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Resumen

En los dltimos tiempos hay una mayor conciencia de las personas hacia el consumo de
alimentos saludables, con una mayor ingesta de frutas, verduras, carnes blancas y una
menor ingesta de alimentos procesados. Sumado al consumo de alimentos saludables tam-
bién resulta importante atender problemas como la sustentabilidad de los alimentos que
consumimos, tratando de minimizar recursos limitados, como el agua en la produccién de
los mismos.

El presente trabajo tiene como finalidad estudiar micro-hortalizas o microgreens de rabano
y racula desde su cultivo hasta su composicion nutricional, incluyendo compuestos secun-
darios beneficiosos para la salud como isotiocianatos y compuestos fendlicos.

En lo que respecta al cultivo de los mismos se busco6 optimizarlos siguiendo lineamientos
de desarrollo sostenible, como el uso de sustratos sustentables, como la fibra de coco, o
afiadiendo las cantidades de agua suficientes. Finalmente, después de la cosecha se eva-
lud la curva de crecimiento de los microgreens de ricula y rabano.

En lo referido a la composicion nutricional se hicieron los analisis en el laboratorio de Ensa-
yos fisicoquimicos del departamento de Servicios Analiticos Cuyo de INTI (Instituto Nacio-
nal de Tecnologia Industrial), donde se realiz6 humedad, hidratos de carbono, proteinas,
grasa total, fibra total y valor calérico.

En los resultados de isotiocianatos y compuestos fendlicos se obtuvieron resultados satis-
factorios, empleando técnicas analiticas modernas, con una mayor sensibilidad que las téc-
nicas tradicionales usadas para estos compuestos, y que a su vez emplean un menor uso
de solventes organicos perjudiciales para el medio ambiente.

En funcién de los andlisis estadisticos se comprob6d que las micro-hortalizas de rabano y
ricula son una buena alternativa novedosa si se quiere consumir alimentos saludables, con
la ventaja de que pueden ser cultivados bajo condiciones hogarefias.

Palabras clave: Microgreens-Brasicas-Alimentos funcionales- Sustentabilidad- HLPC-UV,
DLLME
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1 Introduccion
11 Importancia Del Consumo De Frutas y Verduras En La Dieta

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recomienda consumir por lo menos 400 g dia-
rios de frutas y verduras para obtener sus beneficios para la salud y nutricionales (FAO,
2020). Se estima que la ingesta insuficiente de frutas y verduras es la causa de alrededor
del 14% de las muertes por cancer gastrointestinal en todo el mundo, del 11% de las muer-
tes por cardiopatias isquémicas y del 9% de las muertes por accidentes cerebrovasculares
(Afshin et al., 2019).

Una dieta equilibrada es aquella que aporta todos y cada uno de los nutrientes necesarios,
en las cantidades adecuadas, atendiendo al estado fisioldgico particular de cada individuo.
El conocimiento del valor nutritivo de los diferentes grupos de alimentos es imprescindible
para poder establecer pautas dietéticas adecuada (Anchia & Hernandez, 2000).

Las hortalizas son una parte muy importante de la dieta. Casi todas son ricas en caroteno
y vitamina C ademas contienen importantes cantidades de calcio, hierro y otros minerales.
Por lo general, suministran s6lo un poco de energia y muy poca proteina. Una gran propor-
cion de su contenido consiste en residuo no digerible, que agrega volumen o fibra a las
heces (FAO, 2002).

Las dietas ricas en verduras y frutas se han relacionado con tasas mas bajas de cancer y
enfermedades coronarias. Se informa que los fenoles, flavonoides, isoflavonas, terpenos,
glucosinolatos y otros compuestos de origen vegetal, que estan presentes en la dieta diaria
de personas que consumen frutas y verduras, tienen propiedades antioxidantes y antican-
cerigenas y un amplio espectro de actividades de bloqueo de tumores (Drewnowski &
Gomez-Carneros, 2000).

Ademaés de los beneficios del consumo de frutas y hortalizas nombrados previamente como
hay otros grandes beneficios, entre los cuales se destaca:

e Crecimiento y desarrollo de nifios: Las frutas y verduras son ricas en precursores
de vitamina A, hierro, calcio y acido félico, lo que ayuda a fortalecer el sistema in-
munolégico

e Unavida mas larga

¢ Mejor salud mental: Comer entre 7-8 porciones de frutas y verduras esta relacio-
nado con un menor riesgo de depresion y ansiedad

e Menor riesgo de obesidad

e La ingesta adecuada de frutas y verduras puede reducir la gravedad de algunas
enfermedades infecciosas

Entre la amplia variedad de frutas y verduras que se producen en el mundo, se destacan
las verduras del género Brasica de la familia Brassicaceae, debido a que requieren un cul-
tivo muy exigente en cuanto a nutrientes, tienen un gran aporte nutritivo y ademas poseen
actividad antioxidante y anticancerigena.
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1.2 Importancia de caracterizacién fisicoquimica de los alimentos

“El conocimiento de la composicidn quimica de los alimentos es el primer elemento esencial
en el tratamiento alimentario de las enfermedades o en cualquier estudio cuantitativo de la
nutricion humana” (Mccance & Widdowson, 1946).

Esta frase resume en gran medida la importancia del conocimiento de la composicion qui-
mica de los alimentos. El desconocimiento del perfil nutricional y funcional de los mismos,
conlleva a la falta de sustento cientifico para hacer recomendaciones valederas de con-
sumo. En el contexto actual, este hecho es de sustancial importancia ya que las personas
buscan mejorar su salud, su bienestar y poder vivir mas modificando sus habitos de con-
sumo, por lo que resulta imperativo conocer la composicion de los alimentos y establecer
dosis adecuadas de ingesta para lograr verificar los efectos biol6gicos aseverados.

Los datos de composicién de alimentos se utilizan en estudios de investigacion sobre los
efectos de la alimentacion en la salud, la reproduccion, el crecimiento y el desarrollo. Tam-
bién se usan para preparar regimenes de alimentacion con una composicion especifica de
nutrientes en la practica clinica, en la formulacion de los tipos de raciones y en la prepara-
cion de los suministros de alimentos de urgencia. Los datos sobre la composicién también
se utilizan a nivel nacional e internacional en la evaluacion del valor nutricional de los pro-
ductos alimenticios consumidos por las personas y las poblaciones (Greenfield &
Southgate, 2006).

El reconocimiento de la intervencién de la alimentacién en la aparicién de numerosas en-
fermedades ha dado lugar a un aumento del nimero y el alcance de los estudios sobre la
relacién entre la alimentacion, la salud y enfermedad, los cuales han prestado particular
atencion sobre todo a los datos relativos a los nutrientes y compuestos bioactivos
(Greenfield & Southgate, 2006).

En octubre de 1945 la Organizacién de las Naciones Unidas cred su primer organismo es-
pecializado: La ONUAA (Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Ali-
mentacion). La ONUAA recurrié en un principio a datos sobre composicion de alimentos en
la fase inicial para la elaboracion de las primeras encuestas alimentarias mundiales. Enton-
ces como ocurre ahora, el apoyo a la planificacion y produccién agricolas dependia del
conocimiento del contenido de los alimentos, en lo que respecta a los nutrientes necesarios
para mantener la salud. La informacion sobre los componentes de los alimentos ha sido
siempre importante para el control de la calidad de los alimentos frescos y elaborados.

En el decenio de 1990, el aumento de las aplicaciones de la informacién sobre composicion
de alimentos, asi como la necesidad de datos mas abundantes y precisos para formular
politicas y hacer frente a las preocupaciones sanitarias han puesto de relieve la importancia
de redoblar los esfuerzos para promover actividades y programas relacionados con la com-
posicion de alimentos. En la actualidad, tienden a aumentar en todo el mundo las oportuni-
dades para llevar a cabo actividades sobre composicion de alimentos, asociadas con una
aplicacion mas amplia de estos datos. Sus usos de los datos incluyen, ademas de las apli-
caciones tradicionales y todavia cruciales, la evaluacion de la suficiencia de las dietas y la
investigacion de la relacion entre dietas y salud. Abarcan ambitos como el comercio mun-
dial, el etiquetado de los alimentos, la elaboracion de productos alimenticios y la informacion
a los consumidores (Morén, Zacarias, & De Pablo, 1997).
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1.2.1 Alimentos funcionales

Gracias a los avances en el conocimiento de la composicion quimica de los alimentos sur-
gieron los alimentos funcionales o FOSHU.

Los FOSHU (Food With Specific Health Uses) o alimentos funcionales, se caracterizan por
tener efectos benéficos especificos en la salud del consumidor como resultado de sus in-
gredientes (prebibticos, probidticos, antioxidantes, acidos grasos omega-3, acido folico, fi-
toesteroles, fitoestrdgenos, entre otros), o porgue se le han removido aquellos componentes
del alimento que pueden tener un efecto perjudicial en la salud, como por ejemplo la remo-
cion de componentes alérgenos, irritantes, hipercaldricos, entre otros (Valenzuela B. et al.,
2014). . El efecto positivo de estas modificaciones alimentarias, de adicion o de remocion,
debe ser evaluado previamente con criterios técnicos y respaldo cientifico y la autorizacién
de los productos con caracteristicas de FOSHU incluye la revision de mensajes saludables
segun el efecto benéfico en la salud establecido a partir de su consumo (Valenzuela B. et
al., 2014).

El desarrollo de alimentos funcionales en la ultima década ha gozado de un gran interés
por parte de los sectores comercial, académico y gubernamental. Productos alimenticios
con declaraciones de propiedades saludables que da fe de la capacidad funcional para
promover la salud que se extiende mas alla de la provisién de nutrientes esenciales. acep-
tado por los consumidores y probablemente resulte en una disminucién de la morbilidad y
mortalidad, y mejor calidad de vida en la poblacién en general. (Jones & Jew, 2007)

Un compuesto nutracéutico se puede definir como un suplemento dietético, presentado en
una matriz no alimenticia (pildoras, capsulas, polvo, etc.), de una sustancia natural bioactiva
concentrada, presente usualmente en los alimentos y que, tomada en dosis superior a la
existente en esos alimentos, presumiblemente, tiene un efecto favorable sobre la salud ma-
yor que el que podria tener el alimento normal. Por tanto, se diferencian de los medicamen-
tos, ya que estos suelen ser productos de sintesis y no tienen en su mayoria un origen
biol6gico natural (Tojo Sierra et al., 2001).

Dentro de la amplia gama de compuestos bioactivos que puede tener un alimento funcional
0 un nutracedutico estan los fitoquimicos. Los fitoquimicos son compuestos secundarios sin
funcionalidad de nutrir que estan presentes en frutas y hortalizas (Gasaly et al., 2020).

En la tabla 1 se hace un breve resumen de compuestos nutraceuticos agrupados por sus
fuentes alimentarias. De acuerdo a lo explicado anteriormente los nutraceuticos de la pri-
mera columna son fitoquimicos.
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Tabla 1. Sustancias nutraceuticas segun su fuente alimentaria (Florez et al., 2010).
Plantas Animal Microbiana

Saccharomyces boulardii

B-glucano Acido linoleico conjugado (CLA) | favadura)

Acido ascomico | Acido Eicosapentaencico (EPA) | Bifidobacterium bifidum.

g-tocotrienol Acido Docosahexaenoco (DHA) | B. longum; B. infantis.
Quercetina Esfingolipidos {LLaCc:?Paciilus acidophilus
Luteclina Colina L. acidophilus (NCFB 1748).
Celulosa Lecitina Stod & m b e
Luteina Calcio

Acido galico Coenzima Q10

Alcohol perilli- Selenio

lico
Indol-3-carbonol | Zinc
Pectina Creatina
Daidzeina Minerales
Glutation
Potasio
Alicina
d-limoneno
Genisteina
Licopeno
hemicelulosa
Lignina
Capsaicina
Geraniol
B-ionona
B-tocoferol
B—carotenc
Selenio

Zeaxantina

Minerzles

Cabe sefalar que se espera que los productos a base de fitoquimicos sean sustancialmente
mas seguros, con efectos secundarios menores que los medicamentos farmacéuticos; sin
embargo, todavia hay una falta de legislaciones estandarizadas sobre sus recomendacio-
nes de produccion, fabricacion y consumo.

Lo anterior se relaciona con el hecho de que el contenido cuali-cuantitativo de fitoquimicos
en frutas y verduras varia segun la temporada, clima, regiones, entre otros factores (Tiwari
& Cummins, 2013). En este sentido, es imprescindible un analisis analitico exhaustivo para
caracterizar adecuadamente cada producto natural. Las metodologias analiticas también
ayudan a comprender mejor los efectos beneficiosos para la salud de los compuestos bioac-
tivos.

Por otro lado, entre las verduras que se destacan por su alto contenido de fitoquimicos son
las de la familia Brassicaceae. Las verduras Brassica contienen glucosinolatos con produc-
tos de degradacion como isotiocianatos especificos e indoles. que poseen muchos benefi-
cios fisiologicos para la salud, incluyendo propiedades anticancerigenas Ademas tienen un
rico contenido en polifenoles y muchas especies poseen altas concentraciones de Vitamina
C.
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1.3 BRASICAS
1.3.1 Importancia econémicay funcional

Las Brassicaceae (Cruciferae), es un grupo monofilético de aproximadamente 338 géneros
y unas 3709 especies (Al-Shehbaz et al., 2006). Las hortalizas de la familia Brassicaceae
se siembran y consumen ampliamente en todo el mundo, sus especies representan una
multitud de 6rganos comestibles como raices, bulbos, cabezas y hojas (El-Nakhel et al.,
2021). Esta familia incluye especies que poseen un especial interés cientifico, econémico y
agrondmico, incluyendo especies modelo de estudio bioldgico (Arabidopsis thaliana y varias
especies del género Brasica), asi como aquellas que son ampliamente cultivadas (brocoli,
canola, coliflor, colza y diversos rabanos) (Vargas-Rincon et al., 2014).

Durante las ultimas 3 décadas, la produccion de Brasicas ha crecido constantemente con-
virtiéndose en una fuente importante de aceite y proteina de origen vegetal para la nutricién
animal y humana, respectivamente. La colza (canola) se ubica actualmente como la tercera
fuente de aceite vegetal (después de la soja y la palma) y la tercera fuente principal de
harina de aceite (después de la soja y el algodén) (Jahangir et al., 2009).

Diversos cultivos de cruciferas o brassicas son ampliamente reconocidos por su contribu-
cion a la nutricion humana y por otros beneficios para la salud (Singh et al., 2007).

Los principales componentes nutricionales de las verduras cruciferas son las proteinas, los
carbohidratos y las vitaminas (acido ascoérbico, acido félico, tocoferoles y provitamina A).
Hierro, calcio, selenio, cobre, manganeso y zinc son los elementos minerales esenciales en
estos vegetales (Manchali et al., 2012).

Aungue las plantas horticolas brasicaceas son excelentes fuentes de fibra, vitaminas y mi-
nerales, la mayor parte de la investigacion se ha concentrado en el contenido de metabolitos
secundarios, principalmente glucosinolatos (Bjorkman et al., 2011).

En las verduras cruciferas, los compuestos que contienen nitrégeno constituyen una clase
principal de metabolitos secundarios, mientras que los glucosinolatos (GSL) y el sulféxido
de S-metilcistina (SMCSO) son los principales compuestos de azufre (Manchali et al.,
2012), Ademas estas especies también son ricas y poseen perfiles nicos de compuestos
fendlicos, carotenoides y otros grupos de compuestos menos estudiados como fitoalexinas,
terpenos, fitoesteroides y tocoferoles (Ramirez et al., 2020).

1.3.2  Efectos biolégicos asociados al consumo de brésicas

Hay diversos estudios que le otorgan a estos vegetales un moderado poder funcional, be-
neficioso para la salud. En una revision sistematica, investigadores observaron que el riesgo
de padecer cancer de pulmén se reduce en un 22% con el consumo de cruciferas (Tram
et al., 2009). El papel protector potencial de las verduras cruciferas y los componentes ac-
tivos presentes en estas verduras, como los isotiocianatos y el indol-3-carbinol, se ha estu-
diado ampliamente en modelos experimentales de carcinogénesis in vitro e in vivo (Samec
& Salopek-Sondi, 2018).

En la tabla 2 se presentan los resultados de estudios en los que se estudio la posible rela-
cién entre el consumo de Brasicas y el riesgo de cancer. Un dato llamativo es que el 62%
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del total de los estudios encontraron un menor riesgo de cancer con un alto consumo de al
menos una especie de brasica (Van Poppel et al., 2000).

Tabla 2. Revision de estudios de casos de control del consumo de bréasicas con respecto al riesgo de cancer
(Los nimeros son numeros de estudios con al menos 1 especie de brasica estudiada). Fuente: (Van Poppel et

al., 2000).
Menor riesgo, ) Sin Mayor ] Mayor
Sitio de cancer significativo Menor riesgo, efecto riesgo, no riesgo, signi-

B no significativo significativo ficativo
Pulmén 6 3 2 0 0
Estomago 4 4 1 1
Colon 8 2 5 3 0
Cavidad Oral 5 5 3 1 0
Recto 5 B 2 1 0
Préstata 0 1 1 1 0
Endometrio 0 1 1 1 0
Ovario 0 1 0 1 0

Ademas del efecto anticancerigeno relacionado al consumo de vegetales brasica, se ha
estudiado otros potenciales efectos benéficos para la salud con respecto al consumo de
estos vegetales. Existe evidencia de que las verduras cruciferas pueden desempenfar un
papel en la prevencién y el tratamiento de la inflamacién, diversas dolencias gastrointesti-
nales y digestivas y enfermedades cronicas (Samec & Salopek-Sondi, 2018).

En la tabla 3 se muestran algunos efectos farmacolégicos en algunas especies de brasica.

Tabla 3. Lista de plantas brasicas con actividad farmacoldgica. Fuente: (Shankar et al., 2019)

Partes de |Ia

Nombre botanico Nombre comun planta Actividad farmacoldgica

Anticancerigena y antioxi-
Brassica rupestris L. Mostaza marrén  Toda la planta dante

Anticancerigena, antioxi-
Brassica napus L. Colza Toda la planta dante,

analgésica, diurética y Anti-

catarral

antiinflamatorio de

vejiga
Brassica L. var. perviri- Espinaca mos- Anticancerigena y antioxi-
dis taza Toda la planta dante
Brassica rapa L. var. Anticancerigena y antioxi-
pekinensi Repollo chino Toda la planta dante
Brassica oleracea Coliflor Hojas Actividad antibacteriana
Brassica oleracea L. Crudo y proce- Antioxidante, antiinflamato-
var. Capitata Repollo sado rio

y propiedades antibacterial

Anticancerigeno, diurético,
Brassica rapa L. Grelo Vegetal analgésico,

antiinflamatorio
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Continuacion tabla 3. Lista de plantas brasicas con actividad farmacolégica. Fuente: (Shankar et al., 2019)

Nombre co- Partes de |Ia
Nombre botanico mun planta Actividad farmacoldgica
Raphanus sativus Rabano Hojas y semillas  Actividad antimicrobiana
Tratamiento para parasitos
Raiz interiores

Usado por su astringencia,
Eruca sativa Rucula Hojas diurético,

digestivo, depurativo,

laxante, tonico estomacal

Sin embargo es importante destacar que la variacion en el contenido de fitoquimicos de las
hortalizas Brassicas es causada por muchos factores: variedad, madurez en la cosecha,
condicion de crecimiento, estado del suelo y condicion de almacenamiento postcosecha
(Podsedek, 2007). Esto condiciona claramente su poder funcional, porque lo que son im-
portantes las buenas practicas agricolas y los tratamientos post-cosecha que puedan tener
los vegetales.

1.3.3 El Caso Particular De La Ruculay Rabano

1.3.3.1 Racula

La rucula es originaria de Israel. Sin embargo, N.I. Vavilov consideraba las regiones del
noroeste de la India, Tadzhikistan, Uzbekistan, la provincia de Tien Shan Occidental y el
suroeste de Asia los centros de origen y las regiones templadas de todo el mundo, inclu-
yendo el norte de Europa y América del Norte, el segundo centro de origen. La especie
Eruca vesicaria sinGnimo Brasica vesicaria L. se considera originaria de la region del Medi-
terrdneo occidental, Marruecos, Argelia, Espafia y Portugal y estrechamente relacionada
con Eruca sativa. (Rana & Kamboj, 2018).

Se cultiva por sus hojas que se comen en ensaladas y como verduras, por sus semillas
condimentarias y de las que se extrae el aceite para usos culinarios e industriales.
Las hojas, también se utilizan como condimento y la planta tiene utilizacion forrajera.

La popularidad de la ricula tiene tanto que ver con sus beneficios para la salud como con
su sabor. Es una verdura muy baja en calorias, que proporciona fitoquimicos, antioxidantes
y vitaminas beneficiosas para la salud como la vitamina A, tiamina, riboflavina, niacina,
acido pantoténico, piridoxina, vitamina C y vitamina K (Rana & Kamboj, 2018).
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1.3.3.2.1 Descripcién botanicay cultivo

Plantas anuales o bienales, al6gamas y auto incompatibles. Tallos erectos y ramificados
de hasta 1 m de altura. Raiz pivotante, gruesa y ramificada (Garg & Sharma, 2014).

Las hojas son carnosas, lirado-pinnatisectas, con I6bulo terminal y 2-5 cm en cada lado,
irregularmente dentadas y con nervaduras pilosas en el envés. Las basales son peciola-
das, de 20-30 x 14-18 cm, formando una roseta. Las caulinares son algo menos sésiles
(Garg & Sharma, 2014).

Poseen flores con pedicelos de 0,5-5 mm en racimos, ascendentes con 15-20 flores. Sé-
palos erectos. Corola de 2-2,5 cm de diametro. Pétalos ovados-cuneados de 1,5-2 cm de
longitud, largamente ungiculados, blancos o blancos amarillentos con vénulas violaceas.

Estigma hendido en 2 I6bulos conniventes (Garg & Sharma, 2014).

Como es de tan rapido crecimiento no requiere ninguna labor extra mas que el riego. Casi
no requiere ninguna limpieza del terreno, aunque si hubiera plantas espontaneas, deben
extraerse ya que la hoja es muy pequefia y sufre alteraciones de coloracion si sufre com-
petencias (Del Pino, 2004).

El ciclo es muy corto, de 20 a 60 dias, y la cosecha se realiza con raiz o por cortes sobre la
base del tallo, sobre hojas de 10 a 15 cm. Tiene muy buena capacidad de rebrote, y se
pueden realizar de 4 a 5 cortes con intervalos de 10 a 20 dias (Del Pino, 2004).

Ademas de las ventajas mencionadas de esta especie es importante destacar que debido
a que las raices de la rucula son relativamente poco profundas, también puede crecer en
un recipiente (Mukherjee et al., 2019) y otra gran ventaja es amplia oferta de semillas orgéa-
nicas, es decir semillas sin tratar con fungicidas y otros compuestos toxicos.

1.3.3.2.2 Composicién nutricional

En la tabla 4 se presenta la composicién nutricional de la racula g%g de parte comestible.

Tabla 4. Composicion nutricional de la rdcula en g%g de parte comestible. Fuente: (USDA, 2019).

