo sugiere una correlacion directa entre la velocidad de rotacion y el tamafio
de particula. Lo anterior porque a mayores velocidades de rotacion se da una mayor aglomeracién
por la energia suministrada (Asari et al., 2023), contrarrestada a altos FRV, ilustrado en la Figura
3. Los tamarios obtenidos en estas condiciones fueron menores a los registrados por otros autores
(Septevani et al., 2021), los cuales obtuvieron tamafios de 358,9 nm en condiciones de 400 rpm y

4 horas de molienda en medio seco.
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Figura 3

Efecto de la velocidad y el FRV sobre el tamafio de particula
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De acuerdo con la caracterizacién realizada por DLS, las condiciones de molienda que
resultaron en nanoparticulas de menor tamafio fueron una velocidad de rotacion de 200 rpm, un
tiempo de molienda de 3 h y un FRV de 25%, resultando en un tamafio de particula promedio de
191,5 nm, lo que se traduce en una reduccion de tamafio del 62,8% partiendo de un tamafio de
particula promedio de 514,7 nm.

4.2.2 Microscopia de fuerza atdmica (AFM):

La caracterizacion por AFM mostro un acercamiento a la morfologia de las nanoparticulas,
ademas, se determind un tamafio aproximado de las nanoparticulas mediante el contorneo de las
particulas visibles en las imagenes, como se muestra en las Figuras 4 y 5. Se obtuvieron tamafios

de particula de 151,3 nm y 117,0 nm respectivamente, para imagenes de 2 um y 500 nm.



0.0 pm

Nanoproduccion de TiO2 para su uso en la agricultura 31

Figura 4

Caracterizacion AFM del nano-TiO2 con rango de acercamiento a 2 um
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Nota: (a) Resultado con filtros. (b) Resultado con nanoparticulas contorneadas. (¢) Resultado 3D.

Figura 5

Caracterizacion AFM del nano-TiO2 con rango de acercamiento a 500 nm
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Nota: (a) Resultado con filtros. (b) Resultado con nanoparticulas contorneadas. (c) Resultado 3D.

o

Las Figuras 4 y 5 revelan una morfologia semejante a la esférica de las nanoparticulas y
una variabilidad en sus tamafios. También se evidencia la aglomeracion entre las nanoparticulas,
en algunos casos dando la apariencia de una sola particula de mayor tamafio, lo que concuerda con

lo registrado por otros estudios (Petrovi¢ et al., 2019), donde reportan que, a mayor velocidad, las
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particulas pequefas tienden a unirse y formar aglomerados mas sélidos. En las Figuras 4(c) y 5(c),
se observa la topografia de la superficie de la muestra, sugiriendo una mayor interaccion que
beneficia un incremento en el area de contacto para los fertilizantes, asi como la presencia de sitios
activos mas extensos.

4.2.3 Microscopia electronica de barrido (SEM):

La caracterizacion de las nanoparticulas mediante SEM permiti6é observar una morfologia
esferica y mas uniforme en comparacion al polvo comercial sin nanoparticular, como se muestra
en la Figura 6. Para ser utilizadas en la agricultura, es importante que las nanoparticulas presenten
una forma esférica, ya que esto aumenta su area superficial y su actividad fotocatalitica, lo que
permite una mejor absorcion de nutrientes por las plantas. Asi mismo, las nanoparticulas de TiO>
con formas distintas a la esférica, como las facetadas o alargadas, presentan una forma irregular
que dificulta su aplicacion en los campos de cultivo. Ademas, estas formas no esféricas pueden
dificultar la distribucion uniforme de los nanofertilizantes, lo que afecta negativamente el
crecimiento de las plantas (Fazio et al., 2015; Gamedze et al., 2022; Sebesta et al., 2021).

Se identifico un tamafio promedio de las nanoparticulas de 95,2 nm, lo que representa una
reduccion de tamafio del 66,3%, partiendo de un tamafio de particula de 282,9 nm, identificado
mediante la medicidn sobre las imadgenes SEM como se observa en las Figuras 6 (b) y (d).

Estos resultados son congruentes con los presentados por otros estudios (Moshirian Farahi
et al., 2023) donde nanoparticulas de morfologia esférica, tuvieron un efecto favorable sobre la
produccion de materia seca y algunas propiedades antioxidantes y bioguimicas en espinacas, ya
que el uso de NP aument6 el almacenamiento de nitrogeno para la sintesis de clorofila y proteinas

en comparacion con el control, aumentando a su vez el crecimiento de las espinacas.



