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Prefacio

El 132 Workshop en Investigacion Agroalimentaria para jovenes investigadores (WIA2024) se
celebrd presencialmente el 13 de mayo de 2024 en la Escuela Técnica Superior de Ingenieria
Agrondémica de la Universidad Politécnica de Cartagena. Conté con unos 50 asistentes, que
pudieron conocer los principales avances en las recientes investigaciones de 30 doctorandos del
Programa de Doctorado en Técnicas Avanzadas de Investigaciéon y Desarrollo Agroalimentario
(TAIDA) e interactuar en busca de sinergias y posible cooperacién entre los Grupos de

Investigacion de los centros participantes (UPCT, CEBAS-CSIC e IMIDA).

La conferencia invitada fue a cargo de D. Carlos Ledd Orriach, ingeniero agrénomo y multi-
emprendedor quien hablé sobre “La I+D como pilar clave para emprender sin miedo” en base a su
dilatada experiencia, especialmente como fundador y CEO de IDAI Nature en 2009 y de VEGANIC
Nature en 2024. Paut6 acertadamente las claves para animar a los doctorandos a poner en valor

sus ideas e investigaciones y buscar en el emprendimiento una salida tras la Tesis Doctoral.

Como presidente del Comité Cientifico y Organizador del WIA2024, y Coordinador del Programa
TAIDA, quiero resaltar en esta nueva anualidad la elevada calidad de las contribuciones cientificas
presentadas. Los planes de investigacion expuestos por los doctorandos de primer afio auguran
avances significativos a corto plazo en el sector agroalimentario. Las presentaciones orales de los
trabajos de investigacion, realizadas por los doctorandos de segundo afio en adelante,
despertaron un gran interés cientifico y evidenciaron el notable potencial de los Equipos de
Investigacién involucrados en el doctorado en TAIDA. En nuestra Comision Académica, apostamos
por estos eventos cientificos para que los investigadores en formacién puedan adquirir durante
su etapa predoctoral la capacidad de resumir y difundir sus resultados a un publico heterogéneo

en un tiempo limitado.

Prof. Dr. Francisco Artés Hernandez
Coordinador del 132 Workshop en Investigacion Agroalimentaria (WIA2024)

Universidad Politécnica de Cartagena, Espafa
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Impacto de altas presiones hidrostaticas y pasteurizacion
térmica convencional, sobre el perfil fitoquimico vy
microbiologico de bebidas de citricos-maqui, durante el
almacenamiento

Impact of high hydrostatic pressure and thermal
pasteurization on the phytochemical and microbiological
profile for citrus-maqui beverages, during storage

E.]. Salar?*, P.M. Periago?, P.S. Fernandez?, R. Dominguez-Perles!, C. Garcia-Viguera!

1Laboratorio de Fitoquimica y Alimentos Saludables (LabFAS). Departamento Ciencia y Tecnologia de Alimentos.
CEBAS-CSIC. Campus de Espinardo, 25, 30100, Murcia, Espafia.

2Departamento de Ingenieria de los Alimentos y del Equipamiento Agricola, Universidad Politécnica de Cartagena,
Paseo Alfonso XIII, 48, 30203, Cartagena, Murcia, Espaiia.

*fjsalar@cebas.csic.es

Resumen

En el presente trabajo se compararon los efectos, sobre los compuestos fitoquimicos
bioactivos y el perfil microbiolégico, de las altas presiones hidrostaticas (HHP), como
procesado no térmico y la pasteurizacion clasica (TP), como procesado térmico, en bebidas
saludables de citricos y maqui. Para ello se compararon los tratamientos de HHP a 450 MPa
durante 180 s y TP a 85 °C durante 15 s. para determinar la vida util se almacenaron las
bebidas a 4 °C, durante 90 dias. Los resultados demostraron que ambas tecnologias
aseguran la estabilidad microbiolégica, durante todo el periodo de almacenamiento. En
cuanto a los compuestos fendlicos, las bebidas sometidas a HHP conservaron mejor los
flavonoides que las pasteurizadas, durante el periodo de vida util estudiado. Se puede
concluir que las HHP son una alternativa eficaz que logra una inactivacion microbiana
efectiva, extendiendo, ademas, la vida ttil de las bebidas de frutas, en cuanto a una mejor
conservacion de los compuestos bioactivos.

Palabras clave: antocianos; flavanonas; tecnologia no térmica; stevia.

Abstract

The effects of high hydrostatic pressure (HHP) compared to thermal pasteurization (TP)
were studied in healthy citrus-maqui beverages. The impact of the processing technologies
on the microbiological and phytochemical profile was assessed by applying HHP treatment
at 450 MPa for 180 s, and TP at 85 °C for 15 s. The shelf life was monitored during 90 days
at 4 °C. Both processing technologies ensured microbiological stability throughout the
storage period. Regarding phenolic compounds beverages subjected to HHP preserved the
flavonoid content better than thermally-treated, during 90 day-storage period. It could be
concluded that HHP is an effective alternative to thermal treatments, achieving effective
microbial inactivation and extending the shelf life of fruit and vegetable-based beverages,
by contributing to a better preservation of bioactive compounds.

Keywords: anthocyanins; flavanones; non-thermal technology; stevia.
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1. INTRODUCCION

Segin estudios recientes mas del 70% de los consumidores asocian las tecnologias
emergentes no térmicas con una mejor calidad nutritiva/sensorial del alimento (1), a la vez que
mas respetuosas con el medio ambiente (2).

