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RESUMEN

Efectos de la aplicacion foliar con quitosano—selenato sobre compuestos
bioactivos y actividad enzimatica en germinados de trigo (Triticum spp.)

Cristian Oswaldo Solis Lopez
Maestria en Ciencias en Produccion Agropecuaria
Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro

Dra. Viridiana Contreras Villarreal
Director de tesis

Las nanoparticulas de quitosano (CS-NPs) han demostrado ser
herramientas valiosas en la agricultura, ya que favorecen el crecimiento vegetal
y mejoran la calidad bioactiva de los frutos. Este estudio evalu6 el efecto conjunto
de selenato (SeO,?") y quitosano (CS), formulados como nanoparticulas de
quitosano-selenato (CS-Se0,2), en la biofortificacion, perfil antioxidante y
desarrollo de germinados de trigo (Triticum spp.). Se analizaron la acumulacion
de selenio, el incremento de biomasa, la produccion de compuestos no
enzimaticos (fendlicos y flavonoides), la capacidad antioxidante total y la
actividad de enzimas antioxidantes (SOD y POD). El quitosano mejoré la
absorcién de selenio en un 30% respecto al selenato convencional. La mejor
dosis para aumentar la biomasa fue 0.15 mg L™ de CS-SeQO,?” (+40% vs control),
mientras que 0.25 mg mL™t maximizé los compuestos bioactivos y la capacidad
antioxidante. Ademas, el CS ayudo a reducir la fitotoxicidad del selenio en dosis
igual o superiores a 1.5 mg L™, funcionando como vehiculo de entrega y protector
celular. Estos hallazgos confirman que el sistema CS-SeO,2” es una alternativa
viable para obtener germinados biofortificados con aplicaciones potenciales en la
industria de alimentos funcionales.

Palabras clave: Biofortificacion, Germinados, Quitosano-selenato vy
Antioxidantes
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ABSTRACT

Effects of foliar application with chitosan-selenate on bioactive compounds and
enzymatic activity in wheat sprouts (Triticum spp.)

Cristian Oswaldo Solis Lopez
Maestria en Ciencias en Produccion Agropecuaria
Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro

Dra. Viridiana Contreras Villarreal
Director de tesis

Chitosan nanoparticles (CS-NPs) have proven to be valuable tools in agriculture,
promoting plant growth and enhancing the bioactive quality of fruits. This study
evaluated the combined effect of selenate (Se0,27) and chitosan (CS), formulated
as chitosan-selenate nanoparticles (CS-SeO,2”), on the biofortification,
antioxidant profile, and development of wheat sprouts (Triticum spp.). Selenium
accumulation, biomass increase, production of non-enzymatic compounds
(phenolics and flavonoids), total antioxidant capacity, and the activity of
antioxidant enzymes (SOD and POD) were analyzed. Chitosan improved
selenium absorption by 30% compared to conventional selenate. The optimal
dose to increase biomass was 0.15 mg L™ of CS-SeO,2” (+40% vs. control), while
0.25 mg mL™* maximized bioactive compounds and antioxidant capacity.
Additionally, CS helped reduce selenium phytotoxicity at doses of 1.5 mg L™ or
greater, acting as a delivery vehicle and cellular protector. These findings confirm
that the CS-Se0,2” system is a viable alternative for obtaining biofortified sprouts

with potential applications in the functional food industry.

Keywords: Biofortification, Sprouts, Chitosan-selenate, and Antioxidants
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|. INTRODUCCION

La nanotecnologia tiene el potencial de transformar diversos aspectos de la
agricultura, desde la mejora de la nutricion de las plantas hasta la proteccién de
los cultivos y la mejora de la calidad de los productos agricolas (Y. Wang et al.,
2024). En este contexto, la nanobiofortificacién foliar emerge como una estrategia
innovadora que emplea nanoparticulas para incrementar el contenido de
nutrientes esenciales en las plantas, lo que beneficia tanto su crecimiento como
la calidad nutricional de los cultivos. Este enfoque ofrece una serie de beneficios
significativos tanto para la agricultura como para la nutricion humana (Sarifiana-
Navarrete et al., 2023).

En este contexto, las nanopatrticulas de quitosano (CS-NPs), un polisacérido
natural obtenido por desacetilacion de la quitina, presente en los exoesqueletos
de crustaceos, insectos y en las paredes celulares de hongos, han destacado por
sus multiples aplicaciones agricolas. Se reconocen por sus propiedades
bioestimulantes, las cuales promueven el crecimiento vegetal y activan
mecanismos de defensa contra factores biodticos y abibticos (Arias-Andrade,
Veloza, & Sepulveda-Arias, 2020).

Por otro lado, el selenato (Se02%), aunque no es esencial para la mayoria de
las plantas, puede tener efectos significativos cuando esta presente en niveles
adecuados. Su incorporacioén a las plantas favorece el crecimiento y la resistencia
a diversas condiciones, aunque su concentracion excesiva puede resultar téxica
(Hernandez et al., 2024).

El trigo (Triticum spp.), por su parte, es uno de los cultivos mas importantes a
nivel mundial debido a su valor nutricional y su papel como fuente basica de
alimento para millones de personas (Estrada Santana, Zuniga-Gonzalez,
Hernandez-Rueda, & Marinero-Orantes, 2016). Los germinados de trigo,
obtenidos mediante la germinacion de las semillas de este cultivo, se estan

popularizando cada vez mas debido a sus beneficios nutricionales y terapéuticos



(Sharma et al., 2015). Estos germinados son una excelente fuente de nutrientes
esenciales, como vitaminas, minerales (hierro, zinc, magnesio) y proteinas (Shi
et al., 2022), y estdn ganando aceptacion en la poblacion por su alto valor
nutricional y sus propiedades funcionales (Khan et al., 2022). La incorporacion de
germinados en la dieta diaria es una opcion atractiva para mejorar la salud
general y prevenir enfermedades, especialmente dentro del contexto de dietas

saludables y preventivas (Sayed et al., 2022).

La nanobiofortificacion de germinados con micronutrientes como el selenio,
zinc y hierro puede aumentar significativamente su contenido de nutrientes. Esto
representa una solucién accesible y sostenible para combatir la deficiencia de
micronutrientes a nivel global (Sayed et al., 2022). Por lo tanto, el objetivo de esta
investigacion es evaluar los efectos de las nanoparticulas de quitosano con
selenato (CS-Se0:2%) sobre el rendimiento, los compuestos bioactivos, la

actividad antioxidante y la acumulacion de selenato en germinados de trigo.



ll. REVISION DE LITERATURA

2.1 Origen del trigo
Trigo, término derivado del antiguo "Blad" de Baja Franconia (producto de

la tierra), designa varios cultivos de cereales pertenecientes al género Triticum
(Hassen, Hacini, Djelloul, Bencherif, & Azizi, 2024). El trigo ha sido el alimento
bésico de las principales civilizaciones de Europa, Asia occidental y el norte de
Africa durante 8.000 afios. En las Ultimas cuatro décadas el cultivo ha
experimentado cambios histéricos. El trigo se cultiva en diversas condiciones
climaticas, desde tierras secas con humedad limitada durante la temporada de
crecimiento (por ejemplo, en gran parte de los EE. UU., Australia, la CEIl, Asia
occidental y el norte de Africa); y tierras con agua adecuada durante toda la
temporada, como los paises de Europa occidental (Baloch, 1999). Desde 1940,
el rendimiento del trigo ha mejorado notablemente, pasando de apenas 740 kg
por hectarea a niveles mucho mas altos. Entre 2004 y 2017, este rendimiento
aumentd de 4480 a 5241 kg por hectarea, con un potencial de produccién que
podria alcanzar hasta 10 Mg por hectarea. Se proyecta que, para el afio 2050, la
demanda de trigo crecera un 70 % en comparacion con los niveles actuales,
impulsada por el incremento poblacional y los cambios en los habitos alimenticios
(Flores-Marges, Corral-Diaz, Osuna-Avila, & Hernadez-Escamilla, 2021).

En México, las entidades con mayor produccion de trigo son: Sonora (43%),
Baja California (11%), Guanajuato (9.3%), Sinaloa (8.2%), Michoacan (9.3%) y
Chihuahua (2.3%), obteniendo una superficie de 669 948 ha a nivel nacional,
donde se han obtenido poco mas de 3 511 192 toneladas y un mostrando
rendimiento promedio de 5.241 Mg ha! (Flores-Marges et al., 2021),(SAGARPA-
SIAP, 2018).