Nutriente Valor
Agua [g] 91,71
Energia [kcal] 25
Proteina [g] 2,58
Grasa total [g] 0,66
Carbohidratos, por diferencia [g] | 3,65
Azlcares totales [g] 2,05
Fibra total [g] 1,6
Calcio, Ca [mg] 160
Hierro, Fe [mg] 1,46
Magnesio, Mg [mg] 47
Fosforo, P [mg] 52
Potasio, K [mg] 369
Sodio, Na [mg] 27
Zinc, Zn [mg] 0,47




‘ \ Roberto Bafumo
JW\ Facultad de Ciencias Agrarias
LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA Universidad Nacional de Cuyo

Continuacién Tabla 4. Composicion nutricional de la ricula en g%g de parte comestible. Fuente: (USDA,

2019).
Nutriente Valor
Vitamina C, total acido ascoérbico
[mg] 15
Tiamina [mg] 0,04
Niacina [mg] 0,31
Riboflavina [mg] 0,09
Vitamina B-6 [mg] 0,07
Acido félico [ug] 97
Vitamina B-12 [ug] 0
Vitamina A, RAE [ug] 119
Vitamina A, 1U [IU] 2373
Vitamina E (alfa-tocoferol) [mg] 0,43

1.3.3.2 Rabano

El nombre cientifico es Raphanus sativus L. Es un vegetable anual de la familia Cruciferae.
El género Raphanus se origin6 en las regiones desde el Mediterraneo hasta el Mar Negro
y se clasificd en dos secciones de Raphanis DC. y Hesperidopsis Boiss (Matsuzawa, 2006).

Aungue parece que no existe un acuerdo sobre su origen, existen inscripciones botanicas
en las piramides egipcias que mencionan el rabano (2000 afios A.C.) y Herédoto ya lo men-
ciona hacia 2700 A.C. Posteriormente fue introducido en China hacia el afio 500 A.C.

Se piensa que las variedades de rabanos de pequefio tamafio surgieron en el &rea medite-
rranea, mientras que los rabanos mas grandes se pudieron originar en China o Japén.

Se poseen datos concretos que demuestran que este cultivo tuvo gran importancia en la
cultura china y en las civilizaciones egipcia y griega.
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Se aprovecha su raiz, de sabor ligeramente picante, y las hojas tiernas en ensalada. Si bien
soporta cualquier temperatura, prefiere los climas templados o templados-frescos. No es
muy exigente en suelo, aunque le favorecen los fértiles, profundos y frescos.(Goites, 2008).

1.3.3.2.3 Descripcién botanicay cultivo

Es una planta anual de raiz pivotante que presenta formas diversas que se inserta en la
base de un tubérculo hipocotileo comestible. Puede ser redondo, oval o alargado y de co-
lores diversos, rosa, rojo, amarillo o negro. Tienen un sabor ligeramente picante.

Sus hojas son oblongadas, recortadas en los bordes y asperas al tacto. En la floracion
emite un tallo que puede alcanzar hasta 1,5m. Las flores son de color blanco o violeta y
se agrupan en racimos. Sus frutos son lamentoides y las semillas son irregularmente re-
dondeadas, de color marrén rojizo. En un gramo pueden contabilizarse de 80-120 semi-
llas. Tienen una capacidad germinativa de cuatro afos (Gupta et al., 2020).

La siembra de este cultivo en climas templados se puede realizar en cualquier época si se
utiliza una variedad determinada llamada de "todos los meses" (Gupta et al., 2020).

En general se pueden distinguir dos ciclos de cultivo:

- Cultivares de verano-otofio. La siembra se realiza a mediados de primavera, finales de
verano.

- Cultivares de invierno. La siembra se realiza entre finales de verano y principios de otofio.

Esta especie ha sido usada popularmente para tratar enfermedades hepéaticas y respirato-
rias. La actividad antibidtica de su extractos y su persistencia en el tiempo validaron su
eficacia en la enfermedad microbiana como medicamento (Gutiérrez & Perez, 2004).

Al igual que en la racula una de las grandes ventajas de su cultivo es la amplia oferta de
semillas organicas, promoviendo la sustentabilidad y la produccién del mismo en huertas
organicas y de tipo hogarefias.

1.3.3.2.4 Composicion nutricional

En latabla 5 se presenta la composicién nutricional del rabano en g%g de parte comesti-
ble.

Tabla 5. Composicion nutricional del rabanito en g%g de parte comestible. Fuente: (USDA, 2019)

Nutriente Valor
Agua [g] 95,3
Energia [kcal] 16
Proteina [g] 0,68
Grasa total [g] 0,1
Carbohidratos, por diferencia [g] 3,4
Azlcares totales [g] 1,86
Fibra total [g] 1,6
Calcio, Ca [mg] 25
Hierro, Fe [mg] 0,34

10
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Continuacién Tabla 5. Composicion nutricional del rabanito en g%g de parte comestible. Fuente: (USDA,

2019)
Nutriente Valor
Magnesio, Mg [mg] 10
Fésforo, P [mg] 20
Potasio, K [mg] 233
Sodio, Na [mg] 39
Zinc, Zn [mg] 0,28
Vitamina C, &cido ascérbico total
[mg] 14,8
Tiamina [mg] 0,012
Niacina [mg] 0,25
Riboflavina [mg] 0,039
Vitamina B-6 [mg] 0,071
Félico, DFE [ug] 25
Vitamina B-12 [ug] 0
Vitamina A, RAE [ug] 0
Vitamina A, 1U [IU] 7
Vitamina E (alfa-tocoferol) [mg] 0

1.3.4  Compuestos funcionales presentes en brasicas
1.34.1 Vitaminas y carotenoides

Los vegetales de Brasica contienen altos niveles de vitaminas incluidos carotenos, tocofe-
roles, vitamina C y &cido félico (Jahangir et al., 2009).

La vitamina A se refiere a un grupo de moléculas liposolubles y de pigmentacion brillante
gue incluye el retinol, retina, acido retinoico (RA) y varios carotenoides provitamina A. Entre
los 700 carotenoides conocidos, sélo 50 tienen actividad provitamina A con b-caroteno, b-
criptoxantina y a-caroteno siendo las principales moléculas provitamina A (Shojadoost et
al., 2021).

Segun Jahangir y col. (2009) en algunas especies de Brassica, el contenido de carotenoides
es 2 veces mayor que en la espinaca. En tanto que otros autores citados por este autor
identificaron dieciséis carotenoides en B. chinensis, B. parachinensis y B. pekinensis, de
los cuales la luteina y el B-caroteno fueron los mas abundantes.

La vitamina C es la vitamina con mayor presencia en las brasicas, La funcion biol6gica del
acido L-ascorbico puede definirse como un cofactor enzimatico, un eliminador de radicales
y un donante / aceptor en el transporte de electrones en la membrana plasmatica
(Podsedek, 2007).

El contenido de Vitamina C en brasicas varia de manera considerable conforme a varios
factores relacionados con la cosecha y postcosecha. En bréocoli Dergal (2006) reporta un
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contenido de 300 mg%g de peso fresco de vitamina C, siendo que las necesidades diarias
de esta vitamina son de 60 mg diarios.

Por otro lado, se denomina vitamina E a un grupo de ocho compuestos liposolubles que
incluyen cuatro tocoferoles y cuatro tocotrienoles. Estos tocoferoles y tocotrienoles existen
como homologos a (alfa), B (beta), y (gamma) y & (delta). El efecto de la vitamina E como
antioxidante ha sido bien establecido contra los efectos perjudiciales de los radicales libres
en el mantenimiento de la integridad celular durante el metabolismo celular normal y las
inflamaciones (Shojadoost et al., 2021).

Los carotenoides son pigmentos accesorios que se encuentran en estructuras fotosintéti-
cas, localizandose en la membrana de los tilacoides y en la de envoltura de los cloroplastos.
Los principales carotenoides de cloroplastos de plantas superiores y microalgas son a y -
caroteno, luteina, violaxantina, zeaxantina y neoxantina (Villatoro P, 2011).

Estos compuestos han mostrado actividad como antioxidantes biol6gicos, protegiendo las
células y los tejidos de los efectos perjudiciales de radicales libres y del oxigeno singlete.
Su comportamiento antioxidante depende de la concentracion y localizacién en las células
diana, asi como de otros factores (Van Den Berg et al., 2000).

En la tabla 6 se presenta el contenido de vitaminas en mg%g de peso fresco de 5 especies
de brésicas.

Tabla 6. Contenido de vitaminas en 5 especies de brasicas en mg%g de peso fresco. Fuente: (Singh et al.,
2007). Las letras diferentes indican diferencias significativas dentro de las columnas segin la prueba de Duncan
con un P<0,05.

brassica oleracea subespecies vijtamina C p-caroteno Luteina y-tocoferol
Col china 9.71d 0.0l 0.02d .08
coliflor 19.1h 0.08bc 0.13c 01.15b
Repollo 9.6 0.05¢ 0.14c (%
Repollitos de brusela 13 % 0.14b 0.43b 0.15b
Bracoli 52.9a NEla 0.68a 0,47a
CIDy an 5% 335 LR 005 0,02

S0 17.00 0.3l 025 015

1.3.4.2 Glucosinolatos e Isotiocianatos

Las primeras observaciones sobre las propiedades Unicas de los glucosinolatos y los iso-
tiocianatos se registraron a principios del siglo XVIlI como resultado de los esfuerzos por
comprender el origen quimico del fuerte sabor de las semillas de mostaza (Fahey et al.,
2001).

Los GLS constituyen un grupo bien definido de metabolitos vegetales secundarios en plan-
tas cruciferas (Prakash & Gupta, 2012). La planta comestible del género Brassica (familia
Brassicaceae) contiene un importante grupo de compuesto promotores de la salud conoci-
dos como glucosinolatos (GLS). Sus diversos metabolitos, como los isotiocianatos (ITC),
muestran diversos efectos bioldgicos, entre ellos accion anticancerigena, y estos fitoquimi-
Ccos, junto con otros componentes como los flavonoides, las vitaminas y los nutrientes mi-
nerales, podrian ser los principales agentes eficaces en cuanto a la bioactividad asociada
al consumo de las cruciferas (Prakash & Gupta, 2012).
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1.3.3.2.5 Estructuray sintesis de glucosinolatos.

Los GLS son N-hidroxisulfatos de B-tioglucosido [también conocidos como ésteres de (Z) -
(ocis) -N- hidroximinosulfato o S-glucopiranosil tiohidroximatos], con una cadena lateral (R)
y un resto de B-D-glucopiranosa unida a un atomo de azufre. Una oxima sulfatada tioglico-
silada es una caracteristica estructural importante de todos los GLS conocidos, que se dis-
tinguen principalmente por variaciones en el esqueleto de carbono derivado de aminoacidos
conocido como ‘cadena lateral' (Prakash & Gupta, 2012).

El paso inicial en la biosintesis de los glucosinolatos procede, como en el de los glucésidos
cianogénicos, por N-hidroxilacion de un aminoacido precursor, seguido de descarboxilacién
para formar una aldoxima. En resumen, el modelo ampliamente aceptado para la biosintesis
de glucosinolatos implica tres pasos principales: (a) alargamiento de la cadena lateral; (b)
biosintesis de glucona; y (c) modificacion de la cadena lateral (Fahey et al., 2001). En la
figura 1 se resume visualmente lo explicado anteriormente.

oM foom  coy v oM ol
L7
n—y 2. r—cl Ao p—cu=noH 2u R—C"r"< — t—cn-'( = RecH-N | —
Ll L
R ' ° ° °
e Aldoxima
Ammodcido
CHOM
- Qo= : " $W
I“‘ Iw SM " o v B {
/ om ~
R—CH — | R—CH ———— I—C\ M $ Y y w. s o
\“,0"’ ‘s L. ,_o’\ ™ . / o M
" \u I—C\
LN =—OH N 0805
Bl
dcido tiochidroxamico
Dezulfozlucosinolato Glucosmolato

Figura 1. Proceso de Biosintesis de glucosinolatos. Fuente: (Adaptacion Fahey et al., 2001).

Los glucosinolatos son compuestos estables, localizados en las vacuolas de las células
vegetales y estan separados fisicamente de la enzima mirosinasa en plantas intactas
(Fahey et al., 2001). Los GLS se hidrolizan cuando la planta sufre dafios estructurales, de
rasgado, rotura, o por accién de los insectos, mediante la liberacién en la rotura del tejido,
de una enzima llamada mirosinasa (MYR), la cual cataliza la reaccion de hidrélisis de los
GLS, en ITCs, nitrilos y tiocianatos mediante la eliminacion del azucar (Almeida, 2020),
como muestra la figura 2, estos compuestos bioactivos, son sustancias de sabor amargo
(que repelen al agente agresor, animal o insecto) con propiedades antiparasitarias, e insec-
ticidas (Almeida, 2020).
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Figura 2. Degradacién de glucosinolatos mediante la enzima mirosinasa que cataliza la formacion de aglicona

(Rincon, 2014).

En la tabla 7 se presentan los principales glucosinolatos, vitaminas e indoles presentes en

rabanito, rdcula y repollo.
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Tabla 7. Glucosinolatos, indoles y vitaminas reportados en rdbano, ricula y repollo. Fuente: Propia

Facultad de Ciencias Agrarias
Universidad Nacional de Cuyo

COMPUESTO RABANO RUCULA |REPOLLO
Glucorafanina XPr Xfo
Glucosativina Xfo
Glucobrasicina XPr Xfo
Glucoerucina XPra X°
Gluconapina XA X°
Glucoiberverina X°

Progoitrin XA X°
Gluconapoleiferina XP X°
Glucobrasicanapina X°
4-hidroxiglucobrasicina XPra X°
4-metoxiglucobrasicina XPra X°
Neoglucobrasicina X°
Gluconasturtiina X°
Glucorafasatina XPra

Glucorafenina X

Gluconapina (3-butenilo) XA X°

4- Mercaptobutil-GLS Xst
Indol-3-Carbinol XK X!
Indol-3 Acetonitrilo X!
Diindolilmetano X!
Acido ascérbico Xm

Luteina XM

Clorofila a Xm

Clorofila b Xm

(Gamba et al., 2021)
(Wermter et al., 2020)
(Wieczorek & Jelen, 2019)
(Hanschen & Schreiner, 2017)
(Vieites-Outes et al., 2016)
(Fechner et al., 2018)

(Bell & Wagstaff, 2014)
(Corleto et al., 2018)

(Matera et al., 2012)

Roberto Bafumo

(Park et al., 2020)

(Cecilia M. Fusari et al., 2020)

(Kapusta-Duch & Kusznierewicz, 2021)

(Ghoora, Haldipur, et al., 2020)
(Camara-Martos et al., 2021)
(Toledo-Martin et al., 2017)
(Chorol et al., 2021)

(Yietal., 2016)

(Lee et al., 2021)
(Taranto et al., 2016)
(Bennett et al., 2002)
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1.3.4.3 Isotiocianatos

Segun Prakash y Gupta (2012) un menor riesgo de cancer esta relacionado con una dieta
rica en hortalizas Brasicas y esto a su vez estd ampliamente asociadas a la absorcion de
ITC tras la ingestién de GLS.

Los compuestos de ITCs mayormente estudiados y analizados son el Sulforafano, fenetil
Isotiocianato, Alil isotiocianato e Indol 3 Carbinol, pero muchas otros ITC que estan presen-
tes en cantidades menores también pueden contribuir a las propiedades anticancerigenas
de Brassicaceae (Song et al. 2007).

En los ultimos afios, la prevencion del cancer mediante el consumo productos naturales ha
recibido una atencion considerable. Los resultados de estudios que se han llevado a cabo
en los Ultimos afos apuntan claramente hacia una correlacion positiva entre la prevencion
del cancer de muchos 6rganos diana, y el consumo de brasicaceas o sus fitoquimicos bioac-
tivos. Los estudios han informado que los ITCs afectan muchos pasos del desarrollo del
cancer, incluida la modulacion de las enzimas de desintoxicacion de las fases | y Il. Funcio-
nan como un antioxidante directo o indirecto por induccion enzimética de fase Il modulando
asi la actividad celular (Prakash & Gupta, 2012). Esto ha centrado la atencién en estudios
en los que se evalla el potencial de los isotiocianatos como inductores de enzimas de fase
2, pero con potenciales funciones anti proliferativas, reguladoras redox e inhibidoras de
enzimas de fase 1 también (Fahey et al., 2001; Rincon, 2014; Nilsson et al., 2006).

Enlatabla 8 se presentan los principales isotiocianatos reportados en brasicas por diversos
autores. En el rabanito se han reportado sulforafeno, Alil isotiocianato, Rapasatina y eru-
cina, sin embargo el isotiocianato en mayor proporcion es el sulforafeno, llegando al 84%
del total de ITCs, algo similar sucede en brécoli donde el 90 % de los ITC son Sulforafano
(Baenas et al., 2017). En tanto que en racula se ha reportado Sulforafano, sulforafeno, ra-
pasatina, alil ITC y sativina, siendo la sativina el ITC mayoritario en las hojas comestibles,
lamentablemente la estructura de este compuesto ha sido dilucidada hace 2 afios y todavia
no hay estandares analiticos en el mercado para su cuantificacion (Fechner et al., 2018).
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Tabla 8. Isotiocianatos reportados en distintas especies de brasicas. Fuente: Propia

Especie Rapasa-
tina

Rabano Xai

Repollo
blanco
Repollo
rojo
Brocoli

Coliflor

Nabo
verde
Racula
* (Gambaetal, 2021)

5 (Wermter et al., 2020)

< (Wieczorek & Jelen, 2019)

Eru-
cina

Xa

Xd

Xe

Xfo

¢ (Hanschen & Schreiner, 2017)

¢ (Vieites-Outes et al., 2016)

f (Fechneretal., 2018)

& (Bell & Wagstaff, 2014)

h (Corleto et al_, 2018)
(Matera et al_, 2012)

Sulfora- Alil
feno ITC
Xabi XK
Xb Xb
Xbd Xb
Xd
X¢
xe
Xt XK

(Park et al., 2020)

Sulfora-
fano

XK
Xb
Xb

Xed

Xe

XK

(Cecilia M. Fusari et al., 2020)

Ibe- ITC de 2-

rin metilbutilo
Xbd
Xb

Xc

XC

(Kapusta-Duch & Kusznierewicz, 2021)

(Ghoora, Haldipur, et al., 2020)

(Camara-Martos et al., 2021)

(Toledo-Martin et al., 2017)

(Chorol et al., 2021)

(Yietal., 2016)
(Lee et al_, 2021)

(Taranto et al., 2016)

(Bennett et al., 2002)

ITC de
isobutilo
XC
XC
Xe

ITC de ci-
clopentilo

XC

ITC de
n-he-
xilo

XC

Roberto Bafumo

ITC 2- Sati-
fenile- vina
tilo
Xd
Xe

Xf
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1.3.4.4 Compuestos Fendlicos

El término compuestos fendlicos engloba a todas aquellas sustancias que poseen varias
funciones fenol (hombre comun del hidroxibenceno), unidas a estructuras aromaticas o ali-
faticas. Los compuestos fendlicos tienen su origen 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 (Creus, 2004). Algunos son indispensables para las funciones fisio-
l6gicas vegetales, otros participan en funciones de defensa ante situaciones de estrés y
estimulos diversos (hidrico, luminoso, entre otros).

Se ha propuesto que estos compuestos tienen actividad antioxidante en el sistema de de-
fensa de la planta y que adicionalmente sirven de apoyo al sistema de desintoxicacion de-
pendiente de ascorbato (Vargas-Rincén et al., 2014).

Segun Tomas-Barberan y col.(2000) durante los ultimos afios, los estudios epidemioldgicos
han asociado cada vez mas la incidencia de enfermedades crénicas, como enfermedades
cardiovasculares y cancer, con la dieta. Estd ampliamente aceptado que las dietas ricas en
frutas y hortalizas o sus derivados juegan un papel positivo en la proteccion contra ataques
cardiacos, accidentes cerebrovasculares y cancer.

En la figura 3 se presentan algunos potenciales efectos benéficos para la salud de los
compuestos fendlicos.

Cerebro

Funciones vasculares

1. Memoriay aprendizaje

2. Performance cognitiva

3.  Flujo sanguineo cere-
bral

4. Actividad psicomotora

5. Inhibicién de neurode-
generacion

1. Reduccion de la hipertension
2. Incremento de perfusidn san-
guinea

3. Perfil lipidico beneficioso

4. Inhibicién de la activacion pla-
quetaria

b ‘"’R * 4
e

Inflamacion

Cancer

1. Inhibicién del desarrollo
tumoral

2. Detoxificacion de precur-
sores cancerigenos

3. Inhibicién de la oxidacién
del DNA

Inhibicion de mediadores de produc-
cién de citocinas/quimiocinas
Reduccién de la expresidn de la molé-
cula de adhesién

Inhibicion de la neuro inflamacién

Figura 3. Un resumen de los potenciales efectos benéficos para la salud de los polifenoles. Fuente: Adapta-
cion (Del Rio et al., 2013).
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Los antioxidantes fendlicos funcionan como terminadores de radicales y quelantes de iones
metalicos que son capaces de catalizar la peroxidacion lipidica. Los antioxidantes fenélicos
interfieren con la oxidacion de lipidos y otras moléculas mediante la rapida donacién de un
atomo de hidrégeno o electrones a radicales libres (Bravo, 1998).

En la naturaleza existe una amplia variedad de compuestos que presentan una estructura
molecular caracterizada por la presencia de uno o varios anillos fendlicos. Estos compues-
tos podemos denominarlos polifenoles (Quifiones et al., 2012).

La biosintesis de los polifenoles como producto del metabolismo secundario de las plantas
tiene lugar a través de dos importantes rutas primarias: la ruta del acido shiquimico y la ruta
de los poliacetatos (Bravo, 1998).

La concentracion de polifenoles en cualquier alimento también es muy variable, porque de-
pende de muchos factores tales como la variedad o el grado de maduracién del vegetal
(Creus, 2004). El contenido de polifenoles en alimentos esta condicionado a factores tanto
intrinsecos al propio vegetal (de origen genético) y a factores extrinsecos, como factores
agroambientales y al manejo postcosecha (Barberan, 2015).

Existen dos grandes grupos de compuestos fendlicos: los acidos fendlicos (benzoico y ci-
namicos) y los flavonoides (flavonoides, antocianinas y taninos). Los acidos fendlicos tienen
un solo anillo, mientras que los flavonoides tienen dos anillos fendlicos unidos por un anillo
heterociclico. Los pigmentos fendlicos reaccionan facilmente con un acido organico o un
azucar, como los flavonoides y las antocianinas, o entre si para formar polimeros, como los
taninos (Dergal, 2006).

Entre los compuestos fendlicos de bajo peso molecular mas comunes e importantes se
encuentran los derivados fendlicos simples y los flavonoides. Los fenoles simples (Cs),
como el propio fenol, cresol, timol, resorcinol, orcinol, entre otros estan muy extendidos
entre diferentes especies de plantas, incluidas la hidroquinona y sus derivados (por ejemplo,
arbutina, sesamol) y floroglucinol (Bravo, 1998).