Nanoproduccion de TiO2 para su uso en la agricultura 33

Figura 6

Migrografias SEM de TiO2 antes y después de la molienda
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Nota: (a) Nanoparticulas de TiO2. (b) Medicion de didmetro de nanoparticulas de TiO2. (c) Polvo
comercial de TiO2 sin nanoparticular. (d) Medicion de didametro particulas de polvo comercial de

Ti0O2 sin nanoparticular.
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4.2.4 Difraccion de rayos X (XRD):

La caracterizacion microestructural de las nanoparticulas mediante XRD determiné que no
hubo cambio en la formacién de estructuras cristalinas, ya que como se observa en la Figura 7, los
picos presentados en el TiO2 sin nanoestructurar se mantienen presentes en las nanoparticulas, es
decir, se mantiene el porcentaje inicial de rutilo y anatasa después de la molienda. Ademas, se
evidencia una disminucion en la intensidad de difraccion debido a la reduccion en el nimero de
atomos que contribuyen al patron de difraccion. Estos resultados son congruentes a los de otros
estudios (Hernandez Enriquez et al., 2008) en los que se registraron picos de menor intensidad a
medida que disminuia el tamafio de particula, sin embargo, en este estudio se evidencian
diferencias en los picos registrados de la fase rutilo, ya que presentan variacion respecto al polvo
comercial sin nanoparticular.

La presencia mayoritaria de la fase anatasa resulta en beneficios para la planta, ya que en
estudios donde evaltan el efecto nanocristales de antasa y de rutilo sobre hojas de vid, los
tratamientos con anatasa mejoraron la biosintesis de piridoxina, incluso en una concentracién mas
baja. Ademas, Se formo un nivel mas alto de grupos hidroxilo usando anatasa que rutilo en las
mismas condiciones experimentales, por lo que esto explica la actividad fotocatalitica superior de
la anatasa (Luttrell et al., s/f; Odling & Robertson, 2015), sin embargo, en altas concentraciones

puede ser un actor de estrés para la planta. (Kérosi et al., 2022)
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Figura7

Difractograma de Rayos X de las NP de TiO. en comparacion con TiO; sin nanoparticular
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4.2.5 Espectroscopia Fotoelectronica de Rayos X (XPS):

La caracterizacion de las nanoparticulas mediante la técnica XPS determind la
cuantificacion elemental de la muestra, la cual se puede evidenciar en las Tablas 5y 6. Al observar
el espectro general presentado en la Figura 8, se evidencian picos de elementos como Carbono (C),
Oxigeno (O), Titanio (Ti) y la presencia de Hierro (Fe) en la muestra después de la molienda, lo
que puede deberse a la fuerza de friccion de los cuerpos moledores y el recipiente de acero
inoxidable, ya que algunos estudios (Martinez-Gonzélez et al., 2022) reportan impurezas de Hierro
de alrededor 0,5% atomico en la muestra final debido al uso de materiales como acero en la

molienda.
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Tabla 5

Cuantificacion elemental en superficie a partir de XPS (% atémico)

Muestra/Elemento C (@] Ti Fe
TiO2 comercial 61,60% 35,09% 3,31% ND
NP TiO2 61,65% 34,18% 2,54% 1,63%

Nota: ND: Elemento No Detectado. La profundidad de lectura de la muestra fue hasta 10nm
Tabla 6

Cuantificacion elemental en superficie a partir de XPS (% masico)

Muestra/Elemento C @] Ti Fe
TiO2 comercial | 5068% | 3845% | 10,87% ND
NP TiO2 4936% | 36,45% 8,11% 6,08%

Nota: ND: Elemento No Detectado. La profundidad de lectura de la muestra fue hasta 10nm
Figura 8
Espectro general obtenido a partir de microscopia fotoelectronica de rayos X (XPS) de la

muestra de TiO2 comercial y NP de TiO2
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En la Figura 9, se observa el espectro ampliado del Ti2p, evidenciando que no hay
corrimiento quimico significativo entre la muestra sin moler y la muestra después de la molienda,
encontrandose una energia de enlace de 458,78 eV. Revisando los espectros de alta resolucién del
Handbook of X-ray Photoelectron Spectroscopy y la base de datos del NIST (NIST X-ray
Photoelectron Spectroscopy Database, s/f), esta energia corresponde a TiO2, por lo que comprueba

que antes y después de la molienda se mantuvo el TiO2 quimicamente.

Figura 9
Espectro del Ti2p obtenido a partir de microscopia fotoelectronica de rayos X (XPS) de la

muestra de TiO2 comercial y NP de TiO2
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4.3 Evaluacion de nanoparticulas de diéxido de titanio en invernadero
4.3.1 Cuantificacion de produccion de biomasa:

Al realizar la proyeccion para obtener el promedio de biomasa en base fresca y seca, el
mayor valor fue registrado por el tratamiento donde se utilizo fertilizante balanceado con inclusion
de nanoparticulas, seguido del que us6 solo fertilizante, luego el de solo NP y el control,
presentando la misma tendencia que su valor en peso fresco, como se observa en la Figura 10.
Observandose un aumento en la produccion de biomasa en base fresca del 20% y un aumento del

25% en base seca al implementar NP con fertilizante respecto al tratamiento con sdlo fertilizante.

