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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unei
solutii stabile pe baza de nanoparticule de oxid de fier
si utilizarea acesteia ca fertilizant pentru imbunatatirea
valorilor nutritionale ale plantelor de grau. Procedeul,
conform inventiei constéa in etapele de preparare a unei
solutii stabile pe baza de oxid de fier cu raportul molar
Fe?*/Fe®* de 1/2 |la o temperaturd de 90°C sub agitare
magnetica cu 500 rpm prin precipitare Th mediu bazic.
Utilizarea consta in aplicarea foliara sau radiculara a

solutiei de nanoparticule de oxid de fier avand o
concentratie de fier de 1,062 mg/ml, respectiv,
0,01062 mg/ml Tn procesul de fertilizare, cu efecte de
crestere a continutului de fier in plantele de grau, prin
ramificarea suplimentard a radacinilor si cresterea
dimensiunii mezofilului.
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Fertilizarea plantelor de grau folosind solutia de oxid de fier nanomagnetic

Prezentul brevet se refera la folosirea in fertilizarea plantelor de grau a solutiilor stabile
pe baza de nanoparticule de oxid de fier contribuind major la cresterea cantitatii de fier din
plantele de grau ducand la cresterea calitatii nutritive.

Ca urmare a deficitului crescut de fier, zinc sau vitamina A inregistrat in ultima vreme in
randul populatiei, cu precadere in tarile in curs de dezvoltare, Organizatia Mondiala a Sanatatii
(OMS) a pus in evidenta existenta riscului crescut de imbolnavire. Astfel, lipsa fierului poate
conduce la anemii cronice. Un sol sarac in micronutrienti, in cazul graului, conduce la o
cantitate redusa de nutrient in boabele de grau. Studii recente au aratat posibilitatea imbunatatirii
caracteristicilor specifice recoltelor de grau prin aplicarea de fertilizatori bazati pe nanoparticule
de oxid de fier, aplicati atat in zona radacinilor cat si la nivelul frunzelor. Astfel, fertilizarea
foliara cu ajutorul solutiilor continand nanoparticule de oxid de fier poate ajuta plantele in lupta
impotriva bolilor si a daunatorilor. De asemenea, aplicarea foliara a solutiilor de de oxid de fier
poate contribui la absorbtia foliara a nanoparticulelor de oxid de fier ce sunt transportate la
nivelul tesutului pentru o mai buna crestere si dezvoltare a plantei. Fertilizarea folosind
nanoparticule in solutie este o metoda in care particularitati ale nanotechnologiei sunt aplicate in
agricultura (1-5). Studii anterioare realizate de Zhu et al. (5) au aratat ca folosirea
nanoparticulelor de oxid de fier in fertilizarile radiculara si foliara s-a dovedit benefica in cazul
dezvoltarii dovlecilor si a semintelor de fasole. Folosind o metoda de pulverizare a solutiei s-a
constatat o crestere a ratei de germinare cu 41%. In plus, aplicarea solutiei de oxid de fier a dus
la o imbunatatire a tuturor proceselor metabolice ale plantei conducand direct la o crestere a
productiei de seminte. Fierul este unul din nutrientii esentiali pentru cresterea plantei si este un
co-factor al diferitelor enzime care accelereaza procesul de crestere si dezvoltare al acesteia.
Folosirea unor concentratii potrivite de fier (10-40 mg/L) pentru orez, castravete sau grau au
indicat o accelerare a cresterii radacinii si in general a procesului de crestere si a formarii