En la tabla 9 se visualizan los principales grupos de compuestos fendlicos.
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Tabla 9. Ndcleo estructural de los principales grupos de compuestos fendlicos. Fuente: (Romero, 2016).
Clasificacion Estructura quimica Namero de Ejemplos
carbonos

Acidos fenélicos Ce — Cq *Acido hidrobenzoico
*Vanilico *Gélico

*Hidroxindmico *Feralico

*Cafeico
% B
Naftoquinonas Ce—Cy *Lawsona *Juglona
*Alcanan *Lomatiol
*Diospirina
-
Xantonas > Ce—C1 —GCs *Genti6sida *Mangiferina

*Garcinona *Euxantona
__OH

Estilbenos OCH, Ce—C:—Cs * Pinosilvina *Piceatanol
*Rapontienina
*Astringina
Flavonoides T Ce—C—Cg *Betacaroteno *Caroteno

*Catequina *Resveratol
*Queretrina *Hesperidina
*Luteina

A
e

Taninos o (Ce — C3),, *Antocianidinas

A continuacion, se hara una breve descripcion de los principales tipos de compuestos feno-
licos presentes en alimentos.

1.3.3.2.6 Acido Hidroxicinamico.

Los acidos hidroxicinamicos (acidos p-cumarico, cafeico, ferulico y sinaptico, entre otros)
son compuestos fendlicos que se encuentran ampliamente distribuidos en alimentos de ori-
gen vegetal. Su estructura quimica le permite apagar radicales libres, actuando como anti-
oxidantes, propiedad que condiciona su actividad oncoprotectora y anticancerigena(Mardo-
nes, 2012).

1.3.3.2.7 Flavonoides.

Los flavonoides pueden tener estructuras simples o muy complejas, debidas a la polimeri-
zacion, como en el caso de los taninos condensados, que alcanzan pesos superiores a
30,000 Da (Dergal, 2006).

Los flavonoides son una subclase de polifenoles, que se caracterizan por poseer estructu-
ras C6-C3-C6 y dos 0 mas anillos aromaticos, y por tener cada uno, al menos, un hidroxilo
aromatico, y conectar con un puente de carbono (Chueca, 2005).
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Por la posicién trivalente del oxigeno, al aumentar el grado de oxidacién se producen mas

dobles ligaduras, y en consecuencia mayor deslocalizacion de electrones hace que existan
pigmentos incoloros cuando el anillo C esta saturado como en el caso de los flavonoles, o
produciendo varias clases de coloraciones, desde los amarillos (como las flavonas, flavo-
noles y chalconas) hasta las antocianinas rojas y azules (Dergal, 2006).

En la figura 4 se presentan los principales tipos de flavonoides y su estructura quimica.
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Figura 4. Principales tipos de flavonoides. Fuente: (Cozzano, 2015).

Los flavonoides actian fundamentalmente capturando radicales libres para generar el ra-
dical flavinico, mucho menos reactivo, ya que en él los electrones desapareados estan mas
deslocalizados (Martin Gordo, 2018).

A continuacion, se hara un breve resumen de los tipos de flavonoides reportados en ali-
mentos.

> Flavonoles

Los flavonoles, es el grupo mas importante de flavonoides, debido a que es el grupo am-
pliamente més distribuido en los vegetales (Dergal, 2006). La biosintesis de flavonoles es
un proceso fotosintético. Por ello, estos compuestos se localizan principalmente en el
tejido externo y aéreo de la planta (Quifiones et al., 2012).

Dada su capacidad de formar complejos y capturar radicales la quercetina es uno de los
flavonoles mas importantes y con una potente actividad antioxidante (Bravo, 1998).

La miricitina es otro tipo de flavonol con una actividad antioxidante y terapéutica potencial,
principalmente como agente antitrombatico y antiinflamatorio (Klan C. Ong and Hoon-Eng
Khoo, 1997).
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> Antocianinas

Las antocianinas son las formas catidnicas de flavilo. Todas las antocianinas estas hidroxi-
ladas en las posiciones 3,5, y 7, pero difieren en la sustituciéon del anillo B.

Las antocianinas representan los principales pigmentos solubles en agua visibles al ojo
humano. Por el fendbmeno de deslocalizacion de electrones, a medida que aumenta el nu-
mero de sustituyentes de la fraccion, la antocianidina aumenta y el cation flavilo absorbe a
mayores longitudes de onda (Dergal, 2006).

Segun Aguilera-Otiz y col.(2011) a las antocianinas se les atribuyen efectos anticancerige-
nos, antitumorales, antiinflamatorios y antidiabéticos, estos efectos parecen verse relacio-
nados con su capacidad antioxidante.

> Flavanoles.

Son una clase de flavonoides que tienen como columna vertebral a la 3-hidroxiflavona. Los
flavanoles estan presentes en una amplia variedad de frutas y verduras.

La catequinay la epicatequina son dos tipos de flavanoles presentes en diversos alimentos,
como té verde, peras, nueces y cacao (Dergal, 2006).

En la Tabla 10 se presentan los compuestos fendlicos mas conocidos reportados en ricula
y rabanito, de estos compuestos se destacan la quercetina y el campferol como los mayo-
ritarios.
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Tabla 10. Compuestos fendlicos reportados en rabano y rucula. Fuente: Propia.

Roberto Bafumo

Acido vani- | Acido Cuma- | Acido Si-

Especie |Catequina |Flavonol | Miricetina Epicatequina | Quercetina lico rico napico Campferol
Réabano | Xa Xa Xa Xal Xai Xa Xaik Xai Xi
Rdcula | Xk Xah Xahk X9 Xan

Acido feru- Acido Clorogé- | Acido ben-
Especie |Isohametina |Rutina |lico Cafeico nico zoico Tyrosol Acido gélico
Rabano Xi X1 Xi Xi XX
Ricula | Xe" X8 X8 XK Xk Xk
* (Gambaetal., 2021) (Park et al., 2020)
b (Wermter et al., 2020) & (Cecilia M. Fusari et al., 2020)
¢ (Wieczorek & Jelen, 2019) I (Kapusta-Duch & Kusznierewicz, 2021)
¢ (Hanschen & Schreiner, 2017) m  (Ghoora, Haldipur, et al., 2020)

¢ (Vieites-Outes et al., 2016)

! (Fechneretal., 2018)

& (Bell & Wagstaff, 2014)

h (Corleto et al_, 2018)

(Matera et al_, 2012)

(Camara-Martos et al., 2021)

(Toledo-Martin et al., 2017)

(Chorol et al., 2021)

(Yi etal., 2016)

(Lee et al., 2021)
(Taranto et al., 2016)

(Bennett et al., 2002)
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14 Problematica a enfrentar en el siglo XXI con respecto a la alimentacion

El mundo esta produciendo mas frutas y verduras, pero todavia no es suficiente. La pro-
duccidn de frutas y hortalizas es fundamental para los medios de vida de muchos pequefios
agricultores. Pero puede dafar el medio ambiente, incluyendo el suelo, el agua y la biodi-
versidad cuando las préacticas agronémicas no son las adecuadas. Los productos quimicos
utilizados para garantizar la productividad y proteger el cultivo de las plagas pueden conta-
minar el medio ambiente. Los altos niveles de pérdida y desperdicio de alimentos son el
resultado de una mala manipulacion y del caracter perecedero de los productos frescos, lo
que reduce la eficiencia y la sostenibilidad del sistema con posibles efectos negativos en el
medio ambiente y en la base de recursos naturales. Para asegurar que las frutas y verduras
contribuyan mas a la nutricién y la salud es necesario adoptar enfoques mas amplios y
holisticos. El suministro de productos frescos debe ser més eficiente, inclusivo y resistente
(FAO, 2020).

El cambio climatico y la falta de agua para el cultivo dificultardn la produccién suficiente
para cumplir con las ingestas diarias recomendadas por la OMS (Mason-D’Croz et al.,
2019). En paises productores como Estados Unidos se destina el 50% de las tierras para
la produccion de alimentos y hasta un 80% de agua dulce (Weber, 2017)

Como alternativa sustentable y saludable frente a las problematicas de un adecuado con-
sumo de verduras y a la necesidad de produccion de mayor cantidad de alimentos surgen
los microgreens o micro-hortalizas

15 Microgreens

Las microgreens son plantulas comestibles jovenes y tiernas, producidas a partir de semi-
llas de varias especies de hortalizas, cultivos herbaceos, hierbas aroméaticas y plantas sil-
vestres. Segun la especie utilizada, pueden ser recolectadas después de tan solo 7-21 dias
desde la germinacion, cuando los cotiledones estan completamente extendidos y se han
formado las primeras hojas. La porcion comestible esta representada por el tallo, los cotile-
dones y a menudo, las primeras hojas verdaderas en su fase inicial, excluyendo las radicu-
las (Di Gioia & Santamaria, 2015).

Las micro-hortalizas, difundidas inicialmente en América del Norte y mas tarde en el norte
de Europa, Asia y Oceania, son cada vez més utilizadas por los cocineros en la alta cocina
para la preparacion de platos gourmet, y se dirigen a los consumidores que cada vez son
mas exigentes y sobre todo health conscious, es decir, atentos a su propia salud, a la dieta
y a la calidad de los alimentos.

A menudo se utilizan principalmente para cumplir con una decoracion estética de los platos,
sin embargo las micro-hortalizas también tienen un excelente perfil nutricional y son una de
las novedades mas interesantes en el mercado de frutas y hortalizas frescas, hasta el punto
de ser considerados verdaderos “alimentos funcionales” o “super alimentos” (Treadwell et
al., 2010; Di Gioia & Santamaria, 2015) porque, ademas del aporte de nutrientes, pueden
proporcionar componentes bioactivos, capaces de mejorar algunas funciones del orga-
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nismo y/o reducir el riesgo de enfermedades (Di Gioia & Santamaria, 2015). En compara-
cién con las semillas y plantas adultas de la misma especie, los microgreens acumulan
mayores cantidades de fitoquimicos, en promedio, 10 veces mas (Marchioni et al., 2021).

En la figura 5 se muestran las partes de un microgreen de brécoli, estas son 3, el tallo
central, los cotiledones y las hojas verdaderas, o vestigios de ellas.

Cotiledones

Hojas ver-
daderas

s | T30 central

Figura 5. Partes de un microgreens de brécoli (Adaptacion de Choe et al., 2018).

Actualmente solo algunos paises cuentan con normativas de calidad aplicada a brotes y
microgreens. En el caso de Argentina, el Cédigo Alimentario Argentino (CAA) no los con-
templa, mientras que en otros paises como los que integran la Unién Europea, el Codex
Alimentarius de la FAO y diferentes organismos, estan regularizando a este tipo de ali-
mento, las materias primas y la produccién como alimento funcional (Castagnino et al.,
2020).

1.5.1 Antecedentes de cultivo en microgreens de brasicas

Durante las ultimas dos décadas, los cultivos de Brassicaceae han sido objeto de una in-
tensa investigacion basada en sus beneficios para la salud humana (Lin & Harnly, 2010). Al
mismo tiempo, las Brassicaceae ofrecen algunos de las mas comunes verduras consumi-
das en todo el mundo, que se pueden cultivar como microgreens.

Casi cualquier semilla vegetal se puede utilizar para el crecimiento de micro-hortalizas, pero
la mayoria de las especies de microgreens comerciales son hierbas o vegetales de la familia
Brassicaceae (brécoli, coliflor, coles de Bruselas, repollo, rabano, nabo y colinabo). Como

25



Roberto Bafumo

AYYANW) . Facultad de Ciencias Agrarias
7 NV W e\ ) . .

LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA Universidad Nacional de Cuyo

los vegetales mas consumidos en todo el mundo, los vegetales Brassicaceae se ven favo-
recidos por sus atributos beneficiosos para la salud dietética al reducir la incidencia de can-
ceres, enfermedades cardiovasculares y otras enfermedades degenerativas (Xiao et al.,
2019).

Por otro lado, los microgreens han sido objeto de estudio en estos Ultimos afios principal-
mente por su potencial de alimento funcional pero también las ventajas consignadas ante-
riormente. Sin embargo, es necesario profundizar alin mas los conocimientos que tenemos
sobre estos nuevos alimentos, para conocer si verdaderamente tienen un potencial funcio-
nal mayor su contraparte madura, ya que las hortalizas tienen un perfilado nutricional y un
conjunto de metabolitos secundarios que han sido cuantificados a lo largo de los afios.

Es muy probable que los microgreens de brasicas sean los mas estudiados por su impor-
tancia funcional, debido a la acumulacion de fitoquimicos buenos para la salud (Li et al.,
2021), sin embargo entre los mas difundidos y estudiados son el brécoli, el repollo, la espi-
naca y otras variedades mas bien exéticas.

De esta manera al considerarse un cultivo rico en nutrientes representa una alternativa va-
ledera para llenar los desafios nutricionales actuales.

Con el desarrollo de la industria agricola urbana, existe un interés creciente en la produccién
comercial de alto valor, sin embargo actualmente no hay suficiente evidencia disponible
para que los productores tomen decisiones informadas sobre qué métodos de produccion
funcionarian mejor para su situacion (Thuong & Minh, 2020)

Las densidades de siembra, sustratos y tratamientos pre siembra difieren entre autores y
especies, sin embargo en ninguna publicacién hasta ahora se ha realizado un disefio expe-
rimental para conocer la 6ptima combinacion de los factores para optimizar el cultivo de
cada tipo de microgreen (Bulgari et al., 2017; Li et al., 2021; Nolan, 2018).

En el estudio de Thuong y Minh (2020) si bien se analizé para microgreens de rabano la
relacion entre densidad de siembra y sustratos, los sustratos son distintos a los que se
analizaran en este estudio y otro dato mas importante es que el agua de riego en dicho
estudio contiene una solucién fertilizante, algo que podria ser mas utilizado en una pyme
de microgreens, pero dificilmente a escala hogarefia.

Otro factor que afecta el rendimiento y la calidad es la luz, una elevada intensidad de luz
reduce el contenido de carotenoides en algunas especies de brasicas (Craver et al., 2017),
con respecto al rendimiento, si se utiliza una lampara LED de luz blanca con respecto a
lamparas usadas generalmente en horticultura se obtienen mayores rendimientos en micro-
greens de lechuga (Battafarano & Urrestarazu, 2018), en brasicas esto es variable seguln
la variedad y si la iluminacion es artificial o natural, microgreens de rabano tienen un mayor
rendimiento en canales sombreados que soleados, en cambio los microgreens de albahaca
mejoran su rendimiento en canales soleados (Nolan, 2018).

Con respecto a la composicion fisico-quimica y fitoquimica de los microgreens de brasicas
se ha avanzado mas en el estudio de estas variables, sin embargo, muchos de esos estu-
dios involucran especies que no son consumidas en la region, ya sea por razones culturales
o por una mayor dificultad de conseguir semillas organicas de dichas especies.

En un estudio realizado por Xiao y col. (2016) se determin6 la composicién mineral de 30
variedades de la familia brassicasae, Kyriacou, EI-Nakhel, Soteriou y col. (2021) analizaron
la variacién ontogénica y fitoquimica de 2 especies de brasicas, también se han estudiado
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contenidos de vitaminas en los microgreens, polifenoles totales y glucosinolatos totales
(Ghoora, Haldipur, et al., 2020; Xiao et al., 2012; Xiao et al., 2019).

Sin embargo solamente hay unos pocos articulos Kyriacou y col. (2019); Marchioni y col.
(2021) en los que se han analizados el perfil de compuestos fendlicos y el de isotiocianatos
en microgreens de rdbano y rucula, pero ademas en dichos estudios las técnicas analiticas
qgue se emplearon no son técnicas validadas para los analitos en estudio.

Con respecto a técnicas utilizadas para cuantificar compuestos fendlicos también es impor-
tante usar técnicas analiticas especificas para esos analitos debido a que mejoran paradme-
tros de interés como la sensibilidad, precision y exactitud, con el fin de poder conocer el
perfil de fendlicos verdaderos de una muestra.

En tanto Di Gioia y Santamaria (2015) consignaron que, si bien no hay datos sobre el con-
tenido de fibra, proteinas e hidratos de Carbono, una investigacién de ellos les permitié
saber que el contenido de fibras y proteinas es menor en microgreens que en sus homélo-
gas maduras.

Todos estos estudios nos sirven como pie de apoyo para seguir ampliando nuestro conoci-
miento sobre estos nuevos alimentos, y a su vez para poder comparar y estandarizar el
contenido nutritivo y evaluar la variacion del potencial funcional.

1.5.2 Sustentabilidad de los microgreens.

Los microgreens son ideales para la produccion en interiores y son parte del movimiento
global hacia una agricultura mas sustentable (Turner et al., 2020). La agricultura de micro-
greens en interiores también puede ser mas sostenible que la produccion de cultivos tradi-
cionales (Weber, 2017, citado en Nolan, 2018).

Los microgreens pueden ser un cultivo emergente importante, porque se necesitan menos
recursos para producir una cantidad nutricionalmente equivalente a la de los vegetales ma-
duros, en un estudio experimental se determiné que para producir una determinada propor-
cion nutricional los microgreens de brdcoli requieren 158 a 236 veces menos agua que
brocolis maduros (Weber, 2017).

Ademas, estos cultivos pueden contribuir a la conservacién y mejora de muchas variedades
locales con riesgo de erosidén genética o extincion a través de su cultivo para producir esta
nueva categoria de productos. La proteccién y mejora de la biodiversidad asi como de la
agrobiodiversidad, es uno de los mayores desafios de nuestro tiempo (Di Gioia &
Santamaria, 2015). Es por esta razén que los encontramos propicios como objetos para el
estudio de esta tesis.

1.6 Fundamentacién del problema de investigacion

En base a lo expuesto anteriormente, una de las premisas mas importantes de todos los
paises y estados del mundo es fomentar la produccién de alimentos saludables que cola-
boren con la prevencion de enfermedades no transmisibles, y que a su vez permitan eco-
nomizar recursos valiosos. En esta linea, las micro-hortalizas responden con los criterios
tanto de sustentabilidad como de aporte nutricional y fitoquimico. Particularmente, se resal-
tan aquellas de la familia Brassicaceae, por su conveniente forma de cultivo, facil y rapida
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germinacion y crecimiento, y a su vez ofrece un rango amplio de sabores y colores. Nota-
blemente, las micro-hortalizas de esta familia ademas de su interesante atractivo como in-
grediente culinario, estan asociadas con numerosas propiedades biolégicas benéficas para
el ser humano. Sin embargo, aun resta dilucidar los principales grupos de compuestos aso-
ciados a dichas bioactividades y que son los responsables de aportar el potencial funcional
a dichas micro-hortalizas. En este sentido el conocimiento aportado por un estudio que
analice desde las variables implicadas en la produccion, asi como también un analisis cuali-
cuantitativo de las micro-hortalizas de brasicas contribuiria a sentar las bases para definir
el potencial de explotacion de estos nuevos cultivos como una alternativa sustentable y con
capacidad de aportar productos con alto valor agregado.
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2 Hipotesis Y Objetivos

Hipotesis General

“ES POSIBLE LOGRAR LA PRODUCCION DE MICROHORTALIZAS DE BRASICACEAE
Y QUE RESULTEN EN FUENTES NOVEDOSAS DE COMPUESTOS BIOACTIVOS”.

2.2

2.3

Objetivo General:

Producir a escala experimental micro-hortalizas de vegetales de la familia Brassica-
ceae y evaluarlas en relacion a su potencial funcional segin su contenido de com-
puestos bioactivos.

Objetivos Especificos:

Desarrollar y evaluar las condiciones 6ptimas de cultivo de micro-hortalizas de la
familia Brasicaceae siguiendo lineamientos de sustentabilidad.

Evaluar el rendimiento productivo de los vegetales cultivados, analizando variables
tales como densidad de siembra y pruebas de tratamiento de semillas.

Determinar la composicién nutricional de las micro-hortalizas

Determinar el perfilado de compuestos bioactivos y ponderar su potencial funcional
empleando técnicas analiticas instrumentales.
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3 Cultivo De Microgreens
3.1 Introduccion

Una de las caracteristicas mas atractivas de los microgreens es la posibilidad de cultivarlos
a pequefa escala, incluso en condiciones hogarefias. Cultivar pequefias cantidades en
casa es relativamente facil; sin embargo, crecer y comercializar microgreens de alta calidad
es mucho mas dificil, entre otras cosas por los precios y la disponibilidad de semillas horti-
colas (Treadwell et al., 2020).

3.1.1  Ventajas del cultivo de microgreens

Entre las ventajas que podemos encontrar al cultivo y consumo de microgreens segun Cas-
tagnino y Marina (2020) estan:

-Sabor rico, a su vez son saludables y organicos: las micro-hortalizas pueden ser produci-
das de manera orgdanica, sin ningln agroquimico y otorgan sabor y color a las preparacio-
nes.

- Facil y rapidos de cultivar, ya que el tiempo necesario desde la siembra al consumo es de
solo 1 a 3 semanas, dependiendo de la especie y de la variedad a cultivar; y con la ventaja
adicional que, en muchos casos, pueden realizarse diversos cortes.

- Técnica accesible inclusive en zonas urbanas y para aquellas familias que no disponen
de espacio para la jardineria y realizacion de huerta.

- Minimo requerimiento de tiempo y esfuerzo: ya que se requiere pocos minutos diarios de
para el riego, cuidados y/o cortes.

- Requisitos simples: Tan solo se requiere acceso a buena luminosidad (natural o artificial),
bandejas / recipientes poco profundos, agua para riego y un medio de cultivo que puede
ser, preferiblemente, sustrato mezcla de turba y vermiculita, o compost.

- Sin limitantes de clima: Pueden producirse las cuatro estaciones, si se dispone de un
ambiente adecuado.

- Elevado rendimiento en relacion al espacio disponible: debido a la densidad de 4 - 5 se-
millas/cm?.

- [deales para crear un mini jardin comestible: Es posible cultivar microgreens adn en casas
sin jardin: en el interior de una cocina / living soleado; en un mini invernadero, al aire libre
en su balcén, en un porche cubierto.

- Costo minimo: ya que pueden reutilizarse recipientes o bandejas disponibles en el hogar.

- Ideales para incorporar a la dieta: Se trata de alimentos ricos en vitaminas, minerales y
fitonutrientes, de textura delicada, facilmente digeribles, que brindan multiples beneficios
nutricionales para la salud. Aportan sabor, color, textura, enzimas vivas y nutrientes, a los
platos.
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- Admiten diversidad de preparaciones: Pueden consumirse como guarnicion, en ensala-
das, sandwiches, sopas, etc.

3.1.2 Paradmetros implicados en la produccion de microgreens

Para una correcta produccién de microgreens es necesario en primer lugar definir las con-
diciones propicias para su siembra, cultivo y manipulacion postcosecha.

El cultivo de microgreens se suele llevar a cabo en bandejas de material plastico, de tamafio
variable y con una altura de entre 3 y 5 cm (Gioia et al., 2015). Un buen sustrato de cultivo
debe asegurar una porosidad mayor al 85% del volumen total, una buena capacidad de
retencion de agua (55-70%) y una buena aireacion (20-30%) (Di Gioia y Santamaria, 2015).