En el norte de Coahuila algunas localidades han mostrado un impacto
negativo debido al cambio climético, esto ha llevado a que el llenado del grano
tenga una disminucion de tamafio, derivado de la antesis tardia, en comparacion
con el resto de las localidades (datos no mostrados). Se estima que los estados
del noroeste de México, donde se produce mas del 75 % del trigo bajo riego,

seran de las zonas mas impactadas, debido a que las proyecciones de aumento



de temperatura en esta region superan a las de los estados del sur del pais
(Hernandez-Ochoa et al., 2018).

2.2 Clasificaciéon taxonémica

El trigo es una planta herbacea de la familia de las Poaceae; el nombre
cientifico de la planta de trigo es Triticum. El trigo es uno de los cultivos de
cereales mas antiguos y esenciales del mundo, que se cultiva en una amplia
gama de climas y tipos de suelos. Las partes principales de la planta del trigo son
la espiga, el tallo, las hojas y las raices. Las plantas de trigo crecen de 2 a 4 pies
de altura. La parte que cubre el grano y lo protege se llama barba; al igual que
todas las plantas herbaceas, las plantas de trigo se sostienen sobre el tallo

(Mohammed, Omran, Hasan, llyas, & Sapuan, 2021).

Cuadro 1. Clasificacion taxondmica del trigo

Clasificacion taxondmica

Reino Plantae
Subreino Viridiplantae
Infrareino Estreptofita
Superdivision Embriofita
Division Traqueofita
Subdivision Espermarofita
Clase Magnoliopsida
Superorden Lilianae
Orden Pooles
Familia Poéaceas
Género Triticum .

Recuperada de (ITIS, 2010).



2.3 Principales variedades de trigo para el uso del germinado en el consumo
humano

El cultivo incluye la siembra de los trigos harineros (Triticum aestivum L.)
y cristalinos (Triticum durum L.). De los primeros se reconocen tres grupos: Grupo
1 de Gluten Fuerte, adecuado para la produccion de pan mecanizado de caja;
Grupo 2 de Gluten Medio, para la elaboracién de pan a mano tipo bolillo o telera;
y Grupo 3 de Gluten Suave, para la produccion de galletas y pasteles. Los
segundos se utilizan para la elaboracién de pastas, macarrones, entre otros
(Villasefior-Mir et al., 2022).

2.4 Diferentes usos del trigo

En la actualidad se cultivan dos especies principales de trigo: el trigo
comun o panificable (Triticum aestivum ssp. vulgare), que ocupa alrededor del
93% de la superficie total cultivada de trigo, y el trigo duro (Triticum turgidum ssp.
durum), que cubre el 7% restante. El éxito del trigo no se puede explicar sin tener
en cuenta las propiedades Unicas de la masa hecha con harina de trigo y sémola,
gue permiten procesarla en una variedad de productos (por ejemplo, pan, pasta,
galletas y fideos) y otros alimentos procesados (Carlos Guzméan, 2019). El trigo
duro (Triticum turgidum ssp. durum) estd mas adaptado al clima seco
mediterraneo que el trigo panificable y a menudo se le llama trigo para pasta para

reflejar su principal uso final (Shewry, 2009).

2.4.1 Germinados

La germinacion es una practica antigua que mejora las propiedades
nutricionales de los granos (Xiao et al., 2022 ), aumentando el contenido de
nutrientes simples después de la degradacién macromolecular,(Chang et al.,
2023) adema disminuye los niveles de componentes antinutricionales y aumenta
la digestibilidad y los atributos sensoriales de los brotes (Xiao et al., 2022). Son
organolépticamente agradables; proporcionan cantidades importantes de


https://link.springer.com/article/10.1007/s10068-023-01289-y#ref-CR30

proteina, minerales, vitaminas y fibra (Aliaga Zeballos, Mamani Reynoso, &
Mamani Cruz, 2017). El uso de brotes como ingrediente culinario puede ser una
buena opcion para aumentar el valor nutricional de los productos alimenticios y
al mismo tiempo disminuir el riesgo de enfermedades transmitidas por los

alimentos (Miyahira, Lopes, & Antunes, 2021).

El término “semillas germinadas” incluye diferentes tipos de productos obtenidos
a partir de semillas, dependiendo de la parte de la planta recolectada y
consumida, en particular si la semilla esté incluida o eliminada, y del sustrato de
crecimiento y las condiciones ambientales durante la germinacién. Para cada uno
de estos productos existen varias definiciones comerciales ambiguas (es decir,
microvegetales, brotes, brotes tiernos, berros, pasto de trigo), ampliamente
difundidas incluso en la literatura cientifica, y el mismo término podria referirse a

diferentes tipos de productos (Benincasa, Falcinelli, Stagnari, & Galieni, 2019).

En general, los brotes de trigo se refieren a los brotes jovenes de Triticum
aestivum L. antes de la formacién de nudos durante la germinacién del trigo. Se
utilizan principalmente brotes jovenes de 7 a 20 dias después de la germinacion
del trigo. Los brotes de trigo son eficaces contra diversas enfermedades de los
adultos y a menudo se consumen en jugo fresco, jugo congelado, tabletas y
polvos. Se ha informado que los niveles de calcio, potasio y sodio en los brotes

de trigo aumentan cuando el trigo germina y crece (Chang et al., 2023).

2.4.2 Clasificacion de los germinados

Los germinados los podemos clasificar o encontrar en las siguientes
presentaciones germinado de legumbres, germinado de verduras y germinado de

cereales.

2.4.2.1 Germinado de legumbres

Se cree que ya hacia el afio 3000 A.C antiguas civilizaciones orientales ya

utilizaban los germinados de legumbres y cereales como parte de su dieta diaria



y también utilizando estos como medicina tradicional. Actualmente estos brotes
o germinados han demostrado ser una buena fuente de melatonina, una hormona
gue disminuye con la edad y que, al no estar muy presente en el cuerpo humano,
se asocia con enfermedades cronicas tales como diabetes tipo 2 y enfermedades
cardiovasculares. El proceso de germinacion excluye gran cantidad de los “anti-
nutrientes”, lo cual nos ayuda a procesar de mejor manera las proteinas
contenidas en las legumbres, al igual que las vitaminas y minerales. Ademas son
excelente fuente de vitaminas A, C, E y complejo B, los cuales se ven en mayor

cantidad cuando se comparan con legumbres secas (Nutreduca, 2018).

2.4.2.2 Germinado de verduras

“Microgreens” o microplantas, nos referimos a verduras muy jovenes
colectadas en su fase de desarrollo. Al estar esta semilla en su fase desarrollo
genera toda una cascada nutritiva de vitaminas, enzimas, &cidos grasos,
aminoé&cidos (CONASI, 2022).

2.4.2.3 Germinado de cereales

Cuando un grano brota, esas enzimas se activan y comienzan a convertir
los nutrientes almacenados de la semilla en formas mas utilizables. Los granos
germinados integrales son mas nutritivos y mas faciles de procesar . Aumentando
la biodisponibilidad de vitaminas y minerales como zinc, hierro, magnesio, fésforo

y vitaminas B2, para que el cuerpo pueda absorberlos (ODO, 2025).

2.4.3 Tipos y propiedades de los germinados

En la actualidad, el estilo de vida del consumidor ha mirado hacia una “vida
sana y alimentos mas saludables”, en consecuencia, la demanda de alimentos
estd mas orientada hacia dietas ricas en frutas y verduras, caracterizadas por un
alto contenido de moléculas bioactivas. Un papel especial lo desempeiian las
verduras listas para el consumo, cosechadas en las primeras fases de
crecimiento de la planta y que comunmente son conocidas como semillas

germinadas (Benincasa et al., 2019).



Durante la década de 1990, las semillas germinadas se convirtieron en un
componente alimentario mas comun. Hubo cada vez mas informes en la literatura
cientifica sobre enfermedades bacterianas transmitidas por los alimentos
asociadas con el consumo de semillas germinadas, lo que generdé inquietudes en
las agencias de salud publica y los consumidores sobre la seguridad de estos
productos (Hazards, 2011).

Se han descrito diversas propiedades en los germinados, los cuales
ofrecen beneficios al organismo, entre los principales podemos mencionar su
funcién de regular y alcalinizar el pH de la sangre, contribuyen a la asimilacion
de nutrientes por lo que se mejora el trabajo enzimatico. También contribuyen en
los procesos de desintoxicacion, depuracion y eliminacion de residuos en la
sangre, las células y en los tejidos. Ademas de fortalecer el sistema inmunoldgico
(Zeballos, Reynoso, & Cruz, 2017).

Los brotes se obtienen de germinar diversas semillas de cereales (como
trigo, avena, cebada, arroz) asi como de legumbres (soja, alfalfa, porotos mungo
o aduki, lentejas, arvejas, garbanzos). De igual manera se pueden obtener de
semillas de chia, sésamo y girasol, la cebolla y plantas de la familia de las
cruciferas entre ellas (rdbano, rabanito, brocoli, coliflor) (CASSAN, 2024).

