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Abstract- Nanotechnology has been showing potential
applications in various areas of research, including crops
where new mechanisms are being found to aid the plant in
absorption processes resulting in a substantial improvement in
growth kinetics, physiological and biochemical traits, and
high biocompatibility. This research aimed to investigate the
influence of biogenic zinc oxide nanoparticles (ZnO NPs)
concentration on in vitro germination process in quinoa
(Chenopodium quinoa) seeds. The used nanoparticles
exhibited a spherical geometry and sizes of up to 5.36 nm. The
results showed the stimulation of nanoparticle concentration
on the germination rate among treatments, as well as a notable
improvement in root development. No phytotoxicity was
detected..
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Resumen- La nanotecnologia viene mostrando potenciales
aplicaciones en diversas areas de la investigacion, es asi como a nivel
de cultivos se estan encontrando nuevos mecanismos que ayudan a
la planta en los procesos de absorcion y dan como resultado una
mejora sustancial en los procesos de cinética de crecimiento, mejora
de sus rasgos fisioldgicos, bioquimicos y de alta biocompatibilidad.
Esta investigacion tuvo como objetivo investigar la influencia de la
concentracién de nanoparticulas biogénicas de 6xido de zinc (ZnO
NP) sobre el proceso germinativo in vitro en semillas de quinua
(Chenopodium quinoa). Las nanoparticulas usadas mostraron una
geometria de tipo esférica y con tamafos de hasta 5.36 nm. Los
resultados muestran el estimulo de las nanoparticulas en la tasa de
germinacion entre tratamientos, ademas de una notable y mejora en
su desarrollo radicular. No se ha evidenciado muestras de
fitotoxicidad.

Keywords—Nanofertilizantes, sintesis verde, sintesis biogénica,
zinc, Chenopodium quinoa.

I. INTRODUCCION

La Chenopodium quinoa pertenece a la subfamilia
Chenopodioideae de las amarantaceas, es un cultivo
actualmente considerado con alta capacidad nutricional que se
adapta a diferentes ecosistemas [1], [2]. Respecto a su valor
nutricional podemos detallar que la quinua duplica el porcentaje
de contenido de proteinas de los cereales como el trigo, arroz y
cebada [3]; caracterizandose por una equilibrada composicion
de aminoécidos esenciales, en especial la lisina, la misma que
no encontramos en otros cereales. También se considera como
virtud de la quinua su carencia de gluten, lo cual la hace una
excelente candidata para ser consumida por personas celiacas o
alérgicas al trigo, asi como materia prima para la industria
alimentaria sin gluten. Ademas, la quinoa es mas rica que los
cereales convencionales en minerales y vitaminas como Ca, P,
K, Fe, Mg, B1, B9, E y C [4]-[6].

Un estudio indicé que es posible un alto rendimiento de grano
bajo condiciones extremas de calor y aridez en el desierto del
Sahara en temporadas especificas del afio, identificandose
genotipos de quinua singularmente acondicionados para esta
region. Sin embargo, también se determin6 que en condiciones
experimentales cada genotipo expresa su potencial en términos
de rendimiento o de calidad combinados con tolerancia a la sal

y a la sequia en climas secos y calidos de todo el mundo [7].
Por lo tanto, los estudios relacionados con su masividad y
procesos de cultivo resultan importantes al proporcionar
alternativas de mayor acceso para los agricultores, asi como
reducir la intrusién de hongos, bacterias y virus [8].