semintelor (1).
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Un studiu hidroponic (6) a aratat ca nanoparticulele de oxid de fier au potentialul de a fi
transportate prin tesuturile plantei dupa ce au fost absorbite din solutia nutritiva. Studiile
microscopice au aratat prezenta nanoparticulelor de oxid de fier in xilem, un canal de transport al
apei vital pentru plante, ceea ce inseamna ca nanoparticulele de oxid de fier nu se acumuleaza
langa radacina sau langa tesutul frunzei. In general, acest fenomen de acumulare apare in diferite
tesuturi ale plantei, depinzand de specia plantei, dimensiunea particulelor si timpul de expunere.
Un studiu detaliat stiintific si tehnic realizat de E. Corredor et al (7) a aratat ca nanoparticulele
de oxid de fier erau prezente in celulele stem ale epidermei langa tricomi pe partea exterioara a
peretelui celulei si in citoplasma celulei. Prezentul brevet urmareste cresterea concentratiei de
fier aflata in plantele de grau cu ajutorul fertilizarii radiculare si foliare, in acest sens realizandu-
se masuratori atat pe planta verde cat si uscata. S-au realizat, astfel, evaluari ale procesului de
crestere prin observatii microscopice cuplate cu observatii anatomice. Materia rezultata in urma
calcinarii plantelor uscate a fost analizata din punct de vedere structural, morfologic si chimic
prin Spectroscopie in Infrarosu cu transformata Fourier (FTIR), microscopie electronica de
baleiaj (SEM), si Spectroscopie de raze X dispersiva in energie (EDXS).O etapa determinanta a
studiului realizat a constat in obtinerea unei solutiei stabile de nanoparticule de oxid de fier.
Pentru obtinerea solutiei stabile de oxid de fier a fost dezvoltata o noua metoda de obtinere prin
adaptarea metodei de co-precipitare elaborate de Massart (8). Prima etapa a procesului de
fertilizare a constat in obtinerea solutiei de nanoparticule de oxid de fier. In acest sens s-a folosit
metoda co-precipitare intr-o forma adaptata. Precursorii pentru obtinerea solutiei magnetice au
fost: clorura ferica si clorura feroasa. O solutie de clorura feroasa tetrahidrata a fost amestecata
cu o solutie de clorura ferica tetrahidrata, raportul ionilor de fier fiind Fe**/Fe**=1/2. Solutia
rezultata a fost picurata cu o viteza de 1 ml la 45 de secunde intr-un mediu bazic la temperatura
de 90°C sub agitare magnetica cu 500 de rotatii pe minut timp de 3 ore. Produsul final a fost

centrifugat la 10000 de rotatii pe minut timp de 1 ora si jumatate. Partea solida a fost redispersata
la pH 3. | ‘fﬁ” x
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Dispersia de particule obtinuta a fost centrifugata in mai multe reprize, partea lichida
fiind stabilizata in H,O. Solutia finala stabila folosita in fertilizare a avut o concentratie de fier de
1.062 mg/mL. Semintele de grau au fost tratate cu o solutie de hipoclorit de sodiu cu
concentratia de 1% pentru a evita formarea mucegaiurilor. Dupa tratarea cu hipoclorit de sodiu,
semintele au fost plasate pentru germinare pe rulouri de hartie absorbanta (cate sapte seminte pe
rulou) in mediu umed. Pentru a evidentia eficienta fertilizarii, dupa cinci zile cate trei rulouri cu
seminte au fost umectate cu apa de robinet, cu solutie de oxid de fier concentrata (T1, 1.062
mg/mL) si solutie de oxid de fier diluata 1% (T2). Efectele solutiilor de nanoparticule de oxid de
fier (concentrate si diluate) asupra cresterii plantelor sunt prezentate in Figura 1a. Rezultatele
germinarii au indicat faptul ca in procesul de fertilizare concentratia fierului din solutiile utilizate
a avut o influenta mai mica asupra dezvoltarii partii aeriene a plantei decat asupra sistemului
radicular. Evolutia cantitatii de materie uscata obtinuta din plantele de grau in functie de
concentratia de fier din solutia utilizata ca fertilizator raportata la volumul radacinii plantelor este
prezentata in Figura 1b. S-a evidentiat un efect pozitiv asupra continutului de materie uscata
raportat la planta de grau (0.32g/planta) in cazul fertilizarii cu cele 2 solutii pe baza de oxid de
fier. Cel mai bun rezultat a fost obtinut pentru plantele ferrtilizate cu solutie concentrata de oxid
de fier (concentratia de fier = 1.062 mg/mL). In cazul plantelor fertilizate cu solutii de oxid de
fier s-a observat ca reducerea lungimii radacinii a fost compensata de cresterea densitatii
sistemului radicular in raport cu planta martor (fara fertilizator).Efectul fertilizarii a fost pus in
evidenta prin masuratori FTIR realizate asupra plantelor de grau uscate, care contin celuloza,
hemiceluloza si lignina. In Figura 2a-c este prezentat spectrul de transmisie al plantelor de grau
uscate. Benzile moleculare de la la 670 cm™ si 895 cm™ [9-10] sunt caracteristice vibratiilor din
structura celulozei. Benzile moleculare din zona spectrala 1060-1200 cm™ pot fi atribuite