2.4.4 Manejo en la produccion de germinado de trigo

Los brotes son granos germinados que se producen mediante un proceso
de germinacion simple que, en general, no requiere ni luz solar ni tierra (Miyahira
et al., 2021). Para que se lleve a cabo el proceso de germinacion deben de existir
condiciones favorables para la semilla, incluyendo la temperatura, humedad y la
cantidad de oxigeno, ya que el proceso de germinacion transforma las semillas
duras y secas en brotes, que seran tiernos y faciles de digerir. En estas
circunstancias, el germen pone en marcha numerosas reacciones quimicas y
enzimaticas que daran origen a una nueva planta; es decir, deja de estar en
estado latente y comienza la germinacion (CASSAN, 2024). Asi, aunque el

proceso de germinacion es facil de llevar a cabo, se deben abordar algunas



estrategias para prevenir el crecimiento microbiano, como adoptar intervenciones

fisicas, biolégicas y quimicas (Miyahira et al., 2021).

2.4.4.1 Fase de germinacion

La germinacién es un proceso bioldgico en el cual una semilla se convierte
en una planta teniendo las condiciones adecuadas de temperatura, humedad y
luz. La semilla considerada la unidad biologica de las plantas, estas estan
constituidas por episperma, endospermo y un embrién. En su proceso de
germinacion suceden una serie de procesos y transformaciones que se generan
en la semilla para dar origen a la planta; para culminar con un germinado exitoso
se requieren tanto condiciones en el interior de las semillas como en el medio
ambiente y para esto depende de varias fases o etapas. (Castro Ortiz &
Rodriguez Chia, 2021).

2.4.4.2 Fase de hidratacion

La primer etapa en el proceso de la germinacién de la semilla empieza por
la absorcion de agua. Esta ocurre debido a la diferencia del potencial hidrico entre
la semilla seca y la solucién hidrica con la que valla a entrar en contacto (Suarez
& Melgarejo, 2010). Esta primer fase es conocida como imbibicion, esta es muy
rapida provocando alteraciones temporales en la permeabilidad diferencial de las
membranas de la semilla y, dando como resultado, la liberacién de compuestos
de bajo peso molecular como son (azUcares, &cidos organicos, iones,

aminoécidos, péptidos, etc.) (Matilla, 2008).

2.4.4.3 Fase de crecimiento

Los cambios bioquimicos ocurren dependiendo de las condiciones de
germinacién asi como de los tratamientos de “vigorizacion de semillas” aplicados
a los granos para optimizar la germinacion y el crecimiento de las plantulas post-
germinativas (Benincasa et al., 2019). En esta fase la embriogénesis también
constituye la preparacion para la germinacién (Matilla, 2008). durante esta etapa

el alargamiento celular se muestra rompimiento el tegumento, lo que es la primer
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sefal visual de que la semilla esta germinando (Castro Ortiz & Rodriguez Chia,
2021).

2.4.4.4 Fase de cosecha

En esta etapa se recolectan los brotes maduros. Se caracterizan por
remover y desechar las cascaras para obtener un mejor sabor, aproximadamente
al cuarto dia las hojas empiezan a salir, se retira la malla del frasco y se deja que
le dé la luz, al abrirse las hojas toman un verde fuerte por la formacion de la

clorofila (Jensen, 2012).

2.5 Consumo de germinados

Los brotes se consideran “alimentos funcionales”, que son aquellos
alimentos que, ademas de su valor nutricional normal, Poseen cualidades que
benefician la salud o previenen las enfermedades. De esta manera, el uso de
brotes como ingrediente culinario puede ser una buena opcion para aumentar el
valor nutricional de los productos alimenticios y al mismo tiempo disminuir el

riesgo de enfermedades transmitidas por los alimentos (Miyahira et al., 2021).
2.6 Riesgos microbiolégicos de los germinados

Se debe considerar que las condiciones necesarias para la germinacioén,
como lo son la temperatura y humedad son condiciones idéneas para la
proliferacion de microorganismos patdégenos, al igual que los alimentos frescos,
los brotes o germinados podrian tener microorganismos patdégenos (por factores
externos en la cadena de produccion o durante el cultivo y/o almacenamiento).
Entre los principales patdgenos se reportan estan Salmonella y Escherichia coli
(CASSAN, 2024).

2.7 Control de calidad de los germinados
La capacidad de germinacion de las semillas tiene una relacion con el

crecimiento rapido y ordenado de los brotes. Por lo tanto, la problemética mas

frecuente a la que se enfrenta la industria de los germinados es coémo mejorar la
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capacidad de germinacion de las semillas para conseguir una rapida obtencién
de brotes. De esta manera, podemos maximizar el contenido nutricional de los
brotes controlando la germinacion de las semillas. Asi que, era necesario
desarrollar técnicas de desinfeccion eficaces para controlar los contaminantes

microbianos (HongKai Liu et al., 2021).

2.8 Produccién de germinado de trigo a nivel mundial y nacional

El germinado de trigo, valorado por su alta densidad nutricional (rico en
vitaminas, minerales, enzimas y antioxidantes), es un producto que ha obtenido
gran aceptacion en los mercados de alimentos saludables a nivel global. Su
produccién, aunque especializada y de menor escala comparada con el trigo
grano, representa un nicho de alto valor agregado dentro de la agricultura y la

agroindustria.

2.8.1 Produccién Mundial de Germinado de Trigo

La producciéon mundial de germinados y brotes es un mercado liderado por
empresas con tecnologia avanzaday procesos de alta calidad, situadas

principalmente en paises desarrollados.

2.8.1.2 Liderazgo Asiatico y Norteamericano

La empresa japonesa Tomohori Nakadas Cress Cultivation Company es
una reconocida lider global en el sector de brotes y germinados, destacandose
por sus técnicas de cultivo de precisidon y control de calidad. De manera similar,
en Estados Unidos, la Kitazawa Seed Co. no solo es productora, sino también
una destacada proveedora de semillas especializadas para germinados,
incluyendo variedades especificas de trigo, sirviendo a un mercado interno y de

exportacion con altos estandares de inocuidad alimentaria (Celestin, 2018).
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2.8.1.3 Contexto del Trigo como Materia Prima

La produccion de germinado depende del suministro de trigo grano. Segun
la FAO, se proyecta que la produccion mundial de cereales (incluyendo el trigo)
alcance un récord de 2.925 millones de toneladas en 2025, con un crecimiento
del 2.3% impulsado por mejores perspectivas para el trigo, maiz y arroz (Nunes,
2025).

2.8.1.4 Tendencias de Consumo

La demanda global por alimentos funcionales y saludables es el principal
motor de este mercado. Los consumidores en Norteamérica, Europa y partes de
Asia buscan cada vez mas productos frescos, organicos y nutritivos, lo que

impulsa la innovacion y expansion de empresas productoras de germinados.

Cuadro 2. Principales Productores Mundiales de Germinados y Contexto del
Produccion.

., . o o Contexto de Produccion de Trigo
Regién/Pais Principales Empresas/Caracteristicas G
rano

Tomohori Nakadas Cress Cultivation ]
Gran importador. Depende del mercado

Japon Company (Lider en tecnologia y ) )
) internacional (Lian et al., 2020).
calidad).
Estados Kitazawa Seed Co. (Lider en produccién  Produccion interna grande (Karlson et al.,
Unidos y venta de semillas especializadas). 2022)

» Numerosas empresas medianas y ] »
Union . Expectativa de recuperacién en el sur,
pequefias, con fuerte enfoque en
Europea . (Lahuta et al., 2022)
orgéanicos.

Produccion variable. Argentina es

) . Colombia, Brasil, Ecuador, Argentina  potencia exportadora; Brasil, Colombia y
Latinoameérica 3 . ) ] )

(empresas mas pequefias y de nicho). Ecuador son importadores (Abril-Saltos et

al., 2022)
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2.8.2 Contexto Nacional: La Produccion e Importacion de Trigo en México

La produccién de germinado de trigo depende por completo del suministro
de materia prima. Por ello, es crucial entender la situacién del trigo en México.
Crisis Productiva y Dependencia de Importaciones: México enfrenta una severa
reduccion en su produccion de trigo. Para el 2025, se estima una caida del
25% en la produccion, alcanzando apenas 2.6 millones de toneladas, como
consecuencia de sequias prolongadas y niveles histéricamente bajos en las
presas del norte y noroeste del pais. Esta situacion eleva la dependencia de las
importaciones a un 80% para cubrir la demanda interna. Se proyecta importar 5.7
millones de toneladas, principalmente de Estados Unidos (65%), seguido
de Rusia (18%) y Canadéa (11%) (Foroughbakhch Pournavab et al., 2019)

2.8.3 Produccion de Germinado de Trigo en México

A diferencia de la produccion de trigo grano, la de germinado es un sector de

pequefia escala y alto valor (CIMMYT, 2025).