En la actualidad la nanotecnologia se utiliza en diversas
aplicaciones, siendo la agricultura una de las mas recientes
propuestas [9]. La utilizacién de nanoparticulas (NP) tiene un
gran potencial como agentes que promueven la division y
crecimiento celular e influye en el aumento de la actividad
enzimética y antioxidante en el proceso de germinacion [10],
[11]. Concluyéndose que la capacidad sobre los patégenos de
algunas nanoparticulas le confiere capacidad
de inmunidad sobre ciertas bacterias, hongos y virus [12]-[14].
Las investigaciones recientes estan dirigidas a la produccién de
NP por métodos mas respetuosos con el medio ambiente,
econdémicos y con menor produccién de residuos
contaminantes. Entre los métodos “verdes” mas utilizados se
encuentran aquellos que utilizan extractos de algunas partes de
las plantas como, frutos, tallos o raices de plantas especificas
cuya funcion dentro de la sintesis es cumplir un rol reductor
remplazando parcial o totalmente la utilizacién de quimicos
sintéticos responsables del proceso de reduccién de un material
precursor [15]-[18].

Estudios han demostrado la eficacia del método de sintesis
verde, al obtener nanoparticulas de plata esféricas (Ag NP)
entre 20 y 40 nm a partir de la reduccion de nitrato de plata
utilizando extracto de arandano [19]. Asi como del orujo de uva
se sintetizd nanoparticulas de plata esféricas de 30 nm
aproximadamente [20]. Por otro lado, se determiné que algunos
citricos también puedes ser utilizados en la extraccion de
nanoparticulas de plata como lo fueron, la mandarina, naranja y
limén obteniendo diferentes caracteristicas morfol6gicas para
cada extracto [21], [22]. Las principales aplicaciones de estas
nanoparticulas aprovechan sus caracteristicas bactericidas y
han sido utilizados para el disefio de productos antimicrobianos
[23].

Los avances en nanotecnologia han permitido desarrollar
nanomateriales de diferentes elementos o compuestos, y el
desarrollo de ciertas aplicaciones han demostrado que las
nanoparticulas pueden influir positivamente en el proceso de
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crecimiento de elementos vivos como algunas plantas [24],
[25]. Una investigacion in vitro demostrd que las NP de 6xido
de zinc (ZnO NPs) obtenidas por sintesis verde mejoraron el
crecimiento de raices, brotes y en la produccién de biomasa de
la Juniperus procera. Asi también los indices fisiolégicos en
comparacion con plantas no tratadas fueron 6ptimos resultando
en un mayor crecimiento de callos, clorofila, brotes, contenido
total de proteina, fenoles, flavonoides y actividad enzimatica.
Simultaneamente este factor promotor del crecimiento puede
causar efectos de estrés oxidativo en las células vegetales
dependiendo de las concentraciones de nanoparticulas de ZnO
crecimiento [26]. En otra evaluacion se determind el efecto de
las ZnONPs a diferentes concentraciones de 1, 3, 5, 7y 9
mg/mL  sobre el crecimiento de Sesamum indicum,
concluyendo que a una concentracion de 5 mg/mL se estimulé
el crecimiento de raices y brotes, mientras que, a
concentraciones mayores, se observa una reduccion de estas
caracteristicas. Estos estudios permiten indicar que las ZnO
NPs pueden ser alternativa potencial en el disefio de
nanofertilizantes [27].

Ante el presente requerimiento de un mejor entendimiento
sobre la eficiencia de las nanoparticulas en mejorar los procesos
de cultivo y germinacion de algunos productos agricolas de
gran demanda se plante6 como objetivo de esta investigacion
determinar el efecto de nanoparticulas de zinc producidas por
un método de sintesis verde sobre las caracteristicas
germinativas de la Chenopodium quinoa.

II. METODOLOGIA
1. Sintesis biogénica de nanoparticulas ZnO

El acetato de zinc dihidratado ACS (n.° CAS 5970-45-6) se
adquiri6 de Merck Millipore. Se utilizd durante todo el
experimento agua ultrapura (Thermo Scientific, Barnstead
Smart2Pure, MA, EE. UU.).