vibratiilor de intindere si deformare a legaturilor C-O din celuloza, lignina si celuloza reziduala.
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Benzile de 1a 1040 cm™ si 1160 cm™ pot fi atribuite vibratiilor legaturilor C-O-C din
interconexiunile glicosidice din celuloza si hemiceluloza [9-10]. Banda de la 1245 cm™ apartine
vibratiilor din hemiceluloza iar cea de la 1365 cm™ este datorata vibratiilor de deformare
asimetrica ale legaturilor C-H. Vibratiile moleculare din structura de baza a gruparilor aromatice
ale ligninei apar la 1627 si 1425 cm™'. Banda de la 1735 cm™ poate fi atribuita gruparilor esterice
acetil sau uronic ale hemicelulozei sau interconexiunilor esterice ale gruparilor carboxil dintre
acizii ferulic si p-coumaric prezenti in lignina si hemiceluloza. Benzile moleculare de la 2864 si
2916 cm’' sunt atribuite legaturilor C-H alifatice. Banda IR de la 3300 cm™ corespunde vibratiei
gruparilor O-H. Largimea acestei benzi indica tendinta hidrofila a plantelor de grau. In spectrele
din Figura 2a-c se pot observa unele diferente legate de prezenta legaturilor de Fe-O intre
plantele de grau fertilizate radicular si foliar cu solutii stabile de oxid de fier. Prezenta benzii de
la 698 cm™ in spectrul FTIR al plantelor fertilizate radicular si foliar indica absorbtia oxidului de
fier [11]. Banda de la 560 cm™, atribuita de asemenea legaturilor Fe-O, este mai intensa in
spectrul IR al plantelor de grau fertilizate foliar. Intensitatea benzii moleculare de la 698 cm™
este mai mare in cazul spectrelor FTIR ale plantelor de grau uscate care au fost fertilizate
radicular cu solutii stabile de oxid de fier. In urma calcinarii la 650 °C (Figura 2d-¢) spectrele
FTIR ale plantelor de grau uscate se modifica. Avantajul principal al calcinarii este acela ca
elementele anorganice si legaturile moleculare ale acestora se observa mai bine prin
spectroscopia FTIR. In Figura 2d-e benzile spectrale din regiunea 1200-3500 cm™ sunt puternic
reduse ca intensitate, modificarile care apar fiind vizibile in domeniul spectral 400 - 2000 cm™.
In zona spectrala 1200-1800 cm™ intensitatile benzilor spectrale specifice vibratiilor legaturilor
din celuloza si hemiceluloza se reduc semnificativ. Benzile moleculare de la 670 si 1160 cm™
dispar complet iar cele de la 895 si 1040 cm™' sunt puternic diminuate. In spectrele din Figura 2d-
e au fost identificate benzile de 590 cm™ si 470 cm™ atribuite legaturilor de Fe-O. S-a observat
ca banda de la 560 cm™ specifica legaturilor Fe-O a fost foarte intensa in spectrele plantelor de

grau calcinate (Figura 1d-e).
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Pulberea obtinuta in urma calcinarii frunzelor uscate a fost analizata prins SEM si EDXS
iar rezultatele sunt prezentate in Figura 3. Morfologia pulberilor obtinute din calcinarea
plantelelor fertilizate uscate a indicat structuri inegale si neomogene. In cazul pulberilor obtinute
prin calcinarea plantelor nefertilizate uscate s-a observant o dispersie diferita (Figura 3b-c).
Analiza EDXS a pus in evidenta prezenta liniilor Fe-ului Kal, KB1, Lal, LB1, indicand
absorbtia acestuia in cazul fertilizarii foliare si radiculare a plantelor de grau. Anatomia plantelor
de grau a fost analizata prin microscopie optica pentru toate cele trei categorii de plante de grau
(fertilizate radicular, foliar si nefertilizate). Pentru toate plantele de grau analizate s-a observat ca
structura limbului foliar este reprezentatd de epiderma superioara, mezofilul frunzei si epiderma
inferioarda in acord cu studiile anterioare [12]. S-a observat ca ambele epiderme sunt
unistratificate, cu celule dispuse in siruri paralele fiind formate din celule alungite, alternand cu
celule mai scurte, patratice, cu peretii silicificati. Studiile au aratat ca epiderma superioard
(adaxiald) este ondulata prezentand coaste si valecule in timp ce epiderma inferioara (abaxiald)
este aproape plani. in ambele epiderme sunt prezente stomate si peri, frunza fiind amfistomatica.
Prezenta stomatelor in cele doua epiderme a fost observata si de Desheva et al. [13] la plantele de
grau, frunza fiind amifistomaticid. S-a evidentiat faptul ca tipul de fertilizare influenteaza atat
dimensiunea mezofilului cat si densitatea de peri existenti pe epidermele superioare si inferioare.
In tabelele 1-3 sunt prezentate date care evidentiaza faptul ca mezofilul prezinta o dimensiune
mai mare la plantele fertilizate folira si radicular comparativ cu plantele nefertilizate. in ceea ce
priveste dimensiunea epidermei superioare, a epidermei inferioare si a perilor tectori se observa
o crestere in cazul plantelor fertilizate foliar si radicular ceea ce pune in evidentd influenta
pozitivd a solutiilor stabile pe baza de oxid de fier asupra cresterii si dezvoltarii plantelor de
grau. Utilizarea nanoparticulelor de oxid de fier in fertilizarea radiculara a condus la obtinerea
unei plante cu o radacina mai puternica si la o modificare de metabolism ce include procesul de
fotosinteza. Un efect direct al acestor mecanisme de fertilizare consta in imbunatatirea calitatii si