Los sustratos mas utilizados son:

- Turba

- Vermiculita

- Perlita

- Fibra de coco o cocomix
Los sustratos deben tener una serie de parametros fisicoquimicos para aumentar el rendi-
miento y obtener la produccion deseada. El pH tiene que oscilar entre 5,5-6,5, la conducti-
vidad debe ser menor a 500 Us/cm y debe haber ausencia de metales pesados (Gioia et
al., 2015).

El riego por aspersion se usa generalmente solo durante la etapa de germinacion en estos
sistemas de medios. Después de la germinacion, las bandejas deben ser sub irrigadas para
evitar el exceso de humedad en el dosel de la planta (Treadwell et al., 2020).

Las bandejas de microgreens se deben mantener en la oscuridad hasta que germinen (esto
es variable segun la especie) y posteriormente, cuando emergen ser trasladadas a un lugar
soleado (Castagnino et al., 2020).

En la figura 6 se presenta el método de produccién de microgreens mas comudn en lo que
respecta a iluminacion.
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Figura 6.Método de produccion de microgreens mas comun. Fuente: (Zhang et al., 2020).

Otro aspecto importante es la densidad de siembra, muchos productores tratan de aumen-
tar la densidad de siembra, pero esto provoca un alargamiento de los tallos, reduciendo la
calidad (Di Gioia y Santamaria, 2015). De esta forma que este parametro de siembra resulta
fundamental a considerarse cuando se cultivan los microgreens.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, en la primera etapa del desarrollo de esta Tesis,
se comenzé con la seleccion y optimizacién de las variables relacionadas con el desarrollo
y cultivo de micro-hortalizas de brasicas preponderando la sustentabilidad del proceso de
produccion. Luego de cosechadas, se procedio a estudiar el rendimiento productivo.

Cuando se desean optimizar las variables, los métodos multivariados tienen la ventaja de
poder evaluar la interaccion entre las variables. Otra de las ventajas del analisis multivariado
es la capacidad de obtener una vision general mas realista y precisa que cuando se analiza
una sola variable. Ademas, en comparacion con las técnicas univariadas, las técnicas de
andlisis multivariado dan como resultado una potente y confiable prueba de significacion.
Por estas razones nosotros usamos un disefio multivariado.

3.2 Metodologia empleada
3.21 OPTIMIZACION DEL CULTIVO DE MICROGREENS DE RABANO Y RUCULA

Para la optimizacion del cultivo de los microgreens se aplicd una metodologia de superficie
respuesta bajo un disefio D-optimal en el caso del rabano y en la rdcula bajo un disefio de
3-level factorial, ambos en el software estadistico Design expert.

La metodologia de superficie de respuesta implica tres aspectos: disefio, modelo y técnica
de optimizacion. El disefio y el modelo se piensan al mismo tiempo, y dependen del tipo de
comportamiento que se espera en la respuesta.

El disefio implica que para optimizar un proceso se debe aplicar el disefio de experimentos,
en particular aquellos que sirven para ajustar un modelo de regresion lineal mdltiple.
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El aspecto del modelo utiliza el andlisis de regresién lineal multiple, junto con sus elementos
bésicos que son: pardmetros del modelo, modelo ajustado, significancia del modelo, prueba
de falta de ajuste, residuos, predichos, intervalos de confianza para predichos y coeficiente
de determinacion

Por ultimo, el aspecto de optimizacion esta formado por algunas técnicas mateméticas que
sirven para que, dado un modelo ajustado, explorarlo a fin de obtener informacién sobre el
punto ptimo

La ventaja de este tipo de metodologia es que nos permite conocer las interacciones entre
las variables y a su vez maximizar los valores de las respuestas, para tener un resultado
esperado a lo planeado.

3.211 Rabano

El tipo de cultivo que se utilizé es un cultivo sin suelo sobre un sustrato solido, el crecimiento
del cultivo y pueden intervenir o no en la nutricion de la planta. El sustrato brinda sostén y
anclaje a la planta, ademas de mantener la humedad, drenaje, aireacion y facilidad en la
absorcion de nutrientes para que la planta no tenga ningan problema en su desatrrollo.

Para determinar las condiciones 6ptimas de cultivo se tuvieron en cuenta 3 variables con
distintos niveles: tipo de sustrato, una variable categdrica con 2 niveles Mezcla Cocomix y
Turba Kekkila, densidad de siembra, una variable numérica cuyo valor méas bajo fue de 0,02
g/cm?y su valor mas alto fue de 0,06 g/cm?. Finalmente, la Ultima variable fue el tiempo de
activacion por remojo de semillas cuyo menor valor fue de 3 horas y su mayor valor de 9
horas. Las respuestas evaluadas fueron el peso fresco en gramos y la altura de planta.

En la tabla 11 se muestra el dispositivo del experimento creado por el software.
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Tabla 11. Dispositivo D-Optimal para optimizar el cultivo de microgreens de rabano. Fuente: Design Expert.

Factor 1 Factor 2 Factor 3 Response 1| Response 2
Std | Run Block A:Densidad g8 :Activacion | C:Sustrato |Peso Fresco| Alto de tallo
glcm2 horas gramos cm
11 1 Block 1 0.06 7.42 |Mezcla Coco
13 2 Block 1 0.04 9.00 [Mezcla Coco
12 3 Block 1 0.06 5.68 |Turba Kekkil3
9 <} Block 1 0.02 3.00 |Turba KekkiIJ
16 5 Block 1 0.06 3.00 |Mezcla Cocof
8 5] Block 1 0.04 5.86 |[Mezcla Coco
1 7 Block 1 0.06 3.00 [Turba Kekkilj
19 8 Block 1 0.06 8.39 |Turba Kekkil4
5 9 Block 1 0.04 9.00 |Turba Kekkil4
3 10 Block 1 0.02 9.00 |Turba Kekkil4
14 11 Block 1 0.02 6.00 |Turba KekkiIJ
18 12 Block 1 0.02 9.00 [Mezcla Cocof
4 13 Block 1 0.06 3.00 |Mezcla Coco
15 14 Block 1 0.02 3.00 [Mezcla Cocof
2 15 Block 1 0.02 9.00 |Mezcla Cocof
10 16 Block 1 0.04 4.80 [Turba Kekkilj
7 17 Block 1 0.06 8.39 |Turba Kekkil4
17 18 Block 1 0.02 3.00 |Turba Kekkil4
5] 19 Block 1 0.02 3.00 |[Mezcla Ccrccnl

3.2.2.1.1. Materiales y Equipo De Laboratorio.
e Semillas orgénicas obtenidas en la empresa de Lujan Agricola. Poder germinativo
95,5%.
e Bandejas plasticas de 11x15 cm= 165 cm?
e Calibre SOMET
e Balanza analitica Denver Instrument APX-200

3.2.2.1.2 Variables y niveles del disefio experimental.
I. Densidad de siembra evaluadas:

a. 0,06 gr/cm?
b. 0,04 gr/icm?
c. 0,02 gr/cm?
II.  Sustrato:
a. Mezcla Cocomix
b. Turba Kekkila
[ll.  Tipo de Siembra: Al voleo, sin tapar.
IV. Riego: Los primeros dos dias por aspersion, posteriormente por inmersién segun
requieran los microgreens.
V.  Lugar: Laboratorio de Cromatografia de Agroalimentos-IBAM-FCA
VI.  Cosecha: La cosecha fue llevada a cabo al desarrollo del primer par de hojas ver-
daderas.
VII.  Illuminacién: Se llevo a cabo con luz ambiental, con un fotoperiodo aproximado de
16 horas de luz por 8 horas de oscuridad.
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3.2.2.1.3 Metodologia De Medicion Y Pesada.

Debido a la gran cantidad de micro-hortalizas en cada bandeja plastica, se eligié una region
de area de la bandeja determinada al azar (colocando arriba un rectangulo de cartén) y se
cosecharon todos los microgreens que estaban en esa area al ras del sustrato.

Para la respuesta a evaluar de altura de los tallos la medicion se llevd a cabo por intervalos
de 3 centimetros cada uno, con escalas graduadas con regla y controladas con calibre. En
total fueron 6 escalas: 0 a3 cm,3a6cm, 6 a9cm,9al2cm, 12 a 15 cm, y mayor a 15
cm. Las mediciones se hicieron con regla y calibre.

Posterior a eso se determiné rapidamente peso fresco en balanza granataria para evitar la
deshidratacion de las micro-hortalizas.

3.2.2.1.4 Andlisis Estadistico.

Para el andlisis estadistico se realizé un disefio de superficie respuesta tipo D-optimal en el
software estadistico Design expert v.DX7 ®, en tanto empleando el software Infostat versiéon
estudiantil 2020e se realiz6 un andlisis de estadistica descriptiva para hacer graficas de
barras y de dispersiéon. La salida estadistica proporcionada por el software Design Expert
se presenta en el Anexo 1, junto con el analisis de los supuestos referentes al Analisis de
la Varianza (ANOVA).

3.2.1.2 Rucula

Como se dijo previamente, para determinar las condiciones 6ptimas de cultivo en micro-
greens de rlcula se realizé un disefio tipo 3 level factorial bajo un modelo de superficie
respuesta. Este tipo de disefo es diferente al usado para los microgreens de rabano cada
factor nimero tiene 3 niveles, esto tiene sus ventajas y sus desventajas. Entre las ventajas
se puede mencionar una mayor facilidad de llevar a cabo el experimento debido a que hay
menos puntos modelo y una mayor repeticion de cada factor, entre las desventajas es que
al haber menos puntos modelos la optimizacién que se busca solamente se acorta a los
niveles evaluados, por lo cual se puede obtener una menor deseabilidad.

Se tuvieron en cuenta 3 variables: Densidad, % de riego y sustrato, como se mencioné cada
factor numeérico tuvo 3 niveles y en este caso el factor categorico (sustrato) también tuvo 3
niveles o tipos de sustrato evaluados. Las respuestas evaluadas fueron el peso fresco por
bandeja (g), el alto de planta (cm) y el area foliar (cm?).

Es importante recalcar que en rucula las semillas no tienen una activacion pre-siembra por
remojo debido a que se forma un mucilago que dificulta su siembra.

En la tabla 12 se presenta el dispositivo creado por el software Design Expert.
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Tabla 12. Dispositivo tipo 3 level factorial para la optimizacion del cultivo de microgreens de ricula. Fuente:
Design Expert.

Factor 1 Factor 2 Factor 3 Response 1|Response 2 [Response 3
Std Run Block A:Densidad B:Riego C:Sustrato |Peso FrescolAlto Planta mArea foliar m
g/cm2 % g/bandeja [cm cm2
6 1 Block 1 0.04 11.00 Cocomix
24 2 Block 1 0.02 11.00|Turba y Perli
3 3 Block 1 0.03 13.00 Cocomix
11 = Block 1 0.02 9.00 Turba
12 5 Block 1 0.03 9.00 Turba
16 6 Block 1 0.04 11.00 Turba
13 T Block 1 0.04 9.00 Turba
5 8 Block 1 0.03 11.00 Cocomix
29 9 Block 1 0.04 13.00|Turba y Perli
27 10 Block 1 0.02 13.00|Turba y Perli
23 11 Block 1 0.04 9.00 |Turba y Perli
1 12 Block 1 0.02 9.00 Cocomix
17 13 Block 1 0.02 13.00 Turba
25 14 Block 1 0.03 11.00|Turba v Perli
10 15 Block 1 0.03 11.00 Cocomix
19 16 Block 1 0.04 13.00 Turba
28 17 Block 1 0.03 13.00|Turba y Perli
21 18 Block 1 0.02 9.00 |Turba y Perli
3 19 Block 1 0.04 9.00 Cocomix
9 20 Block 1 0.04 13.00 Cocomix
14 21 Block 1 0.02 11.00 Turba
30 22 Block 1 0.03 11.00|Turba y Perli
Y 4 23 Block 1 0.02 13.00 Cocomix
4 24 Block 1 0.02 11.00 Cocomix
18 25 Block 1 0.03 13.00 Turba
26 26 Block 1 0.04 11.00|Turba y Perli
15 27 Block 1 0.03 11.00 Turba
2 28 Block 1 0.03 9.00 Cocomix
20 29 Block 1 0.03 11.00 Turba
22 30 Block 1 0.03 9.00 |Turba y Perli

3.2.1.2.1 Materiales y Equipo

De Laboratorio.

Semillas organicas obtenidas en la empresa Lujan Agricola. Poder germinativo

98,5%.

Bandejas plasticas N°101, perforadas en la base de 10,5x 9 cm= 94,5 cm?

Calibre marca SOMET

Balanza analitica Denver instrument APX-200

3.2.1.2.2 Variables y niveles del disefio experimental.

Densidad de siembra:
a. 0,02 gr/cm?
b. 0,03 gr/cm?
c. 0,04 gr/cm?
Sustrato:
a. Mezcla Cocomix
b. Turba Kekkila

c. Turba Kekkila y perlita (80%-20%)
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Il. Tipo de Siembra: Al voleo, sin tapar.
IV. Riego: Los primeros dos dias por aspersion, posteriormente se aplicé un riego de
volumen efectivo de contenedor (Tavan et al., 2021) para optimizar el recurso hi-

drico.
a. EVC 9%
b. EVC 11%
c. EVC 13%

V. Lugar: Camara de luces de la catedra de Quimica organica de la facultad de Cien-
cias Agrarias, Universidad Nacional de Cuyo.
VI. Cosecha: La cosecha fue llevada a cabo al desarrollo del primer par de hojas ver-
daderas.
VII.  lluminacién: Se llevé a cabo con luz LED, con un fotoperiodo aproximado de 16
horas de luz por 8 de oscuridad.

3.2.1.2.3 Método De Medicion.

Para medir el peso fresco la metodologia consistié en cosechar la totalidad de la bandejay
colocar todos los microgreens en balanza analitica en un vaso de precipitado, tapando con
un vidrio de reloj para evitar la deshidratacién de las plantulas. Inmediatamente después
las muestras se congelaron en nitrdgeno liquido, fueron llevadas a freezer de -80°C y des-
pués se liofilizaron para el andlisis de compuestos bioactivos.

Para determinar la altura de planta y area foliar se usé el software ImageJ, la metodologia
consistié en seleccionar 10 microgreens al azar de cada una de las bandejas, y sacar una
foto de cada plantula cortada, para después calcular con el software estas dos variables
(Schindelin et al., 2015; Tajima & Kato, 2011).

3.2.1.2.4 Andlisis Estadistico.

Para el analisis estadistico se realizdé un disefio de superficie respuesta de tipo “3-level
factorial” en el software estadistico Design expert ®, en tanto en el software Infostat version
estudiantil 2020e se realizé un analisis de estadistica descriptiva para la hacer gréficas de
barras y de puntos. La salida estadistica proporcionada por el software Design Expert esta
en el Anexo 2, junto con los supuestos del ANOVA.

3.2.2 EVALUACION DE LA CURVA DE CRECIMIENTO

Una vez determinadas las condiciones 6ptimas de cultivo para cada especie con los disefios
experimentales correspondientes, se llevd a cabo un estudio para conocer la variacion de
variables como altura de tallo, densidad foliar y peso fresco/peso seco con respecto a los
dias

Este estudio se llevé a cabo a los 11 dias del mes de agosto y la cosecha final se realizo el
viernes 27 de agosto, siendo un total de 17 dias desde la siembra a la cosecha, debido a la
formacion de las hojas verdaderas en los dias 16 y 17, cumpliendo con la definicién de
microgreens brindada por (Di Gioia & Santamaria, 2015).
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3.2.2.1 Condiciones de cultivo.

1. Densidad de siembra:
a. Rdcula: 0,03 g/cm?
b. Rabanito: 0,06 g/cm?
Sustrato: Cocomix
Tipo de siembra: Al voleo, sin tapar
4. Riego:
a. Hasta germinacién: un riego diario con pulverizador (aspersion)
b. Luego de germinacion: Segun necesidad de los microgreens (generalmente
entre 300 y 400 mL) (subirrigacion)
5. Lugar: Camara de luces de la catedra de genética de la Facultad de Ciencias Agra-
rias- Universidad Nacional de Cuyo
6. lluminacién: 16 horas de luz por 8 horas de oscuridad

W N

3.2.2.2 Estados De Crecimiento Evaluados

0- Sin germinar

1- Rotura de tegumento de semilla

2- Emision de radicula

3- Emision de hipocotilo

4- Formacion de cotiledones

5- Cotiledones desplegados

6- Formacioén de primer par de hojas verdaderas
7- Primer par de hojas verdaderas desplegado

3.2.23 Método De Medicién

Las unidades de muestra fueron 12 bandejas plasticas, 6 de rucula y 6 de rabanito, estas
fueron numeradas del 1 al 6. Las bandejas 2,4 y 6 de cada especie fueron utilizadas al final
solamente para conocer el peso fresco por bandeja y conocer el porcentaje de humedad.
En tanto que los microgreens de las bandejas impares (1,3 y 5) fueron las unidades de
analisis para el area foliar, peso fresco, altura de planta y tallo.

La metodologia de medicién fue observar el crecimiento de los microgreens y anotar el
estado de crecimiento actual. A partir de la presencia de cotiledones desplegados (estado
de crecimiento 5) se procedié a cosechar dia por medio 30 plantulas de 3 bandejas de cada
especie, éstas fueron llevadas rapidamente al laboratorio para su pesada en balanza ana-
litica y su medicion con calibre.

La cuantificacion del area foliar se llevo a cabo con el software Image J, para lo cual, una
vez cuantificado el largo de los tallos, se cortaron las hojas y se sac6 una foto de los tallos
y las hojas.

La determinacion de humedad se llevé a cabo pesando 10 gramos de cada bandeja par de
ambas especias en un pesa filtro y rdpidamente llevadas a estufa a 65 °C (Kyriacou, El-
Nakhel, Pannico, et al., 2021) durante 3 dias hasta peso constante.

38



' ' Roberto Bafumo
Facultad de Ciencias Agrarias
LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA Universidad Nacional de Cuyo

3.224 Analisis Estadistico

Los resultados se analizaron con estadistica descriptiva, calculando estadigrafos como la
media y la desviacion estandar de cada bandeja, posteriormente se calculd la media de
estos valores para conocer el promedio general con su desviacion estandar. El software
usado fue Infostat versién 2020e. Los graficos de regresion no lineal fueron realizados en

el software estadistico Origin 6.0.
En las figuras 7 y 8 se muestran los microgreens de rucula y rdbano a 8 dias de la siembra.

Figura 8. Microgreens de rabanitos a los ocho dias de la siembra.
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3.3 Resultados y discusion

3.3.1  Optimizacién del cultivo de microgreens de rabanito y rdcula

3.3.1.1 Rabanito

Las figuras 9 y 10 muestran una mayor respuesta tanto al alto de planta como al peso
fresco de los microgreens con el cocomix como sustrato que con la turba kekkila. El sustrato
fue junto con la densidad de siembra los factores que afectaron las dos respuestas (alto de

planta y peso fresco).
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Figura 9. Distribucion del peso fresco medio obtenido en microgreens de rabanito segun el tipo de sustrato.
Fuente: Infostat.
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Figura 10. Distribucion de la altura media de planta de microgreens de rabanito segun el tipo de sustrato.
Fuente: Infostat.
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Para el peso fresco los microgreens crecidos con sustrato cocomix alcanzaron un valor
medio de 91,56 gramos, en tanto que los microgreens con turba kekkila tuvieron un valor
medio de 67,10 gramos. Respecto a la altura de planta, los microgreens con cocomix tuvie-
ron una media de 7,37 cm mientras que sus homoélogos con turba kekkila fueron de 6,35
cm.

En las figuras 11 y 13 se presentan las respuestas del alto de planta y peso fresco con la
densidad de siembra, en ambas figuras se aprecia que en el caso de la altura de planta, los
microgreens alcanzaron una mayor altura con una densidad de 0,02 g/cm?, aunque hubo
una diferencia estadistica significativa entre la densidad de siembra y el alto de planta, ésta
no es tan notoria como en el peso fresco, donde los microgreens con una mayor densidad
de siembra alcanzaron un valor medio mucho més elevado (111,46 g) que los que tuvieron
una densidad de 0,04 y 0,02 g/cm? (74,75 y 52 gramos).
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Figura 11. Grafico de puntos de la altura media de planta en microgreens de rabanito segun la densidad de
siembra aplicada. Fuente: Infostat.
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Figura 12. Gréfico de puntos del peso fresco medio de planta en microgreens de rabanito segun la densidad
de siembra aplicada Fuente: Infostat.

El tiempo de activacion por remojo de las semillas fue un factor que no siguié un patron en
ninguna de las dos respuestas, en las figuras 13 y 14 se observa que los microgreens
tuvieron una respuesta semejante, independientemente del tiempo de remojo.
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Figura 13. Gréfico de puntos del peso fresco medio obtenido en microgreens de rabanito segun la activacién

por remojo realizada. Fuente: Infostat.

42



S\

LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA

-

Roberto Bafumo
Facultad de Ciencias Agrarias
Universidad Nacional de Cuyo

10,007
7,50

E

N

]

3

2 5,007

(<5}

o

S

<
2,50
0,00~

0,00

3,00

T
6,00 9,00

Activacion por remojo

1
12,00

Figura 14. Grafico de puntos de la altura media de planta obtenida en microgreens de rabanito segun la acti-

vacion por remojo realizada. Fuente: Infostat.

Con los datos analizados en el software Designe Expert se eligié el modelo recomendado
por el software, este modelo es el modelo lineal, en este modelo se observa que excepto
entre el sustrato y la densidad de siembra las otras interacciones no son significativas. En
el Anexo 1 se presenta la salida del modelo elegido y la salida de los modelos no recomen-

dados por el software.

Design-Expert® Software
Alto de planta
® Design Points

® C1 Turba Kekkila
A C2 Mezcla Cocomix

X1 = A: Densidad de siembra
X2 = C: Sustrato

Actual Factor
B: Activacién por Remojo = 6.00

Alto de planta

Interaction

8.6 —

7.8 —

6.2 —

5.4 —

C: Sustrato

A: Densidad de siembra

Figura 15. Efecto de los sustratos segun la densidad de siembra en la altura de planta en microgreens de ra-
banito. Fuente: Design expert.
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La Unica interaccion significativa entre las mismas (la cual se pudo observar analizando los
p-valores < 0,05, en el modelado obtenido por el software Design Expert), fue la interaccion
entre densidad de siembra y tipo de sustrato, con respecto a la altura de planta (p-valor
0,042).

En la figura 15 se observa como a una densidad de siembra de 0,02 g/cm? hay una dife-
rencia en el valor medio de la altura de planta entre los dos sustratos, pudiendo observarse
un valor mayor de altura empleando cocomix. Sin embargo, a medida que aumenté la den-
sidad de siembra esta diferencia se redujo, hasta casi igualarse en el otro extremo de den-
sidad de siembra (0,06 g/cm?).

Una vez hecho los andlisis descriptivos e inferenciales, el disefio fue optimizado en el soft-
ware Design Expert ®.

En la tabla 13 se presentan las condiciones elegidas como éptimas para nuestro cultivo, en
el caso de la densidad de siembra el limite inferior y superior elegido fue 0,02 g/cm?y 0,06
g/cm? respectivamente. En la activacion por remojo de las semillas los limites fueron 0 horas
y 9 horas, en tanto que para los sustratos las opciones fueron Turba Kekkila y Cocomix.