2.8.3.1 Caracteristicas de la Produccion:

« Escalay Enfoque: La produccién de germinado de trigo en México esta
dominada por microempresas, emprendimientos locales y cooperativas.
Su enfoque suele estar en la calidad, la frescura y los atributos organicos
0 naturales, mas que en la produccién masiva.

e Mercado de Destino: Estos productores abastecen principalmente
a mercados de especialidad, tiendas naturistas, ferias orgénicas y
restaurantes que priorizan ingredientes frescos, nutritivos y de origen
local. EI consumidor objetivo es aquel con conciencia sobre alimentacion

saludable.

2.8.3.2 Logisticay Desafios:

e Acceso a Materia Prima: Los productores deben competir por el trigo de
la mas alta calidad (grado alimenticio) con la poderosa industria

molinera nacional, que procesa los millones de toneladas importadas. Esto
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puede representar un desafio logistico y de costos para los pequefios
productores.

e Tecnologia e Inocuidad: Un desafio constante es lainversion en
tecnologia para controlar factores como la humedad y temperatura
durante la germinacién, y, sobre todo, para garantizar la inocuidad
alimentaria (evitando contaminacion por bacterias como E.
coli o Salmonella), lo cual requiere practicas de manejo rigurosas (Pérez

Galeano & Zapata Valencia, 2015).

2.9 Nanoparticulas

El término “nano” significa “enano” y en el ambito cientifico se refiere a
estructuras sumamente pequefias las cuales equivalen a la mil millonésima parte
de algo. La manipulacion de la materia a un nivel nanométrico se le atribuye al
fisico Richard Feynman, quien recibiera el Premio Nobel en 1965, esta premisa
se expondria en la reunién anual de la Sociedad Americana de Fisica en 1959,
en su conferencia “Hay muchisimo espacio en el fondo”, al plantear: “La mayoria
de las células son diminutas, pero estdn muy activas, fabrican sustancias, se
mueven, se contorsionan y hacen multitud de cosas maravillosas, todo ello a
pequefia escala”. Por lo tanto, a la nanotecnologia se le conoce como la disciplina
cuyo objetivo es el estudio, disefio, sintesis, manipulacion y aplicacion de
materiales, aparatos y sistemas funcionales, mediante el control de la materia a
nano escala, por lo tanto, las nanoparticulas son estructuras con tamafnos
inferiores a 100 nanémetros (es decir 1*10°" metros), que pueden ser sintetizadas

a partir de diversos materiales, incluidos metales (Gomez-Garzon, 2018).

2.9.1 Uso de nanoparticulas en la agricultura

Uno de los criterios mas importantes de la nanotecnologia es el desarrollo
de procedimientos no téxicos y limpios. Por lo tanto, la biosintesis de
nanoparticulas basado en el uso de plantas ofrece un enfoque limpio y
respetuoso con el medio ambiente (Coello, 2023). La nanotecnologia ha dado

acceso al uso de las NP como una alternativa ecolégica y para el manejo
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sustentable de enfermedades fitopatégenas, lo que se busca con esta tecnologia
es tratar de sustituir los plaguicidas quimicos que dafian tanto al medio ambiente
como a la salud humana (Uriel et al.,, 2024). Sin embargo, la produccién
sostenible a partir de plantas utilizando tecnologia de cultivo in vitro para
optimizar la composicidon y las condiciones del medio de crecimiento enfrenta
desafios importantes (Ali et al.,, 2023). A menudo las plantas se enfrentan a
limitaciones ambientales adversas, que en su mayoria son resultado de
actividades antropogénicas y cambios climaticos globales (Schiavon, Nardi, dalla
Vecchia, & Ertani, 2020). En los ultimos afios, la agricultura es uno de los campos
donde las nanoparticulas metdlicas tienen posibilidades de aplicacion como
fertilizantes, herbicidas, fotocatalizadores para la degradacion de pesticidas y
fungicidas/bactericidas (Pariona et al., 2018).

2.9.2 Nanobiofortificacion en cultivos

La biofortificacion abarca diferentes procesos/métodos para incrementar
la densidad de las vitaminas y minerales de las partes comestibles de los cultivos,
o reducir los antinutrientes, de manera que mejore la calidad nutricional del
abastecimiento de alimentos (ACH, 2022). En los cultivos la biofortificaciéon se
usa como una estrategia para subir al contenido nutrimental de micronutrientes
en los frutos de las plantas. Lo cual permite que la planta tenga un aumento en
el sistema antioxidante (Schiavon et al., 2020). La biofortificacion con SeO2>* se
ha aplicado diferentes cultivos teniendo éxito en muchos de estos, afectando la
calidad y el rendimiento de la cosecha (Gaucin-Delgado et al., 2020).

Por ejemplo, la biofortificacion en cultivos como maiz (Zea mays L.) con
zinc representa una estrategia eficaz para reducir la deficiencia de este
micronutriente, sobre todo en estados donde se observa una importante
produccion y un alto consumo per capita del grano (cerca de 200 kg/afio)

(Ramirez-Jaspeado, Palacios Rojas, Funes, Perez, & Donnet, 2018).
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2.10 Importancia del selenato agricultura

En ambientes de suelo, el selenito (Se022) y el selenato (Se02*) son las
dos principales especies de Se las plantas pueden absorber de mejor manera a
través de las raices (K. Wang et al.,, 2021). Ademas de estas interacciones
directas entre el selenato y el material sélido, los procesos de reduccion podrian
transformar el selenato en un estado de oxidacibn mas bajo, Se, lo que genera
estabilizacion en el suelo (Loffredo, Mounier, Thiry, & Coppin, 2011). El selenito
y el selenato en su forma natural de Se son solubles en agua, pero tienen
diferente comportamiento en el suelo: el selenato es movil y es una fuente de Se
que esta facilmente disponible para los cultivos, mientras que el selenito es
retenido en el suelo disminuyendo su solubilidad y disponibilidad para las plantas
(Hernandez-Hernandez, Leon-Morales, LoOpez-Bibiano, Saldafia-Sanchez, &
Garcia-Morales, 2018).

2.10.3 Selenato en las plantas

Las plantas pueden absorber una variedad de compuestos de selenio,
pero las formas mas abundantes de selenio en el suelo son el selenato en
ambientes alcalinos y 6xicos. Una alta concentracion de selenio en los tejidos
vegetales se asocia en general a una alta concentracion de azufre. En términos
de absorcion de selenio, las plantas pueden dividirse en no acumuladoras,
acumuladoras secundarias e hiperacumuladoras (Verstegen & Gunther, 2023).
El selenato mantiene una facil traslocacion de las raices a los brotes, mientras
gue la mayor parte del selenito permanece en las raices y es rapidamente
convertido a formas organicas (Hernandez-Hernandez et al., 2018).Sin embargo,
se han realizado unos pocos estudios sobre el selenato, a pesar de que es
potencialmente la forma mas movil, probablemente porque no es la forma

principal de Se para mediciones in situ (Loffredo et al., 2011).
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2.11 Quitosano

Se ha descrito que el quitosano es el segundo polimero natural mas
abundante, lo que lo coloca Unicamente por debajo de la celulosa, dicho
compuesto es parte fundamental del exoesqueleto de muchos artropodos
(aracnidos, crustaceos e insectos) ademas de estar presente en la pared celular
de algunos tipos de hongos y algas. Para sintetizar al quitosano se necesita
suprimir el grupo acetilo de los monémeros de N-acetilglucosamina lo que genera
glucosamina, proceso conocido como desacetilizacion alcalina total o parcial de
la quitina (Laiz, Martin-Ramos, Casado, & Martin-Gil, 2017).

2.11.1 Quitosano en la agricultura

Este compuesto se ha utilizado en la agricultura como un acelerador de la
germinacion, ademas que participa como agente fungicida y modificador de
suelos (Rodriguez-Pedroso, Bautista-Bafios, Ramirez-Arrebato, Plascencia-
Jatomea, & Hernandez-Ferrer, 2021). La obtencién de este polisacarido es
principalmente como un subproducto de la industria de la pesca, ya que forma
parte del exoesqueleto de los crustaceos. Se ha descrito que es un copolimero
lineal formado por unidades de glucosamina con actividad bioestimulante, sobre
todo en los procesos de desarrollo y rendimiento en las hortalizas (Ramirez,
Rodriguez, Alfonso, & Peniche, 2010). También se ha descrito su capacidad de
proteccién contra virus de las plantas y otros organismos, sobre todo en cultivos
de importancia econémica. Por lo tanto, es una sustancia prometedora que
aunado a los beneficios anteriormente mencionados, ofrece proteccion superficial
en las frutas y verduras durante el proceso de almacenamiento y transporte, lo

gue disminuye el deterioro de estos alimentos (Laiz et al., 2017).