cantitatii recoltelor de cereale.
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Fertilizarea cu solutii de oxid de fier la concentratiile prezentate a condus la dezvoltarea
de noi radacini adventive care au condus la o mai buna absorbtie a apei si nutrientilor.
Rezultatele arata ca solutia de oxid de fier folosita ca fertilizator foliar si radicular a condus la
cresterea concentratiei de fier absorbita de plantele de grau, aceasta crestere de concentratie
putand contribui la reducerea incidentei unor probleme serioase de metabolism precum anemia
(in special in cazul copiilor), fierul fiind un element indispensabil pentru organismele vii

contribuind la procesul de crestere si reducerea riscului de imbolnavire.
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Tabelul 1. Plante tratate foliar (um)

RO 135467 A2

Mezofil
Ep.superioara | Peri/ep.sup. | Coaste Ep.inferioara Peri /ep.inf
Valecule
13,88 122,21 97,32 60,74 16,84 45,54
23,82 66,18 126,64 | 63,75 22,98 39,81
19,50 31,01 112,33 | 67,71 24,16 63,20
15,83 59,78 108,82 | 72,86 16,16 48,70
19,52 55,04 128,98 | 70,21 17,22 50,20
18,51 66,84 114,82 | 67,05 19,47 49,49
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Tabelul 2. Plante tratate radicular (um)
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Mezofil

Ep.sup. Peri ep.sup. Coaste Ep.inf. Peri/ep.inferioara
Valecule

12,46 39,66 102,92 | 40,36 23,60 79,35

17,80 60,01 112,14 | 47,70 17,88 52,86

13,88 59,73 133,34 | 61,09 24,36 60,87

14,63 45,18 115,48 | 57,13 22,34 4891

13,60 52,82 118,45 | 45,61 22,39 58,61

1447 51,48 116,31 | 5037 |22,11 58,72
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Tabelul 3. Plante nefertilizate (um)

RO 135467 A2 q7¢7

Mezofil
Ep.superioara | Peri/ep.superioara | Coaste Valecule | Ep.inf. Peri ep.inf
16,16 57,07 122,93 | 55,61 10,92 56,47
17,80 62,51 98,22 55,92 20,54 35,56
14,07 62,12 68,55 35,15 17,62 62,12
14,82 62,12 73,15 40,35 16,16 40,01
12,50 59,93 75,91 48,94 10,98 57,47
15,07 60,75 87,75 45,19 15,24 50,33
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REVENDICARI

1.

Obtinerea unei solutii stabile de oxid de fier caracterizata prin aceea ca valoarea
concentratiei de fier este de 1.062 mg/mL, temperatura la care s-a realizat sinteza a
fost de 90°C iar, precipitarea a fost realizata in mediul ambiant cu o viteza de 1mL
solutie la 45 de secunde sub agitare magnetica continua cu o viteza de 500 de rotatii
pe minut.

Realizarea fertilizarilor foliare si radiculare ale plantelor de grau cu solutii stabile de
oxid de fier caracterizate prin aceea ca valoarea concentratiei de fier in procesul de
fertilizare a fost de 1.062 mg/mL si respectiv de0.01062 mg/mL.

Cresterea continutului de fier in plantele fertilizate radicular caracterizata prin

aceea ca radacinile plantelor fertilizate au dezvoltat o ramificare suplimentara a
radacinilor .

Cresterea continutului de fier in plantele fertilizate la nivel foliar caracterizata prin

aceea ca s-a inregistrat o crestere a dimensiunii mezofilului.
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Figura 1- Efectul fertilizarii plantelor de grau cu solutii stabile de oxid de fier (T1-solutie

concentrata, T2- solutie diluata)
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Figura 2 Spectrele FTIR ale plantelor de grau uscate si calcinate la 650 OC: a) nefertilizate;

b) fertilizate radicular cu solutii stabile de oxid de fier pe durata procesului de crestere; c)

fertilizate foliar cu solutii stabile de oxid de fier pe durata procesului de crestere.
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Figura 3 Imaginile SEM ale plantelor calcinate la 6500C, (a-b)- nefertilizate, (c-d)-
fertilizate foliar cu solutii stabile de oxid de fier, (e-f)- fertilizate radicular cu solutii stabile
de oxid de fier. Spectrul EDX al plantelor nefertilizate (g), fertilizate foliar cu solutii

stabile de oxid de fier (h) si fertilizate radicular cu solutii stabile de oxid de fier (i).
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