La metodologia de sintesis de ZnO NP, fue previamente
reportado por el equipo de investigadores de este manuscrito
[28], con algunas modificaciones. Se partié del precursor
acetato de zinc dihidratado -(CH3COQ), Zn;H;0)-, y se usé
como agente reductor el extracto acuoso de Coriandrum
sativum. Se consider6 una concentracion de precursor de 0.21
M diluido en agua ultrapura, a partir de ello se le afiadié 20 mL
de extracto de C. sativum. Finalmente, la mezcla se coloco en
mufla por 2 horas a 700 °C para su calcinacion.

2. Inoculacion de ZnO NPs en semillas C. quinoa

El polvo de ZnO NP obtenido fue redispersado en agua
ultrapura, y colocado durante 1 hora en ultrasonido a
temperatura ambiente (~23 °C). Se consideraron tres grupos

para el tratamiento con nanoparticulas, cada grupo con un total
de 50 semillas de C. quinoa. Las concentraciones del coloide de
ZnO NP se consideraron en base a su absorbancia 6ptica, el cual
estad vinculado al pico de excitén del nanomaterial (Figura 3).
Las semillas fueron dispuestas en placas Petri previamente
esterilizadas, y provistas con dos discos de papel filtro
cuantitativo Whatman N° 42. El tratamiento consistié en la
aplicacion de 2 mL de coloide ZnO NP con un atomizador.
Asimismo, se considero una placa Petri adicional como control,
en donde las semillas estuvieron en contacto con 2 mL de agua.
La evaluacion de la respuesta de las semillas ante el tipo de
tratamiento se hizo en intervalos de tiempo de 12 horas, con un
total de 5 datos, en donde se consider6 la contabilizacion del
nimero de germinados. Las muestras fueron codificadas en
base a la diferencia de concentraciones de ZnO NP, siendo C1
el de mayor concentracién, C2 concentracion intermedia y C3
de menor concentracién, como se menciond lineas arriba, los
valores fueron cuantificados en base a su valor de absorbancia
Optica, y descritos en el apartado de resultados.

3. Anadlisis estadistico

Para el andlisis estadistico se utiliz6 el software Microsoft
Excel, con su complemento RealStats. Los datos de las
variables porcentaje de germinacion se analizaron mediante el
disefio ANOVA unifactorial con un 95% de nivel de confianza
(p < 0,05). La evaluacién de los resultados del proceso
germinativo se presenta como el promedio estadistico
acompafado de su desviacion estandar.

I11. RESULTADOS

Se demuestra el potencial efecto del extracto de C. sativum
como agente reductor del precursor acetado de zinc dihidratado.
La Figura 1 muestra el resultado por microscopia electrénica de
transmision (MET), en donde se evidencia zonas de
configuracién transparente con nanoparticulas aglomeradas,
geometria esférica definida y con tamafio promedio de 5.36 +
1.2 nm, esto muy posiblemente vinculado a que tamafios
reducidos aumenta de manera exponencial la superficie
metalica expuesta y, por tanto, la susceptibilidad de
interaccionar con los diferentes reactivos [29]. Por otro lado,
encontramos zonas de mayor densidad con tamafio promedio de
37.4 £ 0.9 nm, y de geometria no definida, en transicién con
una posible modificacién de estructura cristalina como efecto
de la calcinacién. La estructura electronica presente en los
metales a tamafio macroscopico suele convertirse en niveles
discretos cuando se va disminuyendo el nimero de atomos, y
por ende la reduccion del tamafio de particula.

La pureza elemental del nanomaterial en un proceso de sintesis
destaca la eficiencia del proceso de reduccién, ademés del
grado de reduccién del precursor. Es asi como, en la Figura 2,
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se presenta la caracterizacion por andlisis elemental de
espectroscopia de rayos X de energia dispersiva (EDS) de la
muestra C1, pues en este caso no se considera influencia de la
concentracion con algun tipo de cambio en los elementos
presentes en la muestra, debido a que se traté de tres diluciones
a partir de una muestra stock, lo cual sugiere ser lo mismo.