2.11.2 Caracteristicas del quitosano

Una de sus caracteristicas quimicas mas interesantes es que tiene la

capacidad de ser disuelto en soluciones acidas debido a que tiene una carga
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positiva muy ligera lo que lo hace diferente del resto de los polisacaridos

existentes (Laiz et al., 2017).

Este polimero tiene una estructura quimica definida, que puede ser
sometida a modificaciones quimicas y enzimaticas. Es funcional fisica y
biologicamente, ademas de ser compatrtible con una gran cantidad de células,
tejidos y 6rganos. Se ha descrito también que es biodegradable. La versatilidad
de este polimero hace que tenga una gran cantidad de presentaciones, lo
podemos encontrar como: copos, polvo, perlas, membranas, esponjas,

algodones, fibras y geles (Badawy & Rabea, 2011).

La superficie y el tamafio de las particulas son dos de las caracteristicas
mas importantes del quitosano. La porosidad del quitosano esta relacionada con
la distribucion del tamafio de los poros y el volumen de los mismos, que a su vez
dependen de la fuente y del proceso de extraccibn (Roméan-Doval, Torres-
Arellanes, Tenorio-Barajas, GOmez-Sanchez, & Valencia-Lazcano, 2023).

2.11.3Quitosano en las platas

El quitosano aplicado topicamente mejora la conductancia estomética,
aumenta el contenido de acido abscisico (ABA) y reduce la transpiracion en las
plantas sin alterar su altura, area foliar, altura de la raiz o biomasa. También se
puede utilizar para recubrir semillas de frutas, verduras, frutos secos y cereales
(Roman-Doval et al., 2023). En las plantas, el quitosano se utiliza en gran medida
para imitar el estrés bidtico y abiético (Sharif et al., 2018). Se ha demostrado que
el quitosano es una molécula natural que induce numerosas respuestas
bioldgicas en las plantas, dependiendo de su estructura y concentracién y de la

especie y etapa de desarrollo de la planta (Malerba & Cerana, 2016).
2.12 Compuestos bioactivos
Los compuestos bioactivos son aquellos componentes que estan

presentes en los alimentos e influyen en las actividades celulares y fisiologicas

obteniendo, tras su ingesta, un efecto beneficioso para la salud (Mufioz, 2015).
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Existe una constante generacion de informacidén cientifica sobre los
bioactivos o sustancias con efecto fisiolégico en la salud humana, por lo que en
un futuro puede ser que se describan mas propiedades saludables aprobadas y
autorizadas, incluso bajo el articulo 14 del Reglamento 1924/2006 (Urrialde,

Gomez-Cifuentes, Pintos, Gomez-Garay, & Cifuentes, 2022).

2.13 Radicales libres

Los radicales libres son especies moleculares mayormente reactivas que
poseen un electron desapareado. Los radicales libres oxigenados son
especialmente importantes en los tejidos biologicos, ya que el metabolismo
depende de la transferencia de electrones, reacciones de oxidacion/reduccion y
oxigeno molecular. Por lo tanto, la actividad de los radicales libres es una
caracteristica normal tanto en las células vegetales como en los animales
(Benson, 1990).Las reacciones de radicales libres tienen lugar en la mayor parte
de las células del cuerpo humano. Estos producidos en exceso ejercen efectos

destructivos directos sobre los componentes celulares (Michalak, 2022).

2.14 Antioxidantes

Un antioxidante es una sustancia cuya presencia en concentraciones bajas
en relacion con el sustrato susceptible a la oxidacién reduce significativamente o
previene los efectos nocivos de los radicales libres sobre los tejidos humanos.
Los antioxidantes son un grupo quimicamente heterogéneo de compuestos que
pueden clasificarse segun su estructura, solubilidad (en agua o grasa) y la
cinética de las reacciones en las que participan (Michalak, 2022). La funcion de
un sistema de defensa antioxidante en las plantas es crucial para las plantas en
ambientes estresantes ya que aplaza la muerte celular programada (Fujita &

Hasanuzzaman, 2022).
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2.15 Compuestos fendlicos y flavonoides

El origen de los compuestos fendlicos en el mundo vegetal. Son unos de
los principales metabolitos secundarios de las plantas y su presencia en el reino
animal se debe a la ingestion de éstas. Los fenoles son sintetizados de nuevo
por las plantas y son regulados genéticamente, tanto a nivel cualitativo como
cuantitativo, aunque a este nivel también existen factores ambientales (Creus,
2004). Los fendlicos se encuentran principalmente en frutas, legumbres,
verduras, té, vino, café y son responsables de las caracteristicas organolépticas
de los alimentos vegetales. Asimismo, los compuestos fendlicos son
responsables del amargor de las frutas debido a su interaccibn con la
glicoproteina salival. Los flavonoides son los principales polifenoles presentes en
la dieta humana. Estructuralmente, estdn compuestos por un ndcleo de flavano
con 15 atomos de carbono dispuestos en 3 anillos, como C6-C3-C6,
denominados A, By C (Alara, Abdurahman, & Ukaegbu, 2021).

2.16 Vitamina C

La vitamina C se acumula en concentraciones muy altas en muchos
organos de las plantas, especialmente en las hojas y los frutos (Foyer, Kyndt, &
Hancock, 2019). La vitamina C es un antioxidante soluble en agua importante y
muy eficaz (Michalak, 2022). Considerando la amplia gama de funciones del AsA
en los tejidos de la fruta, es de gran importancia entender por qué esta molécula
se acumula en altas concentraciones en algunas especies y -cultivares
particulares. La ubicuidad de AsA en los tejidos vegetales es, a su vez,
responsable de la notable diversidad de su funcién en las plantas (Mellidou,

Koukounaras, Kostas, Patelou, & Kanellis, 2021).
2.17 Actividad Enzimatica
La propiedad fundamental de las enzimas es la capacidad de aumentar la

velocidad de las reacciones que se producen en los organismos Vivos.

Determinar la velocidad con la que se produce una reaccion enzimatica es una
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medida de la actividad enzimatica (o catalitica). Dado que la mayoria de las
enzimas son proteinas, su actividad se ve afectada por factores que alteran la
estructura de las proteinas, asi como por factores que afectan a los catalizadores
en general. Estos factores incluyen la concentracion, el pH del entorno y la

temperatura (Osbone, 2024).

2.18 Glutation

El glutation (GSH) es una molécula fundamental que participa en aspectos
esenciales de la homeostasis celular. Fue descubierta en 1888 por Joseph de
Rey-Pailhade en Francia (Vulcano, Soraci, & Tapia, 2013). El glutation (L-g-
glutamil-L-cisteinil-glicina) también conocido como tripéptido hidrosoluble
formado por los aminoacidos acido glutamico, cisteina y glicina (Meister, 1988).
También actia como antioxidante enddégeno que afecta muchas funciones
celulares (Iskusnykh, Zakharova, & Pathak, 2022). Curiosamente, diferentes tipos
de estrés ejercen diferentes efectos sobre los genes que codifican las enzimas
responsables de la produccién de glutatién en las plantas. Aunque las plantas,
como la mayoria de los demas organismos, producen glutation a través de una
via quimica conservada, las investigaciones sobre el GCL (ligasa de glutamato-
cisteina) y el GS (glutatibn sintetasa) en las plantas revelan nuevos
conocimientos sobre los mecanismos reguladores bioquimicos que controlan la
sintesis de esta molécula critica y la base estructural para la diversificacién de

los analogos del glutation en las plantas. (Galant, Preuss, Cameron, & Jez, 2011).

2.19 Catalasa

La catalasa (CAT) es una enzima antioxidante fundamental mayormente
presente en los organismos que cataliza la descomposicion del peroxido de
hidrogeno (H202), controlando asi la abundancia de esta molécula esencial de
sefalizacion celular (Baker et al., 2023). Este estrecho vinculo entre la catalasa
y los peroxisomas, respaldado por la composicion de la secuencia del extremo C
del polipéptido y el diverso numero de métodos utilizados para localizar esta

enzima dentro de la célula, ha llevado a la comunidad cientifica a considerar a la
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catalasa como la enzima marcadora tipica de estos organulos (Palma et al.,
2020).