La respuesta que se buscé maximizar fue el peso fresco, mientras que la altura de planta
estuvo en rango.

Tabla 13. Condiciones elegidas como 6ptimas para nuestro cultivo de microgreens de rabanito. Fuente: De-

sign expert.
Constraints
Lower Upper Lower Upper

Name Goal Limit Limit Weight Weight Importance
Densidad de sie is in range 0.02 0.06 1 1 3
Activacion por F i8 in range 0 9 1 1 3
Sustrato isinrange  Turba Kekkila Mezcla Cocomix 1 1 3
Peso Fresco maximize 37 138 1 1 3
Alto de planta is in range 5 10 1 1 3

Las 5 mejores combinaciones propuestas por el software de la tabla 14 tienen en comun el
sustrato y la densidad de siembra en tanto que el tiempo de activacion es variable.
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Tabla 14. Mejores combinaciones de los factores estudiados para las condiciones elegidas previamente en
microgreens de rabanito. Fuente: Design expert.

Number Densidad de siActivacion por Sustrato Peso Fresco Alto de planta  Desirability
1 0.06 0.00 Mezcla Cocomix 134.586 6.79603 0.966 Selected ‘
2 0.06 0.02 Mezcla Cocomix 134.578 6.79523 0.966
3 0.06 0.56 Mezcla Cocomix 134.332 6.76928 0.964
B 0.06 0.67 Mezcla Cocomix 134.281 6.76387 0.963
S 0.06 3.92 Mezcla Cocomix 132.798 6.60745 0.943

Harrington (1965) desarrolla el concepto de una funcién de deseabilidad como una solucion
para combinar las respuestas de multiples factores en una funcién. Las respuestas de cada
factor, Xi, i =1,2, ..., k, se transforman en una medida ordinal adimensional di, donde 0 < di
< 1. Un valor de 0 designa la respuesta como indeseable y un valor de 1 indica una res-
puesta deseable.

La combinacion elegida para la optimizacion del cultivo fue la primera, que tiene una densi-
dad de siembra de 0,06 g/cm?, no tiene un tiempo de activacién por remojo y el sustrato es
el cocomix. Se eligié esta combinacién porque tiene la deseabilidad mas alta, que es de
0,966.

Design-Expert® Sof tware

Desirability
1

0

X1 = A: Densidad de siembra
X2 = B: Activacion por Remojo

Actual Factor 0.960
C: Sustrato = Mezcla Cocomix
0.780

0.600

0.420

Desirability

0.240

9.00 ZZ 0.06

B: Activacion por Remof3 °%R® Densidad de siembra

3.00 0.02

Figura 16. Gréfico de superficie respuesta obtenido para el cultivo de microgreens de rabano segun la densi-
dad de siembra, tiempo de activacion por remojo y con Mezcla Cocomix como sustrato. Fuente: Design Ex-
pert.
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En la figura 16 se puede observar el grafico de superficie respuesta del cultivo de micro-
greens de rdbano, se aprecia en la imagen que la deseabilidad es mayor a una densidad
de siembra de 0,06 y al menor tiempo de remojo de semillas posible, Estos resultados con-
cuerdan con los reportados por Nolan (2018) en relacion a la densidad de siembra y a su
influencia en el peso fresco de distintas especies de microgreens, en este caso el rabanito
parece ser la especie mas afectada por la densidad de siembra, sin embargo el coeficiente
de correlacién mltiple R? obtenido por los autores es de apenas 0,175.

Con respecto a la altura de planta y el tiempo de remojo se obtuvieron resultados similares
a los reportados por Liy col. (2021), respecto a la altura de los microgreens de rabanito sin
tratamiento similar a los reportados en este trabajo y ademas indican que el tiempo de re-
mojo parecidé no influir en el peso fresco.

El presente estudio no concuerda con los obtenidos por Thuong y Minh (2020) en el cual
no se encontro diferencia significativa entre cocomix y dos tipos de turba con respecto a la
altura de los microgreens.

3.3.1.2 Rucula

En la figura 17 se muestran los microgreens de ricula con un riego de 13% el dia 7, puede
notarse claramente que al menos hasta el dia 7 hubo una alta variabilidad segun los facto-
res densidad de siembra y sustrato en el crecimiento de los microgreens.

Figura 17. Microgreens de rucula con un 13% de riego al dia 7

Analizando los resultados respecto de la estadistica descriptiva de las condiciones de cul-
tivo, en las figuras 18 y 19 podemos observar que el sustrato que mejor resultados obtuvo
en cuanto a la altura de planta y al peso fresco fue el cocomix, después la turba y finalmente
la turba con perlita. Estos resultados muestran correlacion con los observados en rabanito.
En tanto en la figura 20 se aprecia que no hubo una diferencia significativa en el area foliar
de los microgreens segun el tipo de sustrato.
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Figura 18.. Grafica de barras del peso fresco medio (g) de microgreens de ricula segun el sustrato. Fuente:

Infostat.
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Figura 19. Grafica de barras del valor medio de la altura de planta (cm) de microgreens de ricula segun cada
sustrato. Fuente: Infostat.
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Figura 20. Grafica de barras del valor medio del area foliar en cm2 de microgreens de ricula segun el sus-
trato. Fuente: Infostat.

Las figuras 21 y 22 muestran que la densidad de siembra no tuvo una influencia significa-
tiva sobre las respuestas peso fresco y alto de planta, es decir que si bien se observa que
la densidad de 0,04 g/cm?tuvo el mayor valor medio en peso fresco no hay una diferencia
estadistica con las otras dos densidades. En la altura de planta tampoco se observé la
influencia de la densidad de siembra y respecto al area foliar se aprecié o mismo. Esta
interpretacion esta respaldada con la salida estadistica en el anexo 2. En relacién a la va-
riable area foliar, se observan valores similares en los factores evaluados, sin embargo, en

la figura 23, se observa una tendencia de disminucién del area foliar acorde la densidad
aumenta.

17,377

13,03

8,69 {

4,341

Peso fresco (g)

0,00 T T
0,02 0,03 0,04

Densidad (g/cm2)

Figura 21. Distribucion del peso fresco medio (g) obtenido en microgreens de ricula segun la densidad
(g/cm2). Fuente: Infostat.
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Figura 22. Distribucion de la altura media de planta (cm) obtenida en microgreens de rdcula segun la densidad
(g/cm2). Fuente: Infostat.
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Figura 23. Distribucion del area foliar media (cm2) segun la densidad de siembra. Fuente: Infostat.

El riego fue el factor que mas influencia tuvo de los 3 factores estudiados, en las respuestas
de peso fresco, alto de planta y area foliar hubo discrepancias en el peso fresco, area foliar
y alto de planta en funcién de los volumenes de riego

En las figuras 24 y 25 se aprecia que las variables peso fresco y altura de planta tuvieron

una mayor respuesta frente a un riego de 13%, en tanto que, en el area foliar, respuesta
representada en la figura 26 el riego de 11% y 13 % tuvieron valores semejantes, con
medias de 0,201 y 0,197 cm?, en tanto el riego de 9% indujo una menor respuesta en el
area foliar de 0,128 cm?.
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Figura 24. Distribucion del peso fresco medio (g) de microgreens de ricula segun el riego (%). Fuente: Infos-

tat.
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Figura 25. Distribucion de la altura media de la planta (cm) de microgreens de rucula segun el riego (%).

Fuente: Infostat.
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Figura 26. Distribucion del area foliar media (cm2) de microgreens de rdcula segun el riego aplicado. Fuente:
Infostat.

Con los datos analizados en el software Designe Expert se eligié el modelo recomendado
por el software, este modelo es el modelo lineal, en este modelo se observa que excepto
entre el sustrato y la densidad de siembra las otras interacciones no son significativas. En

el Anexo 2 se presenta la salida del modelo elegido y la salida de los modelos no recomen-
dados por el software.

Una vez hecho los analisis descriptivos e inferenciales al igual que en los microgreens de
rabanito el disefio fue optimizado en el software Design Expert ®.

La optimizacién fue multivariada, considerando las 3 variables, densidad de siembra, por-

centaje de riego vy tipo de sustrato, todas actuando simultAneamente para después analizar
la funcion deseabilidad.

Como muestra la tabla 15, los factores Densidad de siembra, riego y sustrato se mantuvie-

ron en rango, es decir con los limites inferiores y superiores analizados en el presente es-
tudio.

En las respuestas peso fresco y altura de planta se buscé maximizar los resultados, para
aumentar el rendimiento de los microgreens y hacer mas viable su produccién, con una
mayor importancia del peso fresco.
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Tabla 15. Condiciones elegidas como 6ptimas para nuestro cultivo de microgreens de rucula. Fuente: Design

Constraints

Name
Densidad

Riegeo

Sustrato

Pezo Fresco
Alto Planta medii

Area foliar medi

Goal
is in range
iz in range
iz in range

maximize
maximize

iz in range

Lower
Limit
0.02

9

expert.

Upper
Limit
0.04
13

Cocomix  Turba v Perlita

01731
1.573
0.0384

28.8728
42836
0311

Lower
Weight
1
1
1

Upper
Weight
1

1

1

Importance

[ L T R S R |

Tabla 16. Mejores combinaciones de los factores estudiados para las condiciones elegidas previamente en
microgreens de rucula. Fuente: Design expert
Solutions for 3 combinations of categoric factor levels

Number Densidad
1 0.04
2 0.04
3 0.04
4 0.03
5 0.03

Riego
13.00
13.00
13.00
13.00
13.00

Sustrato

Cocomix

Cocomix
Cocomix
Cocomix

Cocomix

Peso Fresco Alto Planta merea foliar me

18.0085
17.8450
17.6856
16.5330
15.3485

26882
3.7033
3.7103
37618
3.8165

g.2152
02152
0.2152
0.2152
0.2152

Desirability
0.778
0778
0.778
0.778
0.773

Selected

En la tabla 16 se observan las mejores 5 combinaciones de los 3 factores (densidad de
siembra, porcentaje de riego y tipo de sustrato) en funcion de la deseabilidad. Estas 5 com-
binaciones brindadas por el software tienen el sustrato Cocomix, el riego de 13% vy las pri-
meras 3 una densidad de siembra de 0,04 mientras que las combinaciones 4 y 5 tienen una
densidad de siembra de 0,03.

La combinacion elegida es la primera, debido a que posee la deseabilidad mas alta, de

0,778.
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Design-Expert® Software

Desirability
1

0
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X2 = B: Riego
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Figura 27. Grafico de superficie respuesta obtenido para el cultivo de microgreens de riucula segun la densi-
dad de siembra, porcentaje de riego, deseabilidad y con Mezcla Cocomix como sustrato. Fuente: Design Ex-
pert.

En la figura 27 se observa la grafica de superficie respuesta del cultivo de microgreens de
rdcula, se aprecia que a deseabilidad mas alta tiene lugar a una densidad de siembra de
0,04 g/cm?y con un porcentaje de riego de 13.

Los resultados obtenidos en el presente estudio concuerdan con los de Murphy y Pill (2010),
los autores concluyeron que un aumento en la tasa de siembra resulta en un aumento lineal
del niamero de brotes y peso fresco por unidad de area, sin embargo se menciona ademas
una disminucion del peso fresco por brote, esto sugiere una creciente competencia de los
microgreens por los recursos, lo que lleva a cabo una reduccién de la lamina foliar, esta
afirmacion también coincide con el presente, debido a que como se menciond se observa
una tendencia a una disminucion del area foliar con un aumento de la densidad de siembra.

Nuestros resultados coinciden con los de Nolan (2018) en relacion al peso fresco y la den-
sidad de siembra, los autores de dicho estudio encontraron una correlacion muy baja entre
estas variables, por lo que afirman que la temperatura y la estacién pueden ser factores
gue influyan mas en el peso fresco que la densidad de siembra. Cabe aclarar que los auto-
res realizaron su ensayo con densidades de siembra menores a las del presente estudio,
aunque, los resultados arrojan datos que inducen a la misma interpretacion.
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3.3.2  Evaluacion de la curva de crecimiento
Tabla 17. Datos del ensayo en ricula, expresando los resultados en valor medio +/-.
Peso fresco
Dia| Alto de planta (cm) | Alto de tallo (cm) | Area Foliar (cm?) (gr) %MS
6 |1,94+0,28 1,55+0,22 0,15+ 0,02 0,009
8 12,9+0,26 2,36 +0,22 0,30+0,02 0,017
10 |3,79%0,26 3,41+0,22 0,40 £ 0,06 0,022
12 4,27 +0,17 3,47 £ 0,08 0,51+0,12 0,028
15 {4,53+0,12 3,66 + 0,15 0,51 +0,02 0,028
17 16,21 +0,50 4,98 +0,39 0,88+0,12 0,036 4,80%
Tabla 18. Datos del ensayo en rabanito, expresando los resultados en valor medio +/-.
Alto de planta Alto de tallo Peso fresco
Dia (cm) (cm) Area Foliar (cm?) (gr) %MS
7 12,22+0,28 1,16 £ 0,21 0,80+0,10 0,048
9 |5,75+0,59 4,16 £0,73 1,47 £0,09 0,106
11 |6,58 £0,32 5,12+0,14 1,52+0,17 0,117
13 | 7,64 +0,50 5,93 +0,37 1,46 £ 0,66 0,142
15 |6,88+0,39 5,23+0,22 1,71+0,41 0,127
17 |8,37+0,07 6,75 0,02 1,81+0,52 0,131 5,48%

Facultad de Ciencias Agrarias
Universidad Nacional de Cuyo

En las tablas 17 y 18 se presentan los resultados del ensayo, a continuacion, para facilitar
la interpretacion y visualizacion de los mismos se mostraran graficos de dispersion realiza-
dos en Origin 6.0 en los cuales se compara cada una de las variables respuestas de ambas
variedades en relacion a los dias transcurridos.

Alura de planta [cm)

- Alto de planta

R?=0,9676

Figura 28. Grafico de dispersion del alto de planta de microgreens del rabano con respecto a los dias. Fuente:

Origin.
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La figura 28 muestra un aumento exponencial del alto de planta en los primeros dias, pero
a partir del dia 12 el aumento comienza a ralentizarse, finalmente el dia de la cosecha el
valor obtenido fue menor al esperado, pero no hay evidencia suficiente para decir si co-
mienza el declive del &rea foliar o fue solamente una variacion aislada.

- Dia
6 —
-1 -
|
5 ]
— 4 -
=
2,
= R2=0.9837
S 3]
[<P)
=
2 ]
<C
2>
1 ]
T T T T T T 1
6 8 10 12 14 16 18 20

Dia

Figura 29. Grafico de dispersion de la relacion del alto de tallo de microgreens de rabano con relacion a los
dias transcurridos. Fuente: Origin.

En la figura 29 podemos observar que el alto de tallo parece tener un comportamiento
semejante al alto de planta, los primeros dias se aprecia un crecimiento exponencial y des-
pués se ralentiza.
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Figura 30. Grafico de dispersion de la relacion del area foliar de microgreens de rédbano con respecto a los
dias. Fuente: Origin.

En la figura 30 observamos como el area foliar tiene un crecimiento pronunciado los prime-
ros del dia 7 al 9 y después el crecimiento se ralentiza, pero es constante, incluso hasta el
dia 18.

| - Peso fresco/olanta |
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e
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Figura 31. Grafico de dispersion de la relacién del peso fresco por planta en cm de microgreens de rdbano con
respecto a los dias. Fuente: Origin.
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El peso fresco en microgreens de rdbano aumenta a lo largo de la curva de crecimiento,
como muestra la figura 31. Como sucedio en las variables de alto de planta, alto de tallo y
area foliar este crecimiento es mas pronunciado entre los dias 7y 9.

- Alto de planta

R?=0.9901

Alto de planta [cm]

Figura 32. Gréfico de dispersion del alto de planta en cm de microgreens de ricula segun los dias. Fuente:
Origin.
La figura 32 muestra el aumento del alto de planta de microgreens de ricula conforme
pasan los dias. La tendencia para ser menos pronunciada en los primeros dias que en el
crecimiento del rdbano, sin embargo, a partir del dia 10 ese crecimiento comienza a mini-
mizarse para hasta casi ser nulo entre los dias 12-14, el dia 19 hubo un ligero descenso de
la altura de planta.

m  Altodetallo
Polynomial Fit of Datal8_ Altodetallo

Y =-2,7895+0,89755 X-0,03093 X?
-

o
s
D
S 2,54
=) R?=0,99282
<_E 4 -
2,0
1,5 1
T T T T T T T T
4 6 8 10 12 14 16 18 20
Dia
Figura 33. Grafico de dispersion del alto de tallo de microgreens de rdculas con respecto a los dias. Fuente.
Origin.
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La figura 33 resulta muy interesante de discutir, debido a que se aprecia como el alto de
tallo tiene un crecimiento pronunciado entre los dias 5-12, hasta alcanzar su altura maxima
el dia 14 para finalmente reducir su altura casi 0,5 centimetros el dia 19. Esto podria de-
berse a que la altura del tallo es demasiada y comienza a decaer la planta por su propio
peso

| m  Areafoliar |

R?=0.98821

Area foliar
°
W
(@]
|

Dia

Figura 34. Grafico de dispersion del area foliar de microgreens de rdcula con respecto a los dias. Fuente: Ori-
gin.

La figura 34 representa el &rea foliar de microgreens de rucula con respecto a los dias, en
ella se puede observar un aumento de la misma con una ligera forma sigmoide, este au-
mento no es pronunciado como en el de los otros factores evaluados.

58



Roberto Bafumo

A NIW L - Facultad de Ciencias Agrarias
A WWL_ N o )

LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA Universidad Nacional de Cuyo

| = Pesofresco |

0,040 —+
0,035 —
0,030 —+

| R?=0.9682
0,025 -

0,020 —+

Peso fresco / planta

0,015 —H

0,010 —+

0,005 T T T T T T T T T T T T T T T T

Dia

Figura 35. Figura 35. Gréfico de dispersion de peso fresco por planta de microgreens de rdcula segun los dias
de crecimiento. Fuente: Origin.

En la figura 35 podemos observar aumento del peso fresco por planta conforme pasan los
dias de crecimiento de los microgreens de rucula.

Cada especie tuvo distintos comportamientos frente a las variables evaluadas. Los micro-
greens de rabano tuvieron una mayor area foliar, altura de tallo, altura de planta y peso
fresco que los microgreens de racula.

Esto puede deberse a una competencia por los nutrientes de los microgreens, esta afirma-
cién es también sugerida por Murphy & Pill (2010) en su estudio.

El porcentaje de materia seca en rlcula coincide con el obtenido por los autores Bulgari y
col.(2021) empleando el sustrato fibra de coco o cocomix, lo interesante de dicho estudio
es gue los autores utilizaron un software de luces LED de precision, un fotoperiodo de 12/12
(distinto al del presente estudio) y ademas usaron una solucién nutritiva, por lo que se su-
pone que estas variables no son tan importantes para el porcentaje de materia seca.

En tanto que el porcentaje de materia seca en rabanito concuerda con el obtenido por
Wojdyto y col. (2020), en ese estudio los microgreens tuvieron un 5% de materia seca, en
dicho estudio se compara ademas el porcentaje de los microgreens con los brotes, siendo
el de los brotes de rabanitos de 16,5%. Sin embargo los resultados obtenidos son menores
a los expuestos por Xiao y col. (2016) y Ghoora, Babu y col. (2020) de 6,8% y 6,56% res-
pectivamente, esto puede deberse a un tiempo de cosecha menor que el del presente
estudio. En el caso de Xiao y col. (2016) las variedades de rabanito se cosecharon a los
9,8,7 y 5 dias, en tanto que en el estudio Ghoora, Babu y col. (2020) el rabanito se cosecho
entre los dias 7-8.

Con respecto a la altura de planta, en rabanito el resultado final obtenido de 8,37 cm es
semejante al obtenido por Thuong y Minh, (2020) en cada sustrato evaluado.
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34 Conclusiones parciales

En esta etapa se pudo determinar las condiciones éptimas de cultivo de microgreens de
rdcula y rdbano. Se vio que en la mejor relacion densidad de siembra- sustrato- tiempo de
remojo para el rabano fue de: 0,06 g/cm?— Mezcla Cocomix — O horas de remojo de las
semillas, en tanto que para la rdcula la mejor relacion densidad de siembra- sustrato- por-
centaje de riego fue de: 0,04 g/cm?— Mezcla Cocomix- 13%.

Los microgreens de rdbano tuvieron mayor rendimiento que los microgreens de racula en
toda la curva de crecimiento, siendo el peso fresco final de 0,130 g/microgreen de rdbano
y de 0,036 g/ microgreen de racula. Los microgreens de rabano obtuvieron ademas una
mayor altura de tallo, altura de planta y area foliar que los microgreens de rdcula.

A los 15 dias de siembra parece ser el momento 6ptimo para la cosecha de los microgreens
de racula, debido a que a partir de ahi esas la altura de tallo tiene un fuerte declive y los
otros factores como la altura de planta, area foliar y peso fresco tienen un crecimiento ra-
lentizado.

En los microgreens de rabano la situacion es similar, a los 15 dias parece ser el momento
Optimo de cosecha debido a que a partir de ahi exceptuando el area foliar a partir de ahi el
crecimiento comienza a ralentizarse o decaer.

34.1 Rabano

v'El sustrato con el que se obtuvieron los mejores resultados con respecto al peso
fresco de microgreens y a la altura de los tallos fue el Cocomix.

v El tratamiento de remojo de las semillas antes de la siembra en el rabano parece no
influir en el crecimiento de los tallos, por lo cual no afecta el rendimiento y podria ser
una variable prescindible.

v' Ladensidad de siembra no tuvo una influencia significativa en la altura de los tallos
de rabanito, por lo que a densidades mas altas no habria una competencia por falta
de nutrientes entre los microgreens.

3.4.2 Rucula

v'El sustrato que mejores resultados aporta si buscamos maximizar el peso fresco y
la altura de la planta es el cocomix.

v Adiferencia del rabanito la densidad de siembra no tiene una influencia significativa
en el peso fresco, la altura de planta y el area foliar (este ultimo no estudiado en
rabanito).

v El riego es un factor fundamental a tener en cuenta para la produccion de ricula,
riegos de 9 y 11% nos ofrecen resultados significativamente menores que un riego
de 13%.
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4 Andlisis De La Composicion Nutricional Y Fitoquimica
4.1 Introduccién

La caracterizacion fisico-quimica de un alimento funcional como los microgreens resulta
primordial, ya que se trata de alimentos novedosos, de los cuales hay pocos estudios que
den cuenta de los compuestos bioactivos presentes en los mismos. En este sentido es im-
portante usar metodologias analiticas validadas para asegurar la confiabilidad de los resul-
tados.

Con respecto al perfilado nutricional también resulta imprescindible tener datos propios de
la regiéon en torno a los microgreens de rabano y racula con variedades comercializadas por
productores de la zona, al mismo tiempo que a nivel local, en el sector gastronémico se ha
empezado a difundir el uso de microgreens, ya sea como ensaladas o decoraciones en los
platos.