200 nm

Figura 1. Microscopia electronica de transmision de las
nanoparticulas de ZnO.

Notese la intensidad de los picos correspondientes al zinc. Los
demas elementos estan vinculados a trazas incorporadas ante el
uso de los detectores del microscopio SEM. No son atribuibles
a trazas organicas del extracto debido a que el nanomaterial
paso por un proceso de calcinacion.

cps/eV.

zn
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Figura 2. Andlisis elemental por EDS, de las nanoparticulas de
Zn0.

Tal como se comentd en al apartado metodoldgico, se han
considerado un total de tres concentraciones para las ZnO NP.
Estas concentraciones se lograron a partir de una muestra
coloidal stock en base a diluciones. La Figura 3 muestra los
espectros de absorbancia de las diluciones consideradas para
este experimento, con valores de C1=0.14 u.a, C2=0.053 u.a.,
C3= 0.035 u.a. Asimismo, se puede evidenciar el pico de
excitén por alrededor de 300 nm, esto muy posiblemente debido
a defectos en la estructura cristalina del nanomaterial.
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Figura 3. Analisis por espectrofotometria UV vis de las ZnO
NP, a las tres concentraciones.

Los hallazgos encontrados sobre estas ZnO NP usadas en esta
investigacion, y publicado por los mismos autores en un primer
manuscrito [28], no consideraron a profundidad los hallazgos
encontrados sobre nuevos resultados respecto al valor de ‘band
gap’ de este tipo de nanomaterial. La evaluacion del espectro
de absorbancia para el célculo del ‘band gap’ es posible gracias
a la grafica TAUC, como método vélido [30]. Se sabe que los
valores normales del ‘band gap’ para el ZnO NP estan en el
rango de 2.8 — 3.5 eV [31]. Asimismo, se ha reportado que los
procesos de sintesis verde poseen una influencia respecto al
‘band gap’ del nanomaterial, presentdndose una ligera
disminucion del valor en mencion, significando una menor
energia para excitar los electrones de la banda de valencia a la
banda de conduccion, lo cual afecta a actividades de aplicacién
como la fotocatalisis [32].

Por el contrario, las nanoparticulas obtenidas en esta
investigacién tienen una caracteristica muy especial, poseen un
valor de ‘band gap’ por encima de lo normal, 4.82 eV (Figura
4). Con respecto a esto, Wang et al [33] informd que si es
posible obtener este tipo de valores, siempre y cuando el tamafio
(diametro) de las ZnO NP tengan valores comparables con el
radio de exciton de Bohr (= 2,3 nm), lo cual implica un
desplazamiento del ‘band gap’ hacia el azul (respecto a valores
de = 3.37 eV), lograndose gracias a fuertes confinamientos
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cuanticos, que para efectos practicos, es muy dificil sintetizar
nanoparticulas con dimensiones por debajo del radio de Bohr.
En tal sentido, estariamos hablando de la presencia de puntos
cuanticos por las diminutas dimensiones. Otro manuscrito
reporta el haber obtenido valores de 4.06 eV para diametros de
5 nm en ZnO NP. Los resultados mostrados en la Figura 1,
muestran valores de 5.36 nm. -en la zona resaltada-, muy
posiblemente -debido a la baja resolucion de la imagen- sea
posible encontrar nanomateriales con dimensiones que estén
por debajo del radio de Bohr, lo que implicaria corroborar el
valor de ‘band gap’ obtenido.

3.0

2.5

2.0 1

1.5+

(ahv)?

1.04

0.5

0.0 T T
1 2 3

Energy (eV)

Figura 4. Grafica TAUC, para el céalculo de ‘band gap’ de las
ZnO NP.