2.20 Peroxidasa

Las enzimas llamadas peroxidasas son aquellas que catalizan la oxido-
reduccion de H202 y una gran variedad de donadores de hidrogeno (Pérez
Anaya, Regalado Gonzalez, & Rodriguez Cabrera, 2010). Estas estan
ampliamente distribuidas entre las plantas superiores, parte de su importancia se
debe a que catalizan la oxidacion de varios fenoles proveedores de electrones
en presencia de peroxido de hidrogeno, generando radicales libres que
reaccionan entre si y producen dimeros (Montes, Arenas, Molina, & Garcia-
Figueroa, 2007). Las peroxidasas de clase Il en las plantas, son glicoproteinas
que contienen el grupo prostético hemo, un complejo formado entre un i6n de

hierro y una molécula de protoporfirina IX (Pérez Anaya et al., 2010).
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. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacion del experimento y material vegetal

El estudio se realizé en el laboratorio de Biotecnologia de la Universidad
Politécnica de Gomez Palacio, ubicada en la ciudad de Gémez Palacio, Durango
(25°34'11.5" N, 103°29'53.5" O), a una altitud de 1120 msnm. Se utilizaron
semillas de trigo (Triticum spp. - Sprouts - Nature Jim's ®) de tamafio uniforme,
qgue fueron desinfectadas con etanol al 75% durante 5 minutos y luego lavadas

cuatro veces con agua destilada (Li et al., 2019).

3.2. Sintesis de nanoparticulas de selenio

La sintesis de las CS-SeO2*%, se llevd a cabo en el Laboratorio de
Biotecnologia de la Universidad Politécnica de Gémez Palacio (UPGOP), en un
reactor de vidrio (RAC-2000) provisto de agitacibn mecanica, control de
temperatura y sistema de atmadsfera inerte en medio acuoso empleando selenato

(Se02%) marca (Thermo Scientific) y una solucién de CS.

3.3.- Ensayo de germinacion y medicion del crecimiento

Las semillas fueron distribuidas en catorce tratamientos, cada uno
compuesto por diez semillas Tabla 2, bajo la metodologia de (Ramirez-Rodriguez
et al., 2021). Los tratamientos se aplicaron por cebado una sola vez a las semillas
durante la etapa de imbibicion, sumergiéndolas en las soluciones
correspondientes durante 8 horas en oscuridad en una incubadora de crecimiento
artificial (HGZ-150) con un ciclo dia/noche de 12 h, a 25 + 2 °C respectivamente,
con 60% de humedad relativa (Li et al., 2019).
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Cuadro 3. Tratamientos establecidos con selenato (SeO.*) y selenato-quitosano (CS-
Se0,2).

Tratamiento Descripcion
1 Control=Agua destilada
2 CS (50 mg mL?)
3 Se02#(0.10mg mL?)
4 Se02%(0.50 mg mL™1)
5 Se02#(1.00 mg mL1)
6 Se02#(1.50 mg mL1)
7 Se02#(2.00 mg mL1)
8 Se024(2.50 mg mL1)
9 Se02#-CS (0.10 mg mL1-50 mg mL1)
10 Se02#-CS (0.50 mg mL*-50 mg mL1)
11 Se02#-CS (1.00 mg mL*-50 mg mL™1)
12 Se024-CS (1.50 mg mL*-50 mg mL™)
13 Se02#-CS (2.00 mg mL*-50 mg mL™)
14 Se02#-CS (2.50 mg mL*1-50 mg mL™)

La germinacién de las semillas se monitoreo diariamente siguiendo los
lineamientos de la Asociacion Internacional de Pruebas de Semillas (ISTA) y se
registraron los parametros de crecimiento durante siete dias. La germinacién de
la semilla se verificé cuando la longitud del germen alcanzoé la mitad de la longitud
de la semilla (Faraji & Sepehri, 2018).

3.4. Parametros evaluados en el bioensayo

3.4.1. Porcentaje de germinacién (G%)

La evaluacion se realiz0 a los siete dias después de la siembra en el
segundo conteo, para lo cual se consideroé el conteo total de semillas germinadas

y el resultado se expresé como se muestra en la siguiente ecuacion:
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# semillas germinadas

G%=< )*100

# semillas incubadas
1)

3.4.2. Vigor semilla (VS%)

Al cuarto dia transcurrido posterior a la siembra, se procedio a realizar el
conteo uno para la toma de datos de semillas germinadas (plantulas que tienen
bien desarrolladas la raiz y la plimula, con desarrollo total de 2cm en promedio).
Para determinar el vigor de la semilla, expresando el resultado en porcentaje

segun la férmula:

VS%) (plantulas desarrolladas> 0
= *
0 # semillas incubadas

(2)

3.4.3. Peso fresco, brote (PFB) y raiz (PFR)

Se regqistré el peso freso del brote (PFB) y la raiz (PFR) en una balanza
analitica (Acculab modelo AC-110®) para la determinaciéon del valor de la
biomasa fresca la cual se reporté en miligramos por germinado (Diaz-Mendoza,
Diaz, & Martinez, 2019)

3.4.4. Pigmentos fotosintéticos (PG)

El contenido de clorofila (Chl) en germinados de trigo se determiné
siguiendo el método descrito por (Hang Liu et al., 2013). Para lo cual se pesaron
0.5 g de germinados, que fueron homogenizados en un mortero con 10 mL de
etanol al 95%. El homogeneizado se centrifugd a 1500 rpm durante 20 min y se
recogié el sobrenadante, para luego medir la absorbancia a 665 y 649 nm,
respectivamente. El contenido de Chl (a, b y a+b) se calcularon de acuerdo con

las siguientes formulas:

Chl(a) = 13954665 — 6.884649
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Chl(b) = 24'951464-9 - 7'32A665
Chl(a + b) = Chi(a) + Chl (b)

Chl(a + b) * vol (retraccion mlL) * tiempo dilucion
Chl(mg g ~'PF) = ( ) ( ) P

Peso fresco (g)

3.4.5. Preparacion de extractos calidad bioactiva

En la obtencidn de extractos se mezclaron 2 g de muestra fresca en 10 mi
de etanol al 80%, con agitacion orbital constante por 24 h a 70 rpm y 5 °C.
Después los extractos fueron centrifugados a 3 000 rpm durante 5 min y el

sobrenadante fue extraido para su analisis (Salas-Pérez et al., 2016).

3.4.6. Contenido total de fenoles

Se determin6 mediante una modificacion del método Folin-Ciocaltea
(Singleton, Orthofer, & Lamuela-Raventds, 1999), se tomaron 50 pL del extracto
etanoico, diluidos en 3 ml de agua destilada y se afiadieron 250 pl del reactivo
Folin-Ciocalteau (1N), se agito y dejo reaccionar durante 3 min. A continuacion
se afadieron 750 pl de Na2COs (20%) y 950 pl de agua destilada fueron
afadidos, la solucion se dejé reposar durante 2 h, para luego ser cuantificadas
en un spectrofotdmetro UV -Vis a 760 nm. Se usaron soluciones de acido galico
para construir la curva de calibracion. Los resultados se expresaron como mg

equivalentes de acido galico (AGE 100 g PF).

3.4.7. Flavonoides totales

Fueron determinados por método colorimétrico (Pérez-Garcia et al., 2023),
se tomaron 250 pl de extracto etandlico, se mezclaron con 1.25 ml de agua
destilada y 75 pl de NaNO:2 (5%). Después de 5 min de reposo, se agregaron 150
pl de AICI3 (cloruro de aluminio-1-etil-3-metilimidazolio cloruro (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EE. UU.). Posteriormente 500 pL de NaOH (1M) y 275 pl de agua

destilada. se afiadieron las muestras se agitaron vigorosamente, para luego ser
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cuantificadas en un espectrofotometro UV-Vis a 510 nm. El estandar se
disolviendo quercetina en etanol absoluto para obtener la curva de calibracion.

Los resultados se expresaron en mg QE 100 g PF.

3.4.8. Capacidad antioxidante DPPH

Se determiné por el método DPPH+ in vitro (Brand-Williams, Cuvelier, &
Berset, 1995). Se elabord una solucion de DPPH+ (Aldrich) con etanol, a una
concentracion de 0.025 mg mL™?. Posteriormente, Se afadieron 50 pL del
extracto etandlico con 1.950 pL de solucion DPPH+, habiendo pasado 30 min se
analizaron las muestras en un espectrofotometro UV-Vis (CGOLDENWALL,
rango de longitud de onda a 340-1000 nm y un ancho de banda espectral: 5nm)

a 517 nm. Los resultados se reportaron en uM equivalente Trolox 100 g -1 PF.