Figura 10
Materia fresca promedio y materia seca promedio obtenida en cada tratamiento
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Lo anterior se debe al efecto de las NP sobre el fertilizante, promoviendo la mejor absorcion

de los nutrientes que éste aporta, resultando en un mayor crecimiento para la planta. En el caso del
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tratamiento con s6lo NP, se evidencia mayor crecimiento que el control, debido a que las NP
permiten la absorcién de los nutrientes presentes en el suelo con mayor velocidad. Esto tiene
sentido respecto a otros autores (Kumar et al., 2022), los cuales afirman que las nanoparticulas de
TiO; afectan la actividad metabdlica, la bioquimica y la morfologia de las plantas al aumentar la
produccion de biomasa.

4.3.2 Cuantificacion de absorcion de nitrégeno:

Los resultados indican que el porcentaje de nitrégeno presente en la planta no varia
significativamente entre tratamientos, excepto en el control. La eficiencia en la recuperacién del
nitrégeno se calculd para los experimentos donde se agreg6 fertilizante, mostrando el valor méas
alto en el tratamiento donde se empled fertilizante balanceado y nanoparticulas, como se evidencia
en la Figura 11. Comprobando asi, que el uso de NP promueve la absorcion de nitrégeno en un
24%, debido a las propiedades fotocataliticas del TiOx.

Figura 11

Porcentaje de nitrogeno presente en la planta y eficiencia en su recuperacion
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4.3.3 Cuantificacion de otras caracteristicas nutricionales:

Los resultados de la calidad nutricional de las plantas del tratamiento donde se uso
fertilizante balanceado junto a nanoparticulas mostraron un contenido de carbono del 43,77%,
hidrégeno 4,70%, proteina 32,42%, minerales 18,64%, y una energia de 3634 kcal/kg. Estas cifras
indican un perfil nutricional equilibrado, con un alto contenido de proteina y energia, que no se ve
afectado significativamente por las nanoparticulas, lo que mantiene al Ray Grass como una fuente
beneficiosa para la alimentacion animal o como suplemento dietético.

Los resultados obtenidos muestran un contenido de proteina mas alto que otros forrajes
conocidos por su elevado contenido proteico, ya que en otros estudios (Lopez et al., 2021) llevaron
a cabo un andlisis nutricional de henos de alfalfa destinados a la alimentacion de rumiantes, y

descubrieron que los niveles de proteina oscilaban entre el 18,73% y el 22,44%.
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5. Conclusiones

La fabricacién de nanoparticulas de TiO. mediante molienda de alta energia es un proceso
altamente influenciado por varios pardmetros, incluido el tiempo de molienda, el factor de llenado
y la velocidad de rotacion del molino, siendo ésta Ultima la mas significativa en el tamafio de
particula obtenido. Las condiciones de molienda que resultaron en nanoparticulas de menor
tamafio fueron 200 rpm, 2 horas de molienda y un factor de llenado del 15%, obteniéndose
porcentajes de recuperacion del 93% y una reduccion de tamafio del 66,3%.

La caracterizacion de las nanoparticulas de TiO2 mediante técnicas como DLS, XRD,
SEM, AFM y XPS ha permitido determinar sus propiedades estructurales, morfoldgicas y
superficiales con gran detalle. Obteniendo nanoparticulas con un tamafio promedio de 95 nm,
esféricas, en su mayoria con anatasa como fase cristalina y sin cambio quimico significativo
durante el proceso de molienda.

La adicion de nanoparticulas a los fertilizantes en cultivos de Ray Grass ha demostrado
mejorar la produccion de biomasa en base seca en un 25% y la eficiencia en el uso de nitrégeno
en un 24%. Estos resultados sugieren que las nanoparticulas de TiO2 tienen un efecto beneficioso
en el crecimiento de las plantas y en el aprovechamiento de nutrientes, lo que puede tener

implicaciones importantes para la agricultura sostenible y la seguridad alimentaria.
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6. Recomendaciones

Implementar una metodologia para evitar la aglomeracion de las NP durante la molienda
de alta energia para evaluar el efecto de un menor tamafio de particula a mayores velocidades y
tiempos de molienda, probando otros materiales para el recipiente y cuerpo moledores para evitar
impurezas en el proceso.

Evaluar el efecto del uso de fertilizantes con nanoparticulas de TiO2 en cultivos de plantas
que produzcan fruto, para analizar su influencia sobre la germinacion de éste.

Realizar estudios del uso de nanoparticulas de TiO- en fertilizantes variando la dosis de

nanoparticulas que se agrega para asi encontrar la cantidad 6ptima para el cultivo.
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