Porcentaje de germinacion:

Se determind el porcentaje de germinacion (Figura 5), a las 12
horas de iniciado el tratamiento (barras azules), y finalmente a
las 60 horas (barras rojas) en funcién a la variacion de la
concentracion del coloide nanoparticulado, el margen de
tiempo se consider6 hasta cuando las semillas ya no presentaron
desarrollo radicular. Inicialmente, la muestra control mostré un
86% de semillas germinadas, hasta llegar a 96% a las 60 horas.
El mejor tratamiento de semillas con tratamiento fue para la
concentracion C2, con un valor inicial de 76% y final de 92%.
Los célculos estadisticos revelan -en general- diferencia
significativa entre la muestra control y las semillas con
tratamientos (en todos los casos), sin embargo, no se evidencia
una influencia entre tratamientos. En tal sentido, es importante
sefialar que la cubierta de la semilla juega un papel importante
en la proteccion del embrién frente a factores externos que
pueden causar dafio, a su vez, la cubierta puede tener
permeabilidad selectiva [34], lo que posiblemente explica la
diferencia no significativa en la germinacién basada sobre la
variacion de la concentracion del coloide ZnO NP.

También se considerd la medida del tamafio de radicula, en
donde si ha mostrado diferencia significativa entre todas las

muestras, siendo la muestra C1 (de mayor concentracion
coloidal) aquella que ha logrado una longitud radicular final
mayor (50.05 mm), respecto a la muestra control (44.95 mm).

La aplicacion de nanoparticulas en semillas, evidencian
mejores resultados, puesto que estimula una mayor absorcion
de nutrientes [35]. Se sabe también que la velocidad de
germinacién esta condicionada por le energia de germinacién,
ademas de factores ambientales, sin embargo, la aplicacion de
nanoparticulas mejora las caracteristicas en la velocidad y
mejor desarrollo radicular, lo cual esta directamente vinculado
a la siguiente etapa de emergencia, lo que podria significar un
mejor desarrollo al emerger en un medio de cultivo (suelo),
siendo una antesala hacia un mejor desarrollo de la planta.
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o

Figura 5. Porcentaje de germinacion de semillas de C. quinoa.

La tasa de germinacion (Figura 6) es un parametro enteramente
vinculado al parametro anteriormente presentado, en donde se
puede evidenciar en todos los casos como la tasa de germinacién
decae a partir de las 24 horas, manteniéndose casi constante hasta
lograr las 60 horas. Para el caso de la muestra C1, su tasa de
germinacién se mantiene ligeramente constante desde las 24
hasta las 48 horas, con un mecanismo parejo de germinacion,
respecto al control con valores de decadencia constante, y los
demés tratamientos ligeramente menores. Por lo que se puede
comprobar el efecto de una mayor concentracion de NP para
sostener un mejor criterio de tasa estadistica muestral.

Otros autores confirmaron el efecto prometedor de ZnO NP
en los parametros de germinacion para otros tipos de
semillas [36], [37] .

Germinacion diaria media (GDM):

La GMD es un indicador del vigor germinativo, sinénimo de
velocidad y uniformidad de la germinacion [38], [39] (Figura 7).

21* LACCEI International Multi-Conference for Engineering, Education, and Technology: “Leadership in Education and Innovation in Engineering in the Framework
of Global Transformations: Integration and Alliances for Integral Development”, Hybrid Event, Buenos Aires - ARGENTINA, July 17 - 21, 2023. 5



50
45
40
35
—— Control
25
20

—e—Cl1
Cc2
—e—C3

# Semillas germinadas

10

o

12 24 36 48 60
Horas

Figura 6. Tasa de germinacion.

Autores han reportado que el uso de nanoparticulas entre 5y 20
nm suele tener mayor capacidad de penetraciéon y movimiento
a través de plasmodesmos, en comparacion con las
nanoparticulas de 30 nm, que eran utilizados durante la fase
experimental [40], [41].
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Figura 7. Germinacién media diaria.
indice de germinacion

Este parametro provee una medida del tiempo de germinacién
en relacion con la capacidad de germinacion. Constituye un
indicador de la interaccién de los factores que promueven o
inhiben la germinacion, asi como de los respectivos factores
que favorecen o impiden el crecimiento de la radicula. La
ecuacion 1, representa la cuantificacion de este parametro.