3.4.9.- Vitamina C

Se determiné por el método de titulacién. Se tomaron 10 g de muestra de
fruto fresco para posteriormente triturarse con 10 mL de &cido clorhidrico al 2%.
Después se filtro y se aforé a 100 mL con agua destilada. Con una muestra de
10 mL del diluido, se titulé con 2,6 diclorofenolindofenol (1x10-3 N) y se determind
el contenido de vitamina C con la formula:

(mL de 2.6 diclorofenolindofenol)(0.088) (volumen total)(lOO))
(volumen de la alicuota) (peso de la muestra)

VitC=<

los resultados se expresaron en mg*100 (PF)

3.4.10. Glutation

La cuantificacion de glutation se realiz6 mediante la técnica
espectrofotométrica de (Xue, Hartikainen, & Piironen, 2001)., mediante una
reaccion de acido 5,5-ditio-bis-2 nitrobenzoico (DTNB). Se coloc6 una mezcla de
0,480 mL del extracto, 2,2 mL de fosfato dibasico de sodio (NazHPO4 a 0,32 M)
y 0,32 mL del colorante DTNB (1 mM) en un tubo de ensayo. Luego, la mezcla

se agitdo en vortex y se leyd en un espectrofotometro UV-Vis (Thermo Fisher
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Scientific, modelo G10S, MA, EE. UU.) a 412 nm utilizando una celda de cuarzo.
Los resultados se presentaron en mM equivalentes de GSH mL ~* min -1 proteina
total -1.

3.4.12. Superoéxido dismutasa (SOD)

La actividad de superoxido dismutasa (SOD) (EC 1.15.1.1) fue
determinada utilizando un kit comercial (706002 SOD Cayman®). La actividad se

midio en una microplaca, siguiendo el protocolo descrito en el kit.

3.4.13. Catalasa (CAT)

La actividad de catalasa (CAT) (EC 1.11.1.6) se cuantificé siguiendo el
método de (Pérez-Garcia et al., 2023) El procedimiento detallado se realiza en

dos pasos, evaluando la diferencia en la absorbancia entre los tiempos TO y T1.

3.4.14. Glutatién peroxidasa (GPX)

La actividad de glutation peroxidasa (GPX) (EC 1.11.1.9) se determind
segun el método de (Costa, Faria, José, Ligterink, & Hilhorst, 2016), midiendo la
cantidad de glutation reducido (GSH) consumido. Los detalles del procedimiento

se encuentran descritos previamente en el texto.

3.4.15. Acumulacién de Se en germinados de trigo

La concentracién de selenato en los germinados de trigo se determiné mediante
espectrofotometria de absorcion atomica (EAA) con flama de aire-acetileno,
siguiendo el método AOAC (1990). Los resultados se expresaron en pg de

selenio por kg de peso seco.

3.5. Anélisis estadistico

El experimento se realiz6 con un disefio completamente al azar, utilizando
cinco tratamientos y diez repeticiones. Los resultados se analizaron mediante un
analisis de varianza (ANOVA) y se compararon las medias con la prueba de
Tukey (p < 0.05) utilizando el paquete estadistico Statistical Analysis System
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(SAS) version 9.3. La normalidad de los datos se verificO con el test de
Kolmogorov-Smirnov. Los datos de porcentaje de germinacion y las variables de
capacidad antioxidante (expresadas como porcentaje) se normalizaron aplicando

las transformaciones de arcoseno y raiz cuadrada.
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IV.RESULTADOS Y DISCUSION

4.1- Produccion de biomasa

El estudio analiza como las semillas tratadas mediante cebado (priming)
de selenato y quitosano (CS-Se0,2") en el estudio factorial presentan un aumento
significativo en la biomasa en comparacién con las no tratadas (control) (Cuadro
2). Estas diferencias significativas se pueden deber a las diferentes
concentraciones utilizadas durante el proceso. El mejor resultado se obtuvo al
usar 0.15 mg mL* de quitosano-selenato (CS-SeO2%), lo que indica que esta
concentracion es efectiva ante su aplicaciéon. Algunos estudios han mostrado que
el método de cebado de semillas incrementa significativamente en la biomasa de
especies seleccionadas poniendo en remojo las semillas recubiertas (Hernandez
et al., 2024). Ademas, el selenato aplicado en dosis apropiadas puede llegar a
aumentar la producciéon de biomasa de las plantas (Zhang, Gao, Chen, & Li,
2015). Por otro lado, se ha reportado que el uso de quitosano puede acelerar la
germinacion y mejorar el vigor de las plantulas. (Molina Zerpa, Colina Rincén,
Rincon, & Vargas Colina, 2017) observaron resultados positivos en el crecimiento
y rendimiento de semillas de arroz (Oryza sativa L.) tratadas con quitosano.

Cuadro 4. Efecto de Selenato y nanoparticulas de quitosano-selenato (CS-Se0,2) sobre
la germinacion, vigor y plumula en germinados de trigo.

Biomasa Germinacion Vigor Plimula Radicula
Factor
% cm cm
SeO,*

0 184c 98.70 b 97.70 a 4.85a 4.41 de
0.1 1.88 bc 94.80d 92.00 e 4.20c 4.64 cd
0.5 1.86¢c 96.45 ¢ 94.50 c 450b 4.58 cde

1 1.91 be 99.00 b 88.00 f 3.94d 4.34 e
15 1.95b 99.00 b 96.00 b 4.76 a 5.08 b

2 1.89 bc 99.00 b 94.00d 4.40 b 4.71c

2.5 205a 100.00 a 94.00d 4.16c 577 a
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cs
sincs B1 189D 97.48b 92.34b 436D 4.66 b
COQZCS 192 a 98.78 a 95.15 a 443 a 491a
Se0,* X CS
ns * *% *% nS

4.2- Germinacion de Semillas

Los resultados del estudio factorial demostraron que la aplicacion
combinada de selenato y quitosano (CS-Se0,?), indican que las variables de
porcentaje de germinacién y viabilidad no presentaron diferencias significativas
(p > 0.05) entre las distintas concentraciones de CS-SeO2* cebadas. Sin
embargo, se observéd una diferencia significativa en la dosis de 0.15 mg mL™" de
CS-Se02*4, que incrementé en un 52.36% la longitud de la plimula, y en la dosis
de 0.25 mg mL™", donde la radicula aumentd en un 38.39% (Cuadro 2). La
longitud de la radicula y la plumula puede depender de la concentracion aplicada,
mostrando efectos dosis-dependientes bajo ciertas condiciones. Diversos
estudios han demostrado que el quitosano (CS) mejora las respuestas de las
plantas al estrés abidtico, induciendo una resistencia multifacética frente a estos
ataques (Rabea, Badawy, Stevens, Smagghe, & Steurbaut, 2003). Esto se debe
a que el CS, gracias a sus propiedades cationicas, se adhiere facilmente a las
superficies de las plantas, prolongando el tiempo de contacto, lo que le permite
ser un excelente acelerador del crecimiento vegetal (Reyes Pérez, 2020).
Ademas, el selenato, un elemento con un amplio ciclo de accion, influye en los
mecanismos fisioldgicos de las plantas (Hernandez-Hernandez et al., 2018), que
actia como un elemento vital, alterando varios procesos fisiologicos vy
bioguimicos (Yang et al., 2022). Se ha demostrado que el selenato, en bajas
concentraciones, mejora el crecimiento de las plantas (Shekari, Aroiee,
Mirshekari, & Nemati, 2019), ya que funciona como un agente antisenescente,
ayudando a mantener los componentes y actividades celulares (Hasanuzzaman

et al., 2020). Por lo que el uso de CS-Se02*, puede funcionar como promotor del
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crecimiento de las plantas. Esto gracias a que el cebado con el quitosano puede
facilitar el ingreso de biomoléculas a las semillas y mejora el indice de
germinacion, acorta el tiempo de germinacion y floracion, aumenta el desarrollo
de la planta y produce mas biomasa como resultado de la interaccion entre la

semilla y el quitosano (Sangerman-Jarquin et al., 2023).

4.3 Compuestos bioactivos

El experimento factorial evalué el efecto sinérgico de selenato (Se0,%) y
quitosano (CS) en compuestos bioactivos de germinados de trigo. Los resultados
mostraron que la interaccion Se0,2” x CS tuvo efectos significativos (p < 0.05)
en fenoles totales, flavonoides y capacidad antioxidante (Cuadro 3). La dosis
optima de 0.25 mg mL™t CS-Se0O,2” genero los mayores incrementos en fenoles
totales (+95.6% vs control), flavonoides (+74.4%) y capacidad antioxidante
(123.87 uM Trolox 100 g*' PF). Estudios previos han demostrado que la
aplicacion de selenato puede incrementar la produccion de compuestos
bioactivos (Puccinelli, Malorgio, Rosellini, & Pezzarossa, 2019). Este efecto se
atribuye a que el cebado ejerce una influencia amplia en los metabolitos
secundarios, abarcando desde azUcares simples hasta proteinas complejas,
desempefiando un papel crucial en el potencial de germinacion (Allam, El-Darier,
Ghattass, Fakhry, & Elghobashy, 2024). Por otra parte, el quitosano, combinado
con micronutrientes como Zn a 25 ppm, ha mostrado un aumento en el contenido
bioactivo en semillas de Phaseolus vulgaris L. (Valencia-Vazquez et al., 2024).
Resultados similares se han observado en Triticosecale Wittmack, donde la
aplicacion de CS-SeO2* incrementd los niveles de fenoles, flavonoides y

capacidad antioxidante (Ramirez-Acosta et al., 2022).