Otro motivo de interés en cuanto al perfilado nutricional es el poder hacer recomendaciones
en cuanto a su consumo, con la finalidad de que puedan ser incluidos en dietas nutricionales
con datos fehacientes y representativos.

En bibliografia vemos que hay distintos huecos sobre este tema, como lo son el perfilado
nutricional, en el cual solamente se ha encontrado una publicacion de rabano, donde la
variedad utilizada fue Raphanus sativus L. var. Imp. Chieti Hibiscus Ghoora, Babu, et al.,
(2020).

Como se mencion6 en el capitulo 1, si bien hay estudios sobre composicién mineral, fito-
quimica de microgreens y actividad antioxidante, (Kyriacou, El-Nakhel, Pannico, y col.
(2021); Ghoora, Haldipur y col. (2020); Xiao y col. (2012); Kamal y col. (2019); Miry col.
(2017)) los estudios se han centrado mas en glucosinolatos, contenido de vitaminas, caro-
tenoides y polifenoles totales. Cabe destacar que los compuestos bioactivos son los pro-
ductos de degradacién de los glucosinolatos, no los glucosinolatos per se.

La creciente demanda de métodos analiticos mas rapidos, mas rentables y menos conta-
minantes es también un importante incentivo para mejorar los procedimientos convencio-
nales de tratamiento de muestra, y por ello durante los ultimos afios se ha aumentado ex-
ponencialmente la investigacion en este campo (Jimeno, 2015). En el caso de la técnica
micro extraccion liquido-liquido dispersiva (dispersive liquid-liquid microextraction, DLLME),
esta es una técnica que puede ser utilizada para la determinacion de isotiocianatos ofrece
importantes ventajas respecto a los métodos de extraccion convencionales, ya que permite
llevar a cabo la preparacion de la muestra de una manera rapida y simple, con bajo coste,
sin necesidad de utilizar grandes cantidades de disolventes organicos, y con posibilidad de
combinarla con la mayoria de los métodos analiticos (Jimeno, 2015).

El contenido de isotiocianatos del cual solamente se tiene referencia en microgreens de
rucula es de Marchioniy col. (2021), pero en dicho estudio no se informa la técnica utilizada,
algo que diferencia a nuestra investigacion, porque en este caso si se realizé la técnica de
microextraction dispersiva liquido-liquido que es una técnica especifica para la cuali-cuan-
tificacion de isotiocianatos, y que ha sido validada por el laboratorio donde se realiz6 esta
Tesis (Fusariy col. (2019)).

La composicion de algunos compuestos secundarios en microgreens se ve influenciada por
el tipo de luz, la intensidad y su fotoperiodo. Por ejemplo el contenido fendlico disminuye
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en brotes de acelga y brdocoli cuando se cultivan en una camara de crecimiento bajo un
fotoperiodo, en cambio en brotes de lombarda en idénticas condiciones el contenido feno-
lico aumenta (Zhang et al., 2020).

Por lo mencionado previamente es importante conocer la variacién de compuestos fenélicos
en variedades comercializadas en nuestra region, y poder dilucidar méas sobre el contenido
fendlico de microgreens de racula y rdbano, empleando técnicas analiticas validadas para
conocer el contenido de polifenoles (Fontana et al., 2016) que aumenten la exactitud y sen-
sibilidad debido a su mayor especificidad.

En base a lo descripto en esta introduccion desarrollamos el presente capitulo.
4.2 Materiales Y Métodos
4.2.1  Composicién nutricional

Para el andlisis de la composicién nutricional fueron sembrados microgreens de rlacula y
rabano en 3 bandejas cada uno. El sustrato usado fue cocomix y la densidad de siembra
elegida fue la utilizada en la curva de crecimiento del punto 3.2.2, es decir 0,03 g/cm? para
racula y 0,06 g/cm? para el rdbano. El lugar donde se llevo a cabo el cultivo y crecimiento
de los microgreens fue en la camara de luces de la catedra de Quimica Organica de la
Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Cuyo.

Los microgreens fueron cosechados en la apariciéon del primer vestigio de hojas verdaderas,
se pesaron y fueron llevados rapidamente al Instituto Nacional de Tecnologia Industrial
(INTI), para su analisis de composicion nutricional.

En latabla 19 se muestran las determinaciones efectuadas con el correspondiente método.

Tabla 19. Determinaciones y métodos realizados en INTI para el andlisis de microgreens de rucula y rdbano

Determinacion Método
Humedad Estufa de vacio 70° C
Hidratos de carbono totales Por diferencia
Proteinas Kjeldahl, N X 5,75
Grasas totales Twisselmann
Fibra bruta Referencia AOAC
Cenizas Calcinacion a 550° C

4272 Isotiocianatos
4221 Estandares analiticos

Sulforafano (SF, 90%), Alil ITC (AITC) 95% v/v e Indol-3-carbinol (13C) > 96% v/v se obtu-
vieron de Sigma-Aldrich (St. Luis, MO, USA). Erucina (E) > 98% p/p, Fenetil ITC (FITC) >
98% vl/v, S-Sulforafeno (SE) > 98%, Benzil ITC (B) > 97% p/p, fueron comprados a LKT
Laboratories Inc. (St. Paul, MN, USA).

Todas las soluciones estandar se diluyeron en metanol (MeOH) y se almacenaron a -20 °
C. Las soluciones de trabajo se prepararon en las mismas condiciones.
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4222 Reactivos

e Acetonitrilo Baker grado HPLC
e Cloroformo Sintorgan p.a

¢ Metanol Baker grado HPLC

e Agua mili Q

4223 Material y equipos de laboratorio

e Mortero

e Centrifuga Bioser de 5000 rpm

e Balanza analitica Denver APX-200

e Lavadora ultrasonido de 40 kHz 600 W. Test LAB- modelo tb 04
e Tubos falcon de 50y 15 mL

e Frascos de 10 mL color caramelo

e Ependorff de 1 mL

¢ Nitrégeno gaseoso

e Jeringas

¢ Filtros de 0,22 micras de nylon

e Cromatografo HPLC Shimatzu LC 20 A con detector de arreglo de Diodos (DAD)
e Columna ODS Waters RP-C18 de 150 mm x 4.6 mm x 5 mm

4224 Muestras de microgreens

Las muestras de microgreens de racula y rdbano del punto 3.2.1 fueron sometidas a un
proceso de liofilizacidon que consté de 3 pasos. En la liofilizacion el agua se elimina por
sublimacién (pasar de estado sélido a gaseoso, sin pasar por el estado liquido) y no por
evaporacion. Primero se congelaron las muestras en nitrégeno liquido, esto permitié una
congelacién rapida con el fin de minimizar la ruptura celular y de los tejidos. Una vez con-
geladas las muestras fueron llevadas a un liofilizador por 72 horas. En el liofilizador se rea-
liza una reduccion de la presién, por debajo del punto triple (<4,579 mmHg) y por ultimo se
aumenta levemente la temperatura.

4.2.25  Preparacién de muestra

Los microgreens de rucula y rabanito liofilizados fueron preparados segun el método desa-
rrollado en el laboratorio de Cromatografia para Agroalimentos IBAM-FCA ( Fusari y col.
(2019)) con la modificacion de que las muestras al estar liofilizadas fueron reconstituidas a
su humedad natural. El método consiste en una microextraccion liquido-liquido dispersiva
(DLLME) y un posterior andlisis cromatografico.

El primer paso fue la molienda de los microgreens con un mortero hasta que la muestra
quede porfirizada, una vez hecho esto se pesaron 0,5 g de muestra molida en un tubo falcon
de 15 mL. Al tubo falcon con la muestra se le agregé la cantidad de agua necesaria para
reconstituirla a su estado natural.
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Una vez la muestra molida y reconstituida fue pesada y llevada a una lavadora ultrasonido
por 30 min para realizar una extraccion asistida por ultrasonido. Posteriormente se trasvaso
a un frasco de vidrio de color caramelo con un buzo magnético en su interior. Para el pro-
ceso de hidrdlisis los frascos fueron llevados a un termostatizador a 37°C durante 2 horas
para favorecer la actividad de la mirosinasa, cuyo rango de actividad 6ptimo es de mas de
30°C llegando a tener una actividad cercana a 0 cerca de los 50°C (Ludikhuyze et al., 2000).

Luego transcurridas las dos horas, el material vegetal fue transferido cuantitativamente a
un tubo falcon de 15 mL para ser centrifugado a 3000 rpm durante 10 minutos. Se trasvaso
el liqguido sobrenadante a un tubo falcon de 15 mL y se le agregé una solucién de Acetonitrilo
y Cloroformo (59%-41%). Este paso es conocido como micro extraccion liquido-liquido dis-
persiva. Con el agregado de acetonitrilo que es el disolvente dispersante en agua y el clo-
roformo que es el disolvente de extraccidn se forma una nube (Duran, 2015).

Posteriormente la fase extractante (cloroformo) que decant6, es recuperada con una jeringa
y separada en un tubo Eppendorf de 1 ml. Finalmente los ultimos pasos de la preparacion
de muestra son la evaporacion de dicha fase extractante bajo una corriente de N, gaseoso
y el almacenamiento del tubo en freezer de -20°C hasta el dia de su analisis cromatografico.

Para el analisis cromatografico se agregaron 500 yL de MeOH (Metanol) grado HPLC a
cada tubo Eppendorf, posteriormente se filtr6 cada muestra mediante un filtro de 0,22 pmy
finalmente se inyectaron 20 uL al cromatégrafo. En total fueron 3 muestras extractos de
microgreens de rabano y 3 muestras de microgreens de rlcula, cada muestra fue inyectada
por duplicado.

4.2.2.6 Condiciones cromatograficas

La fase estacionaria utilizada fue una columna ODS Waters RP-C18 de 150 mm x 4.6 mm
x 5 mm. La elucién de los analitos se realiz6 con una fase movil resultante de diferentes
proporciones de MeOH (A) y agua (B) siguiendo un programa de gradiente lineal que consta
de 0 min 50% A, 20 min 80% A y 30 min 80% A. El caudal fue de 0,6 mL/ min y el tiempo
de la corrida fue de 30 min. Ambos disolventes contenian 0,1% de acido férmico. El sistema
se acondiciono utilizando las condiciones de partida durante 10 minutos antes de la inyec-
cion de la siguiente muestra Antes de su uso, las fases moviles se filtraron a través de un
filtro de 0,45 ym. La longitud de onda del detector se establecié en 241 nm. El volumen de
inyeccion fue de 20 L y la temperatura del horno se fij6 en 25 °C. La identificacién de picos
en las muestras se llevo a cabo comparando los tiempos de retencion y los espectros UV
de los estandares de referencia, y la cuantificacion fue llevada a cabo mediante curvas de
calibraciéon externa.

Para la separacion de los analitos el modo cromatografico elegido fue cromatografia en fase
reversa.

4.2.3 Compuestos fendlicos
4.23.1 Estandares analiticos

Acido gélico (99% p/v), acido cafeico (99% pl/v), epicatequin galato (299% p/v), (+)-cate-
quina (299% p/v), (-)-epicatequina (295% p/v), acido p-cumarico (98% p/v), acido ferulico
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(299% plv), epicatequina (299% p/v), (297% p/v), Miricetina (296% p/v) se obtuvieron de
Sigma Aldrich Co. El campferol (298% p/v) se compro a Alfa Aesar (Tewksbury, MA, USA).

4232 Reactivos

e Acetonitrilo grado HPLC Sintorgan

o Agua miliQ

e Acido formico grado HPLC Sintorgan
e Na;SO, anhidro

e NaCl

4.2.3.3 Material y equipos de laboratorio

e Mortero

e Centrifuga Bioser de 5000 rpm

e Balanza analitica Denver APX-200

e Lavadora ultrasonido de 40 kHz 600 W. Test LAB- modelo th 04 Tubos falcon de 15

mL
e Frascos de 10 mL color caramelo
o Pipetas
o Ependorff de 1 mL
e Filtros
e Jeringas
e \Vortex

e Cromatografo HPLC Shimatzu LC 20 A con detector de arreglo de Diodos (DAD)
e Columna ODS Waters RP-C18 de 250 mm x 4.6 mm X 5 mm

4234 Preparacion de muestras y procedimiento de extraccién de los
compuestos fendlicos

La preparacién y extraccion de las muestras fue llevada a cabo segin los métodos de
Kyriacou y col. (2019) y Fontana y col.(2016) con modificaciones. Para cada muestra fueron
pesados 100 mg de los microgreens liofilizados del punto 4.1 en balanza analitica, poste-
riormente la muestra fue molida en mortero y se le agreg6é 5mL de una mezcla de ACN/H,0O
(60/40 v%v). La muestra fue ultrasonicada a temperatura ambiente durante 15 minutos y
posteriormente fue centrifugada a 3500 rpm durante 15 min.

El sobrenadante extraido de cada muestra fue de 4 mL, éste posteriormente fue filtrado a
través de un filtro de papel de 0.45 um. Una vez filtrada la muestra, se le agregaron 40 pL
de acido férmico (1%) para tener un pH menor al pKa de los polifenoles y asi favorecer su
forma molecular.

Los 4 mL acidificados de muestra fueron sometidos a un proceso de limpieza o clean-up y
separacion de fases, este proceso se llevé a cabo mediante la adicién de 0,7 g de NaCl y
1,9 g Na>SO. y una posterior centrifugacion durante 10 minutos a 3500 rpm.
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Después de la separacion de fases fueron extraidos 1000 uL de sobrenadante y se adicio-

naron 50 mg de sorbente de octadecilsilano para favorecer la eliminacion de compuestos
no polares. La mezcla fue homogenizada en Vortex durante 30 segundos y después fue
sometida a un proceso de centrifugacion a 3500 rpm durante 10 minutos.

El dltimo paso de “clean-up” fue el de la adicién de Carbdn Vegetal al sobrenadante extraido
de la ultima centrifugaciéon. Una vez afiadido el Carbdn se procedié a centrifugar durante 15
minutos a 14000 rpm con la finalidad de extraer pigmentos de la muestra y asi disminuir
interferencias que dificulten la interpretacion del cromatograma.

Por ultimo, el sobrenadante fue trasvasado a un Eppendorf de 1,5 mL y se almacené en
freezer de -20 °C hasta el dia del andlisis cromatografico.

4.2.3.5 Corrida cromatogréfica

La muestra fue descongelada el dia de la corrida. Luego se inyectaron 10 pL muestra al
cromatografo HPLC, el tipo de cromatografia empleado fue cromatografia de fase reversa
con una columna de C18 de 250 mm. La fase movil estuvo constituida por Agua MiliQ (A) y
ACN (B), el flujo fue de 1mL. min*! y el gradiente empleado fue: 0-2.7 min, 5% B; 2.7-11
min, 30% B; 11-14 min, 95% B; 14-15.5 min, 95% B; 15.5-17 min, 5% B; 17-20, 5% B.
Las longitudes de onda usadas fueron de 240nm, 270 y 365nm. En 240 nm se cuantificaron
el &cido cafeico, la catequina, el acido clorogénico, el acido ferulico el caempferol, apige-
nina, quercetina y la isohamnetina; a 270 nm fueron cuantificados el &cido gélico y el acido
cumarico; mientras que a 320nm se cuantifico la rutina y el epicatequin-galato.

4.3 Resultados y discusion
4.3.1 Composicién Nutricional

En cuanto a la compaosicién nutricional resulté importante tener una primera caracterizacion
fisico-quimica de los microgreens a nivel regional, para ir conociendo mas sobre este nuevo
alimento y que puedan empezar a ser recomendados para su consumo. El conocimiento
del valor nutritivo de los diferentes grupos de alimentos es imprescindible para poder esta-
blecer pautas dietéticas adecuada (Anchia & Hernandez, 2000).

Los analisis fueron efectuados en el Laboratorio de Ensayos Fisicoquimicos y Laboratorio

de Metales, Envases, Inmunoensayos y productos apicolas del Instituto Nacional de Tec-
nologia Industrial, Sede Mendoza. En la tabla 20 se muestran los resultados para los mi-
crogreens de rdbano y rucula en g % g fresco.

Tabla 20. Composicion nutricional de microgreens de rabano y rdcula. Los resultados se muestran en g % g.

Anadlisis Microgreens de rabano Microgreens de ricula
Humedad 94,4 94,5
Hidratos de carbono 1,3 2,0

totales

Proteinas 2,2 1,9

Grasas totales <0,1 0,1

Fibra Bruta 1,2 0,8

Cenizas 0,9 0,7
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Como se esperaba los valores obtenidos de ambas muestras son diferentes entre si. El
valor caldrico en los microgreens de rdbano es de 14 Kcal %g o de 59 KJ %g, en tanto que
los microgreens de rucula tienen un valor caldrico de 17 Kcal % g o de 69 KJ %g.

La humedad obtenida en los microgreens de rdbano se asemeja a la humedad obtenida en
el punto 3.2.2, mientras que en los microgreens de rucula en esta ocasion la humedad
obtenida fue menor, esto puede ser debido a una deshidratacion por parte del material ve-
getal en el trayecto al laboratorio donde se hicieron los analisis o porque fueron cosechadas
en distintos dias después de la siembra.

Los resultados obtenidos en los microgreens de rabano respecto a humedad, proteinas,
fibra total y cenizas son superiores a los obtenidos por Ghoora, Babu, y col. (2020), esto
puede ser debido a que si bien se analizé la misma especie en ambos estudios, la variedad
es distinta, ademas en la técnica de humedad los autores citados usaron una temperatura
de 105° C, mientras que en este caso se usoO una estufa de vacio a 70° C.

Si se compara con la tabla 5 de esta tesis, donde se presentd la composicion nutricional de
la raiz del rAbano (parte comestible) se observa que la humedad de los microgreens es
menor, en tanto que el contenido de proteinas es mas de 3 veces superior en los micro-
greens que en la parte comestible. Los hidratos de carbono y la fibra son menores en los
microgreens que en la raiz del rabano, mientras que las grasas totales son semejantes. Si
se hace una suma total de los minerales reportados en la tabla 5 se obtiene una suma total
de 327,62 mg%g, un resultado inferior a los 900 mg%g obtenidos en la presente tesis.

En el estudio de Xiao y col. (2016) donde se analizaron macro y micro minerales en micro-
greens de 30 variedades de brésicas, de diferentes especies, la suma de los minerales del
rabano rojo es de 512 mg/ 100 g de peso fresco, un valor que es superior al presentado en
la tabla 5, pero es inferior a los 900 mg obtenidos en este estudio. Esto podria deberse a
una diferencia de especie, semillas, técnicas analiticas o sustrato utilizado, pero se observa
que también hay una tendencia de los microgreens a acumular un mayor contenido de mi-
nerales que sus contrapartes maduras.

En el caso de los microgreens de rlcula, no se ha encontrado bibliografia para comparar
los resultados.

Si se compara con la tabla 4 presentada en esta tesis, la composicion nutricional de rdcula
madura también es diferente de los microgreens de ricula. La humedad en la rdcula madura
es menor, por lo que es logico que el contenido de proteinas, hidratos de carbono, grasas
totales y fibra sean mayores, en tanto que si se realiza una sumatoria de los minerales
presentados en dicha tabla se obtiene un valor de 653,93 mg%g de peso fresco, un valor
similar al obtenido en los microgreens de racula.

Si se realiza la comparacion con el estudio de Xiao y col. (2016) la sumatoria del contenido
mineral reportado en microgreens de ricula es de 550 mg%g de peso fresco, un valor infe-
rior, aunque es semejante al obtenido en esta tesis.
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4.3.2 Isotiocianatos

En nuestro caso quisimos medir los isotiocianatos, porque son estos compuestos los que
tienen en si la bioactividad asociada y que, si bien en general se miden los glucosinolatos,
los isotiocianatos son los que le dan los atributos de sabor olor y efectos biolégicos a los
microgreens. Para medir los ITCs se utiliz6 una metodologia del grupo de cromatografia
para Agroalimentos del IBAM (CONICET-UNCUYO) que esta validada y que es especifica
para extraer, aislar y pre concentrar isotiocianatos. Esta metodologia se basa en DLLME
donde hay presente una nube formada por gotitas del extractante (cloroformo), que se dis-
persan a través de la muestra acuosa. Los solutos mas hidréfobos, se enriquecen en el
disolvente de extraccidén. Después de la extraccién, la mezcla turbia se centrifuga, luego de
esta etapa, se forman dos fases, la inferior (cloroférmica) contiene los analitos mas lipofili-
cos, mientras que la superior (hidroalcohdlica) contiene los analitos mas hidrofilicos de la
muestra inicial. La dispersion de las gotitas de cloroformo permitié que haya una mayor
superficie para que se produzca la particion de los analitos hacia la fase extractante, lo que
favorece su extraccién y preconcentracién en un pequefio volumen de extractante.

En la cromatografia de fase reversa es posible analizar muestras muy variadas, desde com-
puestos no polares hasta polares y aun iénicos (Zumbado Fernandez, H., 2021). En este
tipo de cromatografia la fase estacionaria es menos polar que la fase movil. Los analitos se
distribuyen a su afinidad por ambas fases, los compuestos con mayor afinidad por la fase
estacionaria (apolares) se retienen mas, por lo que su tiempo de retenciéon es mas mayor
que el de los compuestos polares. La fase reversa sirvid para aprovechar la polaridad de
los compuestos, lo que permitié obtener resultados novedosos en cuanto al perfil de isotio-
cianatos en los microgreens estudiados.

Con respecto al contenido de isotiocianatos vemos que el rabanito y la ricula presentan un
perfil diferente, en el rabanito el sulforafeno es el isotiocianato predominante mientras que
en la rdcula este no se encuentra presente.

Los datos de los isotiocianatos y los compuestos fenélicos encontrados en los microgreens
de rabano y racula son presentados en las tablas 21y 22.
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Tabla 21. Contenido de isotiocianatos y fendlicos en microgreens de rabano. Los resultados se expresan en
mg/kg de material vegetal seco. Fuente: Infostat.