G = x(nity .
N

En donde, IG = indice de germinacién, n;j = ndmero de semillas
germinadas del dia ‘i’, ti = nimero de dias después de la
siembra, N = total de semillas sembradas.

La Figura 8, representa el indice de germinacién en funcién a la
variacion de concentracion de ZnO NP, cabe mencionar que se
considera semilla germinada aquella que presenta un desarrollo
radicular visible, y el primer parametro fue evaluado a las 12
horas de iniciado el proceso. Los resultados evidencian que la
muestra control presentd un mayor IG (0.43), presentandose
diferencia significativa respecto a los tratamientos con
nanoparticulas de ZnO. La evaluacion entre muestras con
tratamiento mostré diferencia significativa entre la C1 y C3,
siendo esta Ultima la que mostré mayor indice de germinacion
(0.39) lo cual evidencia que a menor concentracion de coloide
ZnO NP mejora la capacidad germinativa, esto muy
posiblemente vinculado a un estrés en la semilla por la
influencia del compuesto quimico. La evaluacién se realiz6
hasta en cuatro tiempos posteriores, con 12 horas de diferencia
cada una. La grafica muestra que a partir de las 24 horas el IG
de la muestra control disminuy6 notoriamente, mientras que las
semillas con tratamiento mejoraron, destacandose la muestra
con tratamiento C2 (0.1). A las 60 horas, la muestra control fue
la Gnica que presentd actividad germinativa.
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Figura 8. Indice de germinacion.

Cabe mencionar que el zinc es un elemento esencial para las
plantas ya que promueve la actividad enzimatica y hormonal de
la planta. A su vez, el zinc estimula la sintesis de triptéfano, que
estimula la génesis de auxinas, citoquininas y giberelinas, todas
ellas hormonas implicadas en el crecimiento y desarrollo de las
plantas [28], [42], [43].

En términos generales, existe diferencia significativa entre los
tratamientos de semillas con nanoparticulas y el control. Es
importante destacar que las semillas son capaces de sintetizar
de forma més eficiente nuevos materiales nutritivos, en tal
sentido, el tamafio es importante para una correcta absorcion,
considerando que el nanomaterial agregado ha tenido
dimensiones de hasta 5.36 nm, facilitando la transferencia de
este nuevo producto al eje embrionario. Una investigacion
preliminar del equipo de investigadores de este manuscrito, con
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semillas de L. esculentum [28] determiné un comportamiento
similar, pero con mayor incidencia en el proceso de emergencia,
en donde se noto el efecto del nanomaterial, correlacionando la
tasa de crecimiento con el desarrollo vegetativo, observandose
efectos de mejora.

IV. CONCLUSIONES

La sintesis biogénica usando extracto de C. sativum como
agente reductor organico, mostré ser eficiente en la formacion
de nanoestructuras de diametros de hasta 5.36 nm, lo cual ha
sido corroborado con el valor del ‘band gap’. Como
nanofertilizante, el tamafio de nanoparticula ha mostrado tener
un rol importante en el mecanismo de absorcion en la semilla,
lo cual facilita la transferencia del nuevo producto al embrion.
Asimismo, hay una influencia de la concentracion de
nanomaterial usado en la aplicacion, el analisis estadistico
muestra diferencias significativas, muy posiblemente basado en
que las semillas suelen ser capaces de sintetizar eficientemente
nuevos materiales nutritivos, ademas, no se ha mostrado un
efecto de fitotoxicidad, por el contrario, las medidas de la
longitud radicular muestran un notable efecto para la muestra
tratada con nanoparticulas de la mayor concentracion (C1), esto
como consecuencia de la estimulacion de la sintesis de
triptofano.
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