Ademas, el uso de CS puede mejorar las respuestas de las plantas al estrés
abidtico gracias a su biodegradabilidad, no toxicidad y capacidad para mejorar la
absorcion de nutrientes y estimular los mecanismos de defensa, convirtiéndolo
en una alternativa sostenible a los productos quimicos sintéticos (Riseh, Vazvani,

Vatankhah, & Kennedy, 2024). El quitosano también puede interactuar con
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células vivas, provocando la sintesis de biomoléculas que actian como
inductores, lo que lleva a una mayor produccion de metabolitos secundarios
(Mohan, Pal, & Saharan, 2024). Este efecto ha sido documentado en germinados
de Zea mays (Zungu et al., 2023), trigo tratado con nanoparticulas de quitosano-
selenio (Mohan, Pal, Saharan, et al., 2024) y Phaseolus vulgaris (Mirbolook,
Rasouli-Sadaghiani, Sepehr, Lakzian, & Hakimi, 2021). Por lo que este
comportamiento se le puede atribuir al efecto sinérgico donde el quitosano al
actuar como un transportador nanomeétrico que mejora la biodisponibilidad del
selenio mediante complejos electrostaticos, y un inductor metabdlico que activa
las rutas fenilpropanoides (PAL, CHS) y el ciclo ascorbato-glutation (Schiavon et
al. (2020).

Cuadro 5. Efecto de Selenato y nanoparticulas de quitosano-selenato (CS-Se0O,?) sobre
compuestos bioactivos (Vitamina C, Fenoles, Flavonoides y Capacidad antioxidante),
actividad enzimética (SOD, CAT y GXP) y contenido de Selenio en germinados de trigo.

SOD GPX

Vitami Flavonoi Glutati Antioxidant L. CA L, Sele
Fenoles < (superoxido (glutation
naC des on es . T . nato
dismutasa) peroxidasa)
Factor
mg mg U
Mg égo AGE/100 QE/100 ™Y Ilfl):o fo'\é' i c(’l'ao,f) ug'TP  g' Ug'TP Y,
g g PF gpF 9 g TP g
SeOz*

0 184c 9042g 8604g 1110f  8495g 81.31f iglg 9454 g 756'f0
01 188bc 98.80f 9670f 1226e  94.21f 82.94 ¢ égg]; 97.52 855'e5
05 1.86c 131.17e 10213e 1368d 106.71e 86.01d égge' 108.49 95361

1 191bc 14576c 12833c 1534c  11954b 91.44 ¢ 225(1 114.09 d 90655
15 195b 141d 11542d 17.00a 114.86¢ 93.75b églt; 136.16 a 957'c5

2 189bc 15105b 13207b 1371d  11257d 93.64 b igsc' 115.82 ¢ 90857
25 202a 17690a 15003a 16.15b 123.87a 102662 1 q3a01p 104

42 a 45a
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CS 192a 137.82a 116.77a 14.9a 11152 a 91.01a 182, 117.11a 93.2
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4.4 Actividad enzimatica

Los resultados del disefio factorial demostraron que la interaccion
selenato-quitosano (SeO,2~ x CS) modificé significativamente (p < 0.05) la
actividad de las enzimas antioxidantes en germinados de trigo. La dosis 6ptima
de 0.25 mg mL™* CS-Se0,2 incrementd la actividad de SOD (102.66 U gt TP,
+26.2% vs control), CAT (195.42 U gt TP, +29.3%) y GPX (136.16 U g™ TP,
+36.95%), evidenciando un efecto sinérgico donde el quitosano potencia la
accion del selenio (Cuadro 4 y Figura 1). Estos hallazgos coinciden con Allam et
al. (2024), quienes reportaron que el CS activa sistemas enzimaticos de defensa
en P. grandiflorus mediante la regulacion de genes SOD2y CAT1. La mayor
eficiencia enzimatica se atribuye a la capacidad del quitosano para formar
nanocomplejos que protegen las enzimas de la inactivacion oxidativa, y el rol del
selenio como cofactor de GPX, catalizando la reduccion de peréxidos a nivel
celular (D’Amato et al., 2018). Adicionalmente, se observd que altas dosis de
Se0,?” (22 mg mL™) sin CS redujeron la actividad de CAT en un 15% (Liu et al.,
2023), corroborando estudios en Zea mays donde el CS mitigd el estrés por
metales pesados al preservar la integridad de las enzimas (Zungu et al., 2023).
Estos resultados sustentan que el sistema CS-SeO,2” optimiza la respuesta
antioxidante vegetal, siendo prometedor para aplicaciones en biofortificacién y

manejo de estrés abiotico en cereales.
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a
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Figura 1. Comparacion de medias para SOD (a), CAT (b) y GXP (c) en germinados de
trigo tratados con SeO,*y Se0,*-CS. *Valores con letras iguales en cada columna son
iguales de acuerdo con la prueba de Tukey (p< 0.05). Los valores son el promedio de cinco

repeticiones. Medias (n=5) + desviacion estandar.

4.5 Contenido de Selenio

Los resultados del disefio factorial demostraron que la aplicacion de
Se0,2” incremento significativamente (p < 0.01) la acumulacion de selenio en
germinados de trigo, mostrando un patron dosis-dependiente desde 76.05 ug
kg™ (control) hasta 104.45 pug kg™ con 2.5 mg mL™* SeO,2". La interaccidén con
quitosano (CS) potenci6 este efecto, alcanzando el maximo factor de
transferencia (69%) con 0.25 mg mL™* CS-Se0,2", valor que supera en un 40%
a los tratamientos con selenato solo. Estos hallazgos coinciden con Wang et al.
(2021), quienes reportaron que los niveles basales de selenio en trigo (64.6 pg
kg™) son nutricionalmente insuficientes. La sinergia observada se explica por la
capacidad del quitosano para activar los transportadores de sulfato (SULTR1;2)
en membranas celulares, facilitando la entrada de SeO,2~ (Schiavon et al., 2020),
y su rol como estabilizador nanométrico que previene la precipitacion del selenio
en medios acuosos ((-potencial +32 mV). A nivel metabdlico, la enzima ATP
sulfurilasa (APS) mostré mayor actividad en presencia de CS, catalizando la

conversion de SeO,2” a adenosina 5'-fosfoselenato (APSe) - metabolito clave

T
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para su translocacion vascular (D'Amato et al., 2018). Estos resultados sustentan
el uso combinado de CS-SeO,2” como estrategia de biofortificacion eficiente,
capaz de incrementar el contenido de selenio hasta niveles 6ptimos (=100 ug
kg™) mientras reduce en un 80% las dosis requeridas respecto a aplicaciones
convencionales (Xu et al., 2020). La técnica presenta potencial para
implementarse en programas de seguridad alimentaria, particularmente en

regiones con suelos pobres en selenio.
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Figura 2. Efecto de SeO;* y Se0,“CS sobre el contenido de Selenato en germinados
de trigo. *Los valores promedio en columnas con letras diferentes difieren
estadisticamente entre ellas (p de Tukey < 0,05).
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V. CONCLUSIONES

La biofortificacion de germinados de trigo mediante la aplicacibn combinada de
selenato y quitosano (CS-Se0,2") en dosis de 0.25 mg mL™ constituye una
estrategia nutricionalmente eficiente y sostenible. Los resultados revelaron
incrementos significativos en el contenido de selenio (97.55 pg kg™).
Simultaneamente, se potencié la acumulacion de compuestos bioactivos, la
actividad enzimatica antioxidante y actividad enzimatica, evidenciando el efecto
sinérgico del sistema. Asi mismo el quitosano actu6 como transportador
nanométrico mejorando la biodisponibilidad del selenio, logrando una eficiencia
de transferencia del 69% con dosis 80% menores que los métodos
convencionales. Estos hallazgos posicionan a la tecnologia CS-SeO,2~ como una
alternativa viable para fortalecer la seguridad alimentaria en regiones con suelos
pobres en selenio, reducir la dependencia de suplementos sintéticos y desarrollar
alimentos funcionales basados en germinados. Futuras investigaciones deberan
evaluar el impacto del procesamiento culinario en la retencién de selenio, validar
su biodisponibilidad en estudios clinicos y optimizar estrategias de escalamiento
comercial, sentando asi las bases para una agricultura de precision alineada con

los Objetivos de Desarrollo Sostenible.
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