Compuesto n Media D.E. Min Max
Sulforafeno 3 4476,51 621,85 3865,83 5108,96
Alil ITC 3 8,23 7,78 2,71 17,13
Acido Cafeico 3 125,37 5,12 119,70 129,67
Acido Cumadrico 3 570,03 54,86 512,02 621,08
Campferol 3 2001,7 634,60 1635,06 2734,47
Apigenina 3 1297,24 35,58 1257,84 1327,02
Rutina 3 <LQ

Resveratrol 3 <LQ

EPG 3 <LQ

JITC 3 4484,75 622,74 3868,54 5113,82
5 Fendlicos 3 3994,34 611,60 3600,84 4698,95

Limite de cuantificacién de compuestos: acido galico = 0,1; procianidina B1 = 0,5; (+)-catequina = 0,25; &cido cafeico = 0.05;
acido p-cumérico = 0,05; &cido ferulico = 0,05; trans-resveratrol = 0,1;; (-)-epicatequina = 0,25;;; miricetina = 0,5; quercetina=
0,5; campferol=0,25; (-)galocatequingallato= 0,5 ug/mL, Sulforafano= 0,3 ug/g peso seco; sulforafeno= 0,3 ug/g peso seco;
Indol 3 carbinol= 1,6 pg/g peso seco; Alil ITC= 2,7 ug/g peso fresco; erucina 7,4 ug/g peso fresco)

Tabla 22. Contenido de isotiocianatos y compuestos fendlicos en microgreens de ricula. Los resultados se

expresan en mg/kg de material vegetal seco. Fuente: Infostat.
Variable n Media D.E. Min Max
Sativina 3 +
Sulforafano 3 515,7 245,77 232,15 667,50
Erucina 3 59,83 30,80 32,30 93,09
Cafeico 3 159,83 73,79 111,84 244,8
Campferol 3 1662,26 26,32 1640,93 1691,67
apigenina 3 1209,57 25,04 1182,23 1231,4
rutina 3 1140,16 555,19 768,32 1778,34
EPG 3 <LQ
2 ITC 3 575,53 271,02 264,45 760,59
J Fendlicos 3 4171,83 490,05 3797,92 4726,6

Limite de cuantificacion de compuestos: acido gélico = 0,1; procianidina B1 = 0,5; (+)-catequina = 0,25; acido cafeico = 0.05;
acido p-cumarico = 0,05; &cido ferulico = 0,05; trans-resveratrol = 0,1;; (-)-epicatequina = 0,25;;; miricetina = 0,5; quercetina=
0,5; caempferol=0,25; (-)galocatequingallato= 0,5 pg/mL, Sulforafano= 0,3 pg/g peso seco; sulforafeno= 0,3 ug/g peso seco;
Indol 3 carbinol= 1,6 ug/g peso seco; Alil ITC= 2,7 ug/g peso fresco; erucina 7,4 ug/g peso fresco.

En las figuras 36 y 37 se presentan un cromatograma obtenido del analisis de ITCs de los
microgreens de rabano, y un cromatograma obtenido en microgreens de rucula, ambos a
una longitud de onda de 240 nm.
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Figura 36. Cromatograma obtenido en microgreens de rdbano a una longitud de onda de 240 nm para deter-
minar ITCs Fuente: Propia
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Figura 37.. Cromatograma obtenido en microgreens de rucula a una longitud de onda de 240 para determinar
ITCs. Fuente: Propia.

Como se observa en la tabla 21, en los isotiocianatos de rabano el sulforafeno se distin-
gue del resto de los ITC como compuestos mayoritarios en los microgreens de rabanito. Es
importante destacar que hasta la fecha no hay reportes de ITCs en microgreens de esta
especie para poder discutir estos resultados, sin embargo en una publicaciéon de Baenas y
col. (2017) donde se analiz6 isotiocianatos en brotes de rabanito y brocoli se encontr6 que
el 84% de los isotiocianatos en estas muestras eran sulforafeno, una proporcién menor a
la encontrada en la presente Tesis. El autor antes citado informa de una concentracion de
sulforafeno de 11,85 mg/100 g de peso fresco, haciendo el pasaje de unidades correspon-
diente en nuestras muestras, teniendo en cuenta la materia seca del liofilizado (6,5%) y la
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humedad del rabanito fresco (93,4%) mediante una regla de 3 inversa: 311 mg/kg peso
fresco de sulforafeno fue el encontrado en nuestra investigacion.

Vemos entonces que el contenido de sulforafeno en nuestro analisis es 2,6 veces superior
al informado por el autor Baenas y col. (2017). Por otro lado los autores de dicha publicacion
no reportaron Rapasatina, emitiendo como posible causa la alta inestabilidad de dicho iso-
tiocianato, y esto mismo hipotetizamos que pudo haber ocurrido en nuestras muestras.

Con respecto al contenido de sulforafeno de la parte comestible del rabanito el contenido
varia segun los autores, Martinez-Zamora y col. (2021) reportan un valor de 2,65 g/kg este
isotiocianato, notoriamente en nuestro estudio el valor en dichas unidades de este analito
en las muestras de microgreens es de 4,47g/kg, casi un 60% mas al reportado en la con-
traparte madura de esta especie, lo que indica un potencial funcional mayor de estos pro-
ductos vegetales. Por otra parte, el contenido de Alil isotiocianato es menor al presentado
por Fusari y col. (2020), las autoras de esa publicacién informan una concentracion de 80
Ma/g producto seco de dicho componente, en tanto que en este caso los microgreens po-
seen 8,23 ug/g de producto seco.

Los isotiocianatos en rucula, presentados en la tabla 22, merecen una discusion aparte.
En estas muestras vimos la presencia mayoritaria de Sativina. Como se mencioné en la
introduccion, es un compuesto cuya estructura se ha dilucidado hace no mas de 3 afos,
por lo que aun su cuantificacién es compleja y no esté al alcance de los tiempos de Tesis.
El cromatograma evidencié un pico mayoritario, que no coincidia con los estandares de
ITCs que tenemos disponibles. No obstante fue posible hacer un barrido espectral y se
observé que tiene un pico maximo a los 280,59 nm, lo que concuerda con Fechner y col.
(2018). En la Figura 38 se presenta el barrido espectral de la sativina presentado por la
autora y en la figura 39 se presenta el barrido espectral obtenido en la presente tesis. Ob-
servando la preponderancia de este compuesto frente al resto de isotiocianatos encontra-
dos, seria interesante en trabajos posteriores ahondar en la cuantificacion y en estudios de
bioactividad en relacion a este analito.
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Figura 38. Barrido espectral del compuesto sativina. Fuente: (Fechner et al., 2018).
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Figura 39. Barrido espectral de sativina obtenido. Fuente: Propia.

Respecto al resto de los isotiocianatos, se encontré una publicacion reciente que informa
de estos analitos en diferentes aceites esenciales de microgreens, incluidos los de rdcula
Marchioniy col. (2021). Particularmente nuestros resultados se distinguen de los reportados
por los autores previamente citados, debido a que en el presente trabajo de investigacion
encontramos Sativina, Sulforafano y erucina; el Sulforafano y la erucina en concentraciones

de 515,7 y 59,83 mg/kg de producto seco, mientras que en el estudio citado no se reportaron
isotiocianatos en microgreens de ricula.

Vimos ademés que comparando el perfil de isotiocianatos de hojas de riculas maduras con

microgreens de rucula, los isotiocianatos encontrados concuerdan con los mencionados por
Fechner y col. (2018), donde reportaron sativina, sulforafano y erucina.

Por otra parte, en hojas maduras de rucula Fusariy col. (2020) reportaron un contenido de
sulforafano de 110 pg/g de peso seco, nivel inferior al encontrado en el presente estudio,
que es de 515,7 mg/kg (equivalente a 515,7 ug/g), lo que refuerza la idea de que en los
microgreens los fitoquimicos se presentan en mayores concentraciones que en las contra-
partes maduras de las plantas. Ademas, en dicho estudio citado anteriormente, no se re-
portd erucina en rdcula, y notoriamente nosotros si pudimos cuantificarla en estas muestras;

sin embargo, a diferencia de lo reportado no encontramos alil ITC, que pensamos podria
encontrarse en mayores concentraciones en hojas maduras de rucula.

Siguiendo la discusion con las variaciones entre microgreens y hojas de rdcula maduras,
comparamos el presente estudio con los resultados obtenidos por Villatoro-Pulido y col.
(2013) (donde se analiz6 la composicion fitoquimica de la racula madura) en el cual se
analiz6 la composicién fitoquimica de la racula madura, y apreciamos variaciones en los
isotiocianatos reportados y en la concentracion de dichos isotiocianatos.

Las autoras encontraron sulforafano, erucina e iberina, algo que concuerda parcialmente
con el presente estudio con la diferencia de que ese reporte no encontré sativina, y en
nuestro caso no se pudo analizar la presencia de iberina por falta de estandar.
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El contenido de sulforafeno reportado es de 0,15 a 5,90 pg/g de peso seco, un resultado
inferior al obtenido en esta Tesis donde se obtuvo una media de 515,7 ug/g de peso seco.

4.3.3 Compuestos fendlicos

Result6 interesante medir el contenido de compuestos fendlicos por sus propiedades anti-
oxidantes y sus potenciales efectos benéficos para la salud. El uso de cromatografia en
gradiente ayudd a aumentar la separacion de los compuestos fendlicos, esto es de vital
importancia ya que los compuestos fendlicos ademas de ser muchos, tienen tiempos de
retencion muy cercanos por lo que es muy Uutil para mejorar la resolucion de los analitos
que coeluyen. Ademas, la ventaja de aumentar la longitud de la columna con respecto a la
de los isotiocianatos (250mm-150mm) es que aumenta el nimero de platos tedricos au-
mentando la eficiencia de la separacion.

Se adecud la etapa de preparacion de muestra agregando pasos de separacion de fases y
de clean up para mejorar el aislamiento de los compuestos fenélicos de otros interferentes,
esta puesta a puno de la metodologia nos permitié obtener perfiles novedosos de compues-
tos fendlicos frente a otros reportados.

EL perfil de compuestos fendlicos se asemeja mas en presencia/ausencia de compuestos
en cada especie de microgreens analizada, pero hay una clara distincién entre los valores
cuantificados de cada analito.

Respecto a lo reportado sobre estos analitos en muestras de microgreens de rabanos,
nuestros resultados difieren de los presentados por Kyriacou y col. (2019), en dicho estudio
los autores presentaron un contenido de acido cafeico de 5,00 ppm y &cido cumarico de
25,87 ppm, estos valores difieren a los 125 y 570 ppm, respectivamente para cada analito,
obtenidos en el presente estudio, sin embargo esta diferencia puede ser explicada por los
distintos pasos de preparacion y extraccion de muestra; en el trabajo citado se utiliz6 me-
tanol como extractante y no realizé una etapa de Clean Up, que vemos en la presente Tesis
cOmo esta etapa ayuda a mejorar el aislamiento de los compuestos y hacer mas eficiente
la extraccion.

En otro reporte Lugasi y Hovari (2000) encontraron en raices de 3 variedades de rabano
(horse, purple y black un contenido de Campferol de entre 10,5; 21,1y 25,7 ppm, extrapo-
lando esos resultados a nuestro analisis se obtuvo una concentracion de Campferol de
139,30 ppm de peso fresco para nuestras muestras, considerando una humedad de 93,4%,
una concentracion muy superior a lo publicado en la bibliografia.

Un estudio de Pajak y col. (2014) donde se analiz6 el contenido de compuestos fendlicos
en brotes de rdbano permite evaluar una clara distincion entre los perfiles de estos fitoqui-
micos se obtuvieron valores referidos a peso seco de 96,1 ppm; 12,1 ppm; 1 ppm de acido
cafeico, acido cumarico y campferol, respectivamente. En nuestro caso los valores encon-
trados de dichos compuestos para los microgreens de rabanitos fueron notablemente ma-
yores (125,37 ppm para el cafeico, 570 ppm para el cumarico y 2001,7 ppm para el campfe-
rol). Vemos entonces una distincién en el perfil cuali-cuantitativo entre brotes y micro-
greens, pero también es necesario tener en cuenta la diferencia en el proceso de extraccion,
las diferentes condiciones cromatogréficas, y no menos importante tener en cuenta que los
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polifenoles son compuestos secundarios que dependen de muchos factores intrinsecos y
extrinsecos, como las condiciones de cultivo, variedad, manejos postcosecha, madurez de
la planta, entre otros.

Con respecto al contenido de compuestos fendélicos en microgreens de rdcula, el autor El-
Nakhely col. (2021) presento reciente resultados del perfil de estos analitos en microgreens
de rucula coincidiendo parcialmente con los encontrados aqui. Sin embargo, en nuestras
muestras no se detectd acido ferulico, compuesto que, si es reportado por los autores, el
resto de compuestos fendlicos no se pueden comparar debido a que son compuestos fené-
licos unidos a glucidos y este tipo de analitos no fueron abordados en el presente estudio.

Por otro lado, vemos en el estudio de Fusariy col. (2020) donde analizaron ricula madura,
que se encontraron mas compuestos fenodlicos a los reportados en esta ocasion. En este
trabajo citado se report6 acido galico, catequina, miricetina y resveratrol, entre otros. En los
compuestos fendlicos que si coincidimos en cuanto a la presencia de los mismos en ambas
muestras analizadas, fueron el &cido cafeico, las autoras reportan 170 pg/g peso seco, en
este caso se obtuvo una media menor, de 159,83 ug/g; la concentracion de campferol re-
portado en dicho estudio es de 9,8 ug/g peso seco, un valor inferior a los 1662 ug/g peso
seco. Finalmente, en ambos casos no se detectaron feralico ni cumarico.

4.4 Conclusiones parciales

Si recordamos los objetivos especificos planteados relacionados con la composicién nutri-
cional y fitoquimica:

3. Determinar la composicion nutricional de las micro-hortalizas
4. Determinar el perfilado de compuestos bioactivos y ponderar su potencial funcio-
nal empleando técnicas analiticas instrumentales.

Podemos decir que fueron completados correctamente, empleando técnicas analiticas mo-
dernas como la micro extraccion liquido-liquido dispersiva en el caso de los isotiocianatos
y una reciente técnica validada para polifenoles, ambas empleando cromatografia liquida
de alta performance (HPLC). Vimos que el empleo de las metodologias analiticas aqui em-
pleadas nos permitié caracterizar de manera robusta y selectiva los perfiles nutricionales y
fitoguimicos de las muestras de microgreens de rlcula y rabanito, incluso llegando a obte-
ner niveles superiores a los reportados para los mismos analitos en matrices similares. En-
contramos resultados notorios en cuanto la presencia de compuestos como la sativina en
microgreens de ruculay el sulforafeno en microgreens de rabanitos, dando cuenta del poder
funcional potencial de estos microgreens.

Con respecto a la composicion nutricional, que se realizé en un instituto de gran prestigio a
nivel regional como el INTI, se observo que los microgreens de rabano parecen tener un
mayor contenido de macronutrientes y cenizas que su contraparte madura, en cambio los
microgreens de rucula siguiendo la comparacion con los datos brindados por USDA, pare-
cen tener un mayor contenido de agua y un menor contenido de macronutrientes.
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5 Conclusiones y recomendaciones

En este trabajo se produjo a escala experimental micro-hortalizas de vegetales de la familia
Brassicaceae, estas micro-hortalizas también fueron evaluadas en relacién a su composi-
cién nutricional y en relacion a su potencial funcional segin su contenido de compuestos
bioactivos.

En lo que respecta a la produccién de las micro-hortalizas se pudo corroborar una mejor
performance del cultivo de las micro-hortalizas empleando el sustrato Cocomix, mejorando
su rendimiento bajo luz LED y con riego diario o del poder. Lo més dificil de lograr cumplir
fue estandarizar las condiciones de cultivo para el crecimiento de las microhortalizas, prin-
cipalmente el tema del riego, porque una cantidad de agua limitada es perjudicial para el
desarrollo de las plantulas y agua en exceso provoca pudriciones y alteraciones microbio-
l6gicas, como el crecimiento de mohos.

Con relacién al perfil nutricional en los microgreens de rabano se observo también una ten-
dencia a un mayor contenido de macronutrientes, en cambio en los microgreens de rdcula
parecen tener una menor riqueza nutricional que su contraparte madura.

Lo mas importante de esta produccion fue la ponderacién del contenido de compuestos
bioactivos, porque se observd una tendencia a una mayor acumulacién de fitoquimicos
tanto en los microgreens de rabanito como los de rucula. Una dificultad que se encontr6 en
esta evaluacién fue la de acoplar las técnicas de isotiocianatos y compuestos fenélicos
usadas en vegetales maduros a microgreens.

Por todo lo expuesto previamente se acepta la hipétesis “Es posible lograr la produccion de
micro-hortalizas de Brasicaceae y que resulten en fuentes novedosas de compuestos bioac-
tivos”

Este trabajo de investigacion plantea distintos objetivos para futuras lineas de investigacion:

3

» Evaluar el uso de soluciones nutritivas en microgreens

» Observar curva de degradacion de pesticidas usando semillas curadas para deter-
minar si se cosecha a una cierta cantidad de dias (entre 14-21) el producto es seguro

+« Adecuar técnicas analiticas para obtener una mayor exactitud y precisiéon en las de-
terminaciones de fitoquimicos en microgreens

% Comparar composicion nutricional de microgreens con plantas maduras, de una
misma especie y region, bajo las mismas técnicas y los mismos analistas.

« Comparar los compuestos funcionales de microgreens y plantas maduras de una
misma especie y variedad, bajo las mismas condiciones de cultivo, la misma técnica
y el/la misma analista.

« Evaluar el contenido de anti nutrientes o compuestos que pueden ser perjudiciales

para un determinado grupo etario, como por ejemplo los nitratos en nifios menores

de 3 afios.

3
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7 Anexol
Tabla 23. Disefio creado por el software Design expert® para determinar condiciones 6ptimas de cultivo en microgreens de rabanito.
Factor1 |Factor3 |Factor3 Tesponse gesponse Alto de tallo (cm)
Bandeja | A: Densi- | B: Activa- | C: Sustrato | Peso Alto de(0a3 3ab6 6a9 9al2 12a15 >15 |Total
N.2 dad de|cién por fresco tallo (cm)
siembra | remojo (gramos)
(g/cm2) |(Horas)
Mezcla Co-
11 0,06 7,42 comix 133 6,64 66 117 166 101 8 458
Mezcla Co-
13 0,04 9,00 comix 84 7,28 10 44 76 41 5 176
Turba
12 0,06 5,68 Kekkila 108 6,65 13 53 99 20 3 188
Turba
9 0,02 3,00 Kekkila 45 6,40 14 20 38 14 1 87
Mezcla Co-
16 0,06 3,00 comix 138 6,67 25 72 100 42 6 245
Mezcla Co-
8 0,04 5,86 comix 91 7,00 19 38 47 43 4 151
Turba
1 0,06 3,00 Kekkila 104 6,56 26 63 112 38 1 240
Turba
19 0,06 8,39 Kekkila 85 6,45 24 51 86 30 1 192
Turba
5 0,04 9,00 Kekkila 71 6,93 19 39 74 42 1 175
Turba
3 0,02 9,00 Kekkila 38 5,96 8 31 35 6 80
Turba
14 0,02 6,00 Kekkila 37 7,01 15 11 27 24 2 79
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Roberto Bafumo

Continuacién Tabla 9. Disefio creado por el software Design expert® para determinar condiciones 6ptimas de cultivo en microgreens de rabanito.

Bandeja | A: Densi- | B: Activa- | C: Sustrato | Peso Alto de|0a3 3a6 6a9 9al2 12a15 >15 |Total
N.2 dad de|ciéon por fresco tallo
siembra | remojo (gramos) | (cm)
(g/cm2) |(Horas)

Mezcla Co-

18 0,02 9,00 comix 66 6,95 20 27 36 28 7 1 119
Mezcla Co-

4 0,06 3,00 comix 124 6,71 24 42 71 39 2 178
Mezcla Co-

15 0,02 3,00 comix 64 8,41 2 8 23 17 6 56
Mezcla Co-

2 0,02 9,00 comix 67 8,51 3 14 24 26 10 77
Turba

10 0,04 4,80 Kekkila 53 5,44 49 144 117 17 327
Turba

7 0,06 8,39 Kekkila 88 5,51 43 84 82 19 228
Turba

17 0,02 3,00 Kekkila 42 6,61 12 37 78 18 145
Mezcla Co-

6 0,02 3,00 comix 57 8,19 5 17 29 32 8 91
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7.1 Analisis De La Varianza Para El Peso Fresco

Response 1 Peso Fresco
ANOVA for Response Surface Reduced 2Fl Model
Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type lll]
Sum of Mean F p-value
Source Squares df Square Value Prob>F
Model 16830.06 - 4207.51 54,84 < 0.0001 significant
A-Densidad de : 13890.83 1 13890.83 181.06 < 0.0001
B-Activacion po 24.08 1 24.08 0.31 0.5842
C-Sustrato 4212.86 1 4212.86 54.91 < 0.0001
AC 128.76 1 128.76 1.68 0.2161
Residual 1074.05 14 76.72
Lack of Fit 942.05 9 104.67 3.96 0.0718 not significant
Pure Error 132.00 5 26.40
Cor Total 17904.11 18

7.2 Anadlisis De La Varianza Para El Alto De Planta

Response 2 Alto de planta
ANOVA for Response Surface Reduced 2Fl Model

Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type llI]

Sum of Mean F p-value
Source Squares df Square Value Prob > F
Model 8.33 4 2.08 7.05 0.0025 =ignificant
A-Densidad de ; 226 1 226 766 a.0151
B-Activacion po. 0.27 1 0.27 0.91 0.3572
C-Sustrato 363 1 363 12.30 0.0035
AC 1.48 1 1.48 4.84 00432
Residual 413 14 0.30
Lack of Fit 242 9 0.27 0.78 0.6485 not significant
Pure Error 1.72 5 0.34
Cor Total 12.48 18
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7.3

Design-Expert® Software

Anélisis De Supuestos

7.3.1

1.3.3.2

Peso Fresco

Color points by value of

Peso Fresco:

138
37

Peso Fresco

Normalidad.

Normal % Probability

29

95
920

80
70

50

30
20

10

Roberto Bafumo
Facultad de Ciencias Agrarias
Universidad Nacional de Cuyo

Normal Plot of Residuals
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7.3.1.1 Homocedasticidad.

Peso Fresco

Roberto Bafumo
Facultad de Ciencias Agrarias
Universidad Nacional de Cuyo

Rresiauals vs. Predicted

Color points by value of
Peso Fresco: 13.335 — [}
I138
37 ]
O
6.3582 — =g
= o ]
] ]
© m
S u =
©-0.618573 —
[%]
[
o =
- =
-7.59535 —
= =
=
-14.5721 —| ]
\ \ \ \ \
37.27 61.26 85.25 109.23 133.22
Predicted
7.3.1.2 Independencia.
Design-Expert® Software .
Peso Fresco Residuals vs. Run
Color points by value of
Peso Fresco: 13.335 —
l 138
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6.3582 —
w
e N
>
©-0.618573 —] \/
n
(5]
o
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1 4 7 10 13 16 19

Run Number

89



|

LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA

7.3.2 Alto De Planta

7.3.2.1 Normalidad.

Design-Expert® Software
Alto de planta

Color points by value of
Alto de planta:
I8.51299

5.43578

Roberto Bafumo
Facultad de Ciencias Agrarias
Universidad Nacional de Cuyo

Normal Plot of Residuals
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Residual

7.3.2.2 Homocedasticidad.

Design-Expert® Software
Alto de planta

Color points by value of
Alto de planta:

I8.51299
5.43578

Residuals

Residuals vs. Predicted

0.724249 —

0.29911 —

-0.126028 —|

-0.551167 —
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7.3.2.3

Design-Expert® Software
Alto de planta

Color points by value of
Alto de planta:

I8.51299
5.43578

Residuals

Independencia.

Roberto Bafumo
Facultad de Ciencias Agrarias
Universidad Nacional de Cuyo

Residuals vs. Run

0.724249 —

0.29911 —

-0.126028 —

-0.551167 —

-0.976305 —

AL

10 13 16 19

Run Number

7.4 Salida de modelos no recomendados por el software

7.4.1

7.4.1.1

Peso fresco

Modelo 2FI

ANOVA for Response Surface 2F1 Model

Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type ]

Source

Model

A-Densidad de .

B-Activacion po

C-Sustrato

AE

AC

BC

Residual
Lack of Fit
FPure Error

Cor Total

Sum of
Squares
15952.20
12234.72

46.57

3676.23

40.55
99.26
52.29
951.90
819.90
132.00
17904.11

T e e S = 1]

-4

Mean
Square
2825.37

12234.72
46.57
3676.23
40.55
99.26
52.29
79.33
117.13
26.40

F
Value
35.62
154.23
0.59
46.34
0.51
1.25
079

4.44

p-value
Prob > F
= 0.0001 significant
< 0.0007
0.4583
< 0.0007
0. 4883
0.2852
0.3929

006801 not significant
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7.4.1.2 Modelo cuadratico

ANOVA for Response Surface Quadratic Model
Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type lii]
Sum of Mean i p-value
Source Squares df Square Value Prob>F
Model 17042.35 8 2130.29 2472 < 0.0001 significant
A-Densidad de . 171234.64 7 171234.64 130.37 = 0.0007
B-Activacion po. 70.56 7 70.56 0.12 0.7335
C-Sustrato 3728.32 7 3728.32 43.26 = 0.00071
AB 24.89 7 24 89 0.29 0.6027
AC 13419 7 13419 1.56 0.2205
BC 78.13 7 78.13 0.917 0.3634
Az 89.13 7 89.13 7.03 0.3337
B2 74.64 7 74.64 0.17 0.6889
Residual 861.76 10 86.18
Lack of Fit 729.76 5 7145.95 553 0.0419 significant
Pure Error 732.00 5 26.40
Cor Total 17904.11 18

7.4.1.3 Modelo cubico

ANOVA for Response Surface Cubic Model (Aliased)

Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type 1]

Sum of Mean F p-value
Source Squares df Square Value Prob>F
Model 1777211 13 1367.09 51.78 0.0002 significant
A-Densidad de . 2522.05 17 2522.05 95.53 0.0002
B-Activacion po 269.05 7 269.05 10.719 0.0242
C-Sustrato 908.39 7 908.39 34 47 0.0020
AB 21074 17 21074 7.98 0.0369
AC 9.80 1 9.80 0.37 0.5689
BC 15.91 7 15.91 0.60 0.4727
Az 355.26 7 355.26 713.46 0.0145
B2 388.17 7 388.17 14.70 0.0122
ABC 10.56 17 10.56 0.40 0.5549
AlB 360.67 7 360.67 13.66 0.0147
AZC 78.89 1 78.89 299 0.71444
AB2 139.70 7 139.70 529 0.0697
B82C 328.51 7 328.51 712.44 0.0168
A3 0.000 o
B3 0.000 o
Pure Error 132.00 S 26.40
Cor Total 1720411 18
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7.4.2  Alto de planta

7.4.2.1 Modelo 2FI

ANOVA for Response Surface 2Fl Model
Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type Ill]
Sum of Mean F p-value
Source Squares df Square Value Prob>F
Model 8.40 6 1.40 413 0.0176 significant
A-Densidad de : 213 7 213 6.27 0.0277
B-Activacion po. 0.23 1 0.23 0.68 0.4265
C-Sustrato 3.29 1 3.29 9.71 0.0089
AB 7.756E-004 1 7.756E-004 2.288E-003 0.9626
AC 1.39 1 1.39 411 0.0655
BC 0.062 1 0.062 0.18 0.6768
Residual 407 12 0.34
Lack of Fit 2.35 7 0.34 0.98 0.5295 not significant
Pure Error 1.72 5 0.34
Cor Total 12.46 18

7.4.2.2 Modelo cuadratico

ANOVA for Response Surface Quadratic Model

Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type lll]

Sum of Mean F p-value
Source Squares df Square Value Prob>F
Model 28.47 8 1.06 265 0.0752 not significant
A-Densidad de : 1.72 1 1.72 4.30 0.0650
B-Activacion po. 0.13 7 0.13 0.33 0.5800
C-Sustrato 3.14 7 314 7.87 0.0186
AB 9.419E-003 1 9.419E-003 0.024 0.8810
AC 1.21 7 1.21 3.03 0.1123
BC 0.037 7 0.037 0.093 0.7668
Az 0.022 1 0.022 0.055 0.8186
B2 0.031 1 0.031 0.078 0.7859
Residual 3.99 10 0.40
Lack of Fit 227 5 0.45 1.32 0.3830 not significant
Pure Error 1.72 5 0.34
Cor Total 12.486 18
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7.4.2.3

Modelo cubico

ANOVA for Response Surface Cubic Model (Aliased)

Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type lll]

Source

Model
A-Densidad de .
B-Activacion po
C-Sustrato

4B

AC

BC

A2

B2

ABC

A8

AiC

AB?

BC

A3

g3

Pure Error

Cor Total

Sum of
Squares
10.75

0.78

1.69

0.25

0.047

1.42
5.301E-003
1.03

0.65
2.315E-003
1.95

0.11

0.031
0.032
0.000
0.000

1.72

12.45

13

n o O

18

Mean
Square
0.83

0.78

1.69

0.25

0.047

1.42
5.301E-003
1.03

0.65
2.315E-003
1.95

0.11

0.031
0.032

0.34

F
Value
2.41
2.28
493
0.73
0.14
4.14
0.015
3.00
1.88
6.738E-003
5.69
0.33
0.091
0.092

p-value
Prob>F
0.1704
0.1918
0.0771
0.4326
0.7262
0.0974
0.9060
0.1439
0.2285
0.9378
0.0628
0.5929
0.7749
0.7738

Roberto Bafumo

not significant

Facultad de Ciencias Agrarias
Universidad Nacional de Cuyo
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8 Anexo 2

Roberto Bafumo
Facultad de Ciencias Agrarias
Universidad Nacional de Cuyo

Tabla 24.Disefio inicial de 3 niveles factoriales bajo un estudio de tipo de superficie respuesta llevado a cabo

aleatoriamente por el software Design expert.

.| Factor 2 Response | Response | Response

Factqr 1A B: Riego -Factor 3 1 Peso | 2 Alto | 3 Area fo-

Densidad C. Sus- Fresco Planta me | liar me

0,
Std | Run Block | g/cm2 ) trato glbandeja | cm cm?2

6 1 Block 1 |0.04 11.00 |Cocomix |98519 |33.878 |0.1743
24 2 Block1 [0.02 11.00 ;g;ﬁf‘ Y1135.150 [35.199 [0.2570
8 3 Block 1 |0.03 13.00 |Cocomix |185.150 |34.177 |0.1868
11 4 Block1 |0.02 9.00 Turba 42.794 |26.127 |0.1780
12 5 Block1 |0.03 9.00 Turba 0.9562 |16.228 | 0.0806
16 6 Block1 |0.04 11.00 | Turba 36.810 | 24.461 |0.1240
13 7 Block 1 |0.04 9.00 Turba 0.9010  |15.730  |0.1012
5 8 Block1 |0.03 11.00  |Cocomix |79.936 |36.488 |0.2117
29 9 Block1 |0.04 13.00 ;Z:ﬁf‘ Y1166.015 |31.592 |0.1894
27 10 Block1 |0.02 13.00 ;Z:ﬁf‘ Y197.710 |32.025 |0.2066
23 11 Block1 |0.04 9.00 ;Z:ﬁf‘ Y120620 |21.444 |0.1163
1 12 Block1 |0.02 9.00 Cocomix |16.600 |23.600  |0.0897
17 13 Block1 |0.02 13.00 | Turba 163.320 |37.997 |0.2608
19 16 Block1 |0.04 13.00 |Turba 288.728 |37.387  |0.2036
28 17 Block1 |0.03 13.00 ;Z:ﬁta Y1128.960 |35.763 |0.1965
21 18 Block1 |0.02 9.00 ;Z:ﬁta Y10.1731  |21.355 |0.0384
3 19 Block1 |0.04 9.00 Cocomix |132.590 |32.663 |0.2074
9 20 Block1 |0.04 13.00 |Cocomix [159.178 [34.049 |0.1731
14 21 Block1 |0.02 11.00 | Turba 15590 |27.329  |0.1358
30 22 Block1 |0.03 11.00 ;Z:ﬁta Y1as252 |27.985 |0.1961
23 Block1 |0.02 13.00 |Cocomix |46.596 |30.511 |0.2072
24 Block1 |0.02 11.00 |Cocomix [195.143 |42.836 |0.3110
18 25 Block1 |0.03 13.00 | Turba 155.845 |37.665 |0.1989
26 26 Block1 [0.04 11.00 ;erﬁ? Y181.330 |265521  |0.1840
15 27 Block 1 |0.03 11.00 | Turba 73.353  |25.617 |0.1725
2 28 Block1 [0.03 9.00 Cocomix [16.717 |26.186 |0.0680
20 29 Block 1 |0.03 11.00 | Turba 88.123  |26.162  |0.2223
22 30 Block1 [0.03 9.00 ;Le*:ltl’f‘ Y1202.014 |30228 |0.2262
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8.1 Analisis De La Varianza Para El Peso Fresco

ANOWA for Response Snrface | inear Model

A nalysis of variance table [Classical sum of squares - Type ]

Sum of Mean F p-value
Source Squares df Square Value Prob > F
Wodel 18.77 4 4.54 473 0.0053 significant
A_Denzidsao 1.51 1 1.51 1. 48 02378
E-Riego 17.51 1 17.51 16.95 o.a004
C-Susirato 074 2 0.37 0.36 o702
Tesidual 25.82 25 1.03
Lack of Fit 25.08 22 1.14 4.61 O.1163  mot significant
Pure Error 0. 74 32 025
Zor Total 45.59 prat]
8.2  Analisis De La Varianza Para La Altura De Planta
ANOVA for Response Surface Linear Model
Analysis of variance table [Classical sum of squares - Type ]
Sum of Mean F p-value
Source Squares df Square Value Prob > F
Model 5.84 4 1.71 787 00003 significant
A-Densidad 0.21 1 0.21 0.98 0.3364
EB-Riego 5.29 1 5.29 24.69 = QLOGaT
C-Sustrato 1.34 2 067 3.12 O.O817F
Residual 538 25 0.1
Lack of Fit 11 22 023 277 02187  not significant
Pure Error 0.25 3 0.084
Cor Total 12.20 25
8.3  Andlisis De La Varianza Para El Area Foliar
ANOVA for Response Surface Reduced Linear Model
Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type lll]
Sum of Mean F p-value
Source Squares df Square Value Prob > F
Model 0.031 2 0.018 587 0.0083 significant
A-Densidad 2478E-003 1 2478E-003 080 0.3500
B-Riego 0029 1 0029 10.43 00032
Residual 0.074 27 2. 738E-003
Lack of Fit 0071 24 2.5948E-003 2T 0.2184 not significant
Fure Error . 194E-003 3 1.0685E-003
Cor Total 0.10 25
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8.4

Andlisis De Supuestos

8.4.1 Peso Fresco

8.4.1.1

Design-Expert® Software
Sqrt(Peso Fresco)

Color points by value of
Sqrt(Peso Fresco):

I5.3733
0.4161

Normal % Probability

8.4.1.2

Design-Expert® Software
Sqrt(Peso Fresco)

Color points by value of
Sqrt(Peso Fresco):

I5.3733
0.4161

Residuals

Homogeneidad.

Roberto Bafumo
Facultad de Ciencias Agrarias
Universidad Nacional de Cuyo

Normal Plot of Residuals

Homocedasticidad.

99
]
95 o
90 "
(]
80 B
70 E
” &
30 =
20 = &
g
10 =
5
=
1
I I I I I
-1.5055 -0.4933 0.5189 1.5311 2.5433
Residual
Residuals vs. Predicted
2.5433 — [}
O
1.5311 — -
()
O
= ()
0.5189 —
= = () [}
=
= = %
- [=] m =
-0.4933 —| = =]
= =]
=
[}
= =
.
-1.5055 — =
\ \ \ \ \
1.34 2.07 2.79 3.52 4.24
Predicted

97



|
SV

LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA

8.4.1.3

Design-Expert® Software
Sqrt(Peso Fresco)

Color points by value of
Sqrt(Peso Fresco):

I5.3733
0.4161

Independencia.

Residuals

8.4.2 Alto De Planta

8.4.2.1

Design-Expert® Sof tware
Alto Planta medio

Color points by value of
Alto Planta medio:

I4.2836
1.5730

Roberto Bafumo
Facultad de Ciencias Agrarias
Universidad Nacional de Cuyo

Residuals vs. Run

2.5433 —

1.5311 —

0.5189 —

-0.4933 —

-1.5055 —

: W M\/ww

Normalidad.

Normal % Probability

L L L L L D L L
1 5 9 13 17 21 25 29

Run Number

Normal Plot of Residuals

29
[ ]
95 =
% e
80 &
70 o
=) (m]

50 ©
30 o
20 =)

& O
10 -
5 =

W (]

Residual

98



|
SV

LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA

8.4.2.2

Design-Expert® Software
Alto Planta medio

Color points by value of
Alto Planta medio:

I4.2836
1.5730

8.4.2.3

Design-Expert® Software
Alto Planta medio

Color points by value of
Alto Planta medio:

l4.2836
1.5730

Homocedasticidad.

Residuals

Roberto Bafumo
Facultad de Ciencias Agrarias
Universidad Nacional de Cuyo

Residuals vs. Predicted

Independencia.

Residuals
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=
O
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O
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[ |
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Predicted
Residuals vs. Run
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8.4.3 Area Foliar

8.4.3.1

Design-Expert® Software
Area foliar media

Color points by value of
Area foliar media:

I 0.3110
0.0384

8.4.3.2

Design-Expert® Software
Area foliar media

Color points by value of
Area foliar media:

I 0.3110
0.0384

Roberto Bafumo
Facultad de Ciencias Agrarias
Universidad Nacional de Cuyo

Normalidad.
Normal Plot of Residuals
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8.4.3.3 Independencia.

Design-Expert® Software .
Area foliar media Reslduals vs. Run

Color points by value of
Area foliar media: 0.1239 —

I 0.3110
0.0384

]\A A AL
WWWK/“

-0.1089 —

Residuals

Run Number

8.5 Salida de modelos no recomendados por el software
8.5.1 Peso fresco

85.1.1 Modelo 2FI

ANOVA for Response Surface 2FI Model

Analysis of variance table [Classical sum of squares - Type ll]

Sum of Mean F p-value
Source Squares df Square Value Prob>F
Model 23.21 9 259 233 0.0557 not significant
A-Densidad 1.51 1 1.51 1.36 0.2577
B-Riego 17.51 1 17.51 15.72 0.0008
C-Sustrato 0.74 2 0.37 0.33 0.7209
AB 0.21 17 0.21 0.19 0.6716
AC 0.36 2 0.18 0.16 0.8500
BC 297 2 1.49 1.33 0.2858
Residual 2228 20 1.11
Lack of Fit 21.54 17 1.27 513 0.1017 not significant
Pure Error 0.74 3 0.25
Cor Total 45.59 29
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85.1.2 Modelo cuadratico

ANOVA for Response Surface Quadratic Model
Analysis of variance table [Classical sum of squares - Type ll]
Sum of Mean F p-value
Source Squares df Square Value Prob>F
Model 23.50 11 214 1.74 0.1432 not significant
A-Densidad 1.51 1 1.51 1.23 0.2816
B-Riego 17.51 1 17.51 14.27 0.0014
C-Sustrato 0.74 2 0.37 0.30 0.7431
AB 0.21 1 0.21 0.17 0.6867
AC 0.36 2 0.18 0.15 0.8629
BC 2.97 2 1.49 1.21 0.3210
Az 0.17 7 0.17 0.14 0.7109
B2 0.033 1 0.033 0.027 0.8723
Residual 22.08 18 123
Lack of Fit 21.35 15 1.42 5.76 0.0874 not significant
Pure Error 0.74 3 0.25
Cor Total 45.59 29

8.5.1.3 Modelo cubico

ANOVA for Response Surface Cubic Model (Aliased)

Analysis of variance table [Classical sum of squares - Type |l]

Sum of Mean F p-value
Source Squares df Square Value Prob>F
Model 30.85 19 1.62 1.10 0.4545 not significant
A-Densidad 1.51 1 1.51 1.03 0.3349
B-Riego 17.51 1 17.51 11.89 0.0063
C-Sustrato 0.74 2 0.37 0.25 0.7824
AB 0.21 1 0.21 0.14 0.7161
AC 0.36 2 0.18 0.12 0.8849
B8C 2.97 2 1.49 1.01 0.3989
Az 0.17 1 0.17 0.12 0.7382
B2 0.033 1 0.033 0.022 0.8847
ABC 1.40 2 0.70 0.47 0.6360
AB 0.18 1 0.18 0.12 0.7359
AzC 1.61 2 0.81 0.55 0.5947
AB? 2.52 1 2.52 1.71 0.2206
BC 1.84 2 0.92 0.62 0.5555
A3 0.000 o
B3 0.000 0
Residual 1474 10 1.47
Lack of Fit 13.99 7 2.00 8.09 0.0568 not significant
Pure Error 0.74 3 0.25
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8.6 Alto de planta

8.6.1 Modelo 2FI

ANOVA for Response Surface 2Fl Model

Analysis of variance table [Classical sum of squares - Type ll]

Sum of Mean F p-value
Source Squares df Square Value Prob>F
Model 8.46 9 0.94 5.04 0.0013 significant
A-Densidad 0.21 1 0.21 1.10 0.3061
B-Riego 5.29 1 5.29 28.35 < 0.0001
C-Sustrato 1.34 2 0.67 3.58 0.0468
AB 0.012 1 0.012 0.062 0.8052
AC 0.27 2 0.14 0.73 0.4941
B8C 1.34 2 0.67 3.60 0.0464
Residual 3.73 20 0.18
Lack of Fit 3.48 17 0.20 2.44 0.2521 not significant
Pure Error 0.25 3 0.084
Cor Total 12.20 29
8.6.2  Modelo cuadrético
ANOVA for Response Surface Quadratic Model
Analysis of variance table [Classical sum of squares - Type Il]
Sum of Mean F p-value
Source Squares df Square Value Prob>F
Model &.70 1 0.75 4.07 0.0042 significant
A-Densidad .21 1 .21 1.06 23170
E-Riego 529 1 529 2722 = (.00
C-Sustrato 1.34 2 0.67 344 0.0543
AB a.012 1 a.012 0.060 0.8093
AC .27 2 .14 Q.70 (2.5090
BC 1.34 2 0.67 345 0.0539
Az 9. 177E-004 1 9. 177E-004 4. 720E-003 0.9460
B2 022 1 022 1.14 0.3003
Residual 3.50 18 0.15
Lack of Fit 325 15 022 258 0.2365 not significant
Pure Error 025 3 0.084
Cor Total 1220 28
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8.6.2.1

Modelo cubico

ANOVA for Response Surface Cubic Model (Aliased)

Analysis of variance table [Classical sum of squares - Type Ill]

Sum of Mean F p-value
Source Squares df Square Value Prob>F
Model 10.83 19 0.57 416 0.0127 significant
A-Densidad 0.21 1 0.21 1.50 0.2483
B-Riego 5.29 7 5.29 38.62 < 0.0001
C-Sustrato 7.34 2 0.67 4.88 0.0332
AB 0.012 1 0.012 0.085 0.7765
AC 0.27 2 0.14 0.99 0.4036
8C 1.34 2 0.67 4.90 0.0329
Az 9. 177E-004 1 9. 177E-004 6.696E-003 0.9364
B2 0.22 0.22 1.61 0.2328
ABC 0.30 2 0.15 1.11 0.3664
AB 0.015 7 0.015 0.11 0.7497
AzC 0.41 2 0.21 1.51 0.2681
AB? 0.50 1 0.50 3.62 0.0863
B2C 0.90 2 0.45 3.27 0.0808
A3 0.000 (]
B3 0.000 0o
Residual 1.37 10 0.14
Lack of Fit 1.12 7 0.16 1.90 0.3213 not significant
Pure Error 0.25 3 0.084
Cor Total 12.20 29
8.6.3  Areafoliar
8.6.3.1  Modelo 2FI
ANOVA for Response Surface 2Fl Model
Analysis of variance table [Classical sum of squares - Type Il]
Sum of Mean F p-value
Source Squares df Square Walue Prob>F
Model 0.0359 9 4.318E-003 1.31 0.2841 not significant
A-Densidad 24785003 1 24785003 Q.75 0.3969
B-Riego a.029 1 a.029 8.64 a.o0081
C-Sustrato S.059E-004 2 4 5295004 a4 a.8728
AE 4 305E-003 1 4 305E-003 1.30 Q2673
AC 1.560E-003 2 7.800E-004 024 07920
BC 1.047E-003 2 5.233E-004 016 0.8547
Residual 0.0686 20 3.30TE-003
Lack of Fit 0083 17 3.702E-003 3.48 016863 not significant
Pure Error 31945003 3 1.0685E-003
Cor Total 0.10 29
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8.6.3.2 Modelo cuadratico

ANOVA for Response Surface Quadratic Model
|Analysis of variance table [Classical sum of squares - Type ll]
Sum of Mean E p-value
i Source Squares df Square Value Prob>F
|Model 0.048 1 4 210E-003 1.29 0.3042 not significant
A-Densidad 2.478E-003 1 2.478E-003 0.76 0.3948
B-Riego 0.029 1 0.029 8.76 0.0084
C-Sustrato 9.059E-004 2 4.529E-004 0.14 0.8712
AB 4.305E-003 1 4.305E-003 1.32 0.2655
AC 1.560E£-003 2 7.800E£-004 0.24 0.7897
BC 1.047E-003 2 5.233E-004 0.16 0.8529
Az 2.165E-004 1 2.165E-004 0.066 0.7995
B2 7.449E-003 1 7.449E-003 228 0.1480
g Residual 0.059 18 3.260E-003
Lack of Fit 0.055 15 3.698E£-003 3.47 0.1665 not significant
| Pure Error 3.194E£-003 3 1.065E-003
|Cor Total 0.10 29
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8.6.3.3

Modelo cubico

ANOVA for Response Surface Cubic Model (Aliased)

Analysis of variance table [Classical sum of squares - Type lI]

Source
Model
A-Densidad
B-Riego
C-Sustrato
AB
AC
B8C
A?
B2
ABC
AB
AC

BC
A3
g3
Residual
Lack of Fit
Pure Error
Cor Total

Sum of
Squares
0.070
2.478E-003
0.029
9.059E-004
4.305E-003
1.560E-003
1.047E-003
2.165E-004
7.449E-003
3.812E-003
2.502E-004
8.078E-003
5.708E-003
6.253E-003
0.000
0.000

0.035
0.032
3.194E-003
0.10

19

—
o o O -

B w ~

Mean
Square
3.666E-003
2.478E-003
0.029
4.529E-004
4.305E-003
7.800E-004
5.233E-004
2.165E-004
7.449E-003
1.906E-003
2.502E-004
4.039E-003
5.708E-003
3.126E-003

3.535E-003
4.594E-003
1.065£-003

Value
1.04
0.70
8.08
0.13
1.22
0.22
0.15

0.061
2.1
0.54

0.071
1.14
1.61
0.88

432

p-value
Prob>F
0.4974
0.4220
0.0175
0.8812
0.2956
0.8058
0.8643
0.8095
0.1773
0.5993
0.7956
0.3574
0.2326
0.4430

0.1285 not significant
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