Ademas, los consumidores son cada vez mas conscientes de la necesidad de incluir en sus
dietas productos a base de frutas y verduras y con menor contenido de aztcares, por lo que la
industria basa su estrategia en la adicion de otros edulcorantes no caléricos, como es el caso de la
stevia, en base a lo cual hemos realizado diversos trabajos previos (3), formulando bebidas en
base a citricos y maqui, con diversos endulzantes.

En cuanto a los diferentes métodos de procesado si bien la pasteurizacion clasica (TP) ha
sido capaz de garantizar la seguridad alimentaria y conseguir un alto grado de inactivacién
enzimatica, este procesado térmico tiende a degradar la calidad general de las bebidas, afectando
alos perfiles fitoquimico, sensorial y fisico-quimico (4) y, por tanto, repercutiendo en la capacidad
funcional de las mismas. Debido a lo anterior, se estan implantando nuevas tecnologias no
térmicas, como las altas presiones hidrostaticas (HHP), los campos eléctricos pulsados (PEF), los
ultrasonidos (US), o la luz ultravioleta (UV). De entre ellas, la mas extendida son las HHP, pues
garantiza la seguridad, preservan las caracteristicas organolépticas y nutricionales/fitoquimicas
de las bebidas (5), a temperaturas moderadas, ya que no afectan a los enlaces covalentes durante
el proceso de presurizacién, y por tanto las biomoléculas alimentarias se ven minimamente
degradadas.

Teniendo en cuenta lo anterior, el propoésito del presente estudio fue la optimizacion del
procesado, disefiado para la nueva bebida funcional de maqui-citricos, desarrollada previamente,
utilizando HHP (a 450 MPa/180 s), con el fin de minimizar la pérdida de compuestos bioactivos
(especialmente antocianosy flavanonas) y, en consecuencia, aumentar las propiedades saludables
de la bebida y mantener su seguridad a nivel microbiolégico durante 90 dias a 4 °C, en
comparacion con el tratamiento clasico de pasteurizacion (85 °C/15 s).

2. MATERIAL Y METODOS
2.1 Material y reactivos

El maqui fue proporcionado por Maqui en polvo New Life S.A. (Santiago, Chile), la stevia por
Agriestevia S.L (Murcia, Spain) y las bebidas citricas por Citricos de Murcia S.L. (Murcia, Espafia)
y AMC Grupo Alimentacién S.A. (Murcia, Espafia).

Los solventes metanol y acido féormico 98% se adquirieron en PanReac (Barcelona, Espaiia)
y los patrones: cianidina 3-0-glucosido (298% pureza) de TRansMIT (Geiben, Alemania),
hesperidina (298% pureza) de Merck (Darmstadt, Alemania). Finalmente, el Agar Plate Count
(PCA) y Agar Rosa de Bengala de Scharlab (Barcelona, Espafia). Todas las soluciones se
prepararon con agua ultrapura de un sistema de purificaciéon de agua ultrapura Milli-Q Advantage
A10 (Millipore, EE. UU.).

2.2 Disefo experimental

Se sigui6 la formulacion, previamente desarrollada de maqui y citricos (6), ala que se afiadi6
stevia como edulcorante, para ser, posteriormente, procesadas mediante 1) pasteurizacion (85 °C
15 s) y 2) altas presiones hidrostaticas (450 MPa 180 s). Inmediatamente después las bebidas se
almacenaron a 4 °C durante 90 dias, tomando muestras a los dias: 0, 7, 15, 30, 45, 60 y 90. Todas
las determinaciones analiticas se llevaron a cabo por triplicado.

2.3 Andlisis microbioldgico

Las cuantificaciones de mohos y levaduras se realizaron sembrando las muestras en Agar
Rosa de Bengala (RBA), seguido de incubacién durante 5 dias a 25 °C. Los recuentos de bacterias
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aerobias mesdfilas y psicrdfilas se realizaron en medio Plate Count Agar (PCA), incubados durante
48 h a 30 °C y durante 10 dias a 5 °C, respectivamente. Los recuentos microbianos se expresaron
como unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL). (4)

2.4 Identificacidn y cuantificacién de compuestos fendlicos

La identificacion y cuantificacion de compuestos fendlicos se realiz6 aplicando el método de
Salar et al. (6) mediante HPLC-DAD. Los antocianos se cuantificaron como cianidina 3-0-glucésido
a 520 nm. Las flavanonas se cuantificaron como hesperidina a 280 nm. Los resultados se
expresaron como contenido total de antocianos o flavanonas en mg por 100 mL de bebida.

2.5 Andlisis estadistico

Los resultados se expresaron como la media + SD (n = 3). Se realiz6 la prueba t de Student
para comparar dos condiciones. El andlisis estadistico se realiz6 con el software SPSS 19.0 (LEAD
Technologies, Inc., Chicago, IL, EE. UU.). El nivel de significancia estadistica se establecié en p <
0.05.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Se identificaron y cuantificaron los antocianos (cianidinas y delfinidinas) y flavanonas
individuales, descritos en trabajo previos del grupo (Salar et al. (6)), obteniendo concentraciones
totales iniciales de antocianos y flavanonas, de 19.25 * 0.24 mg/ 100 mL y 17.89 + 0.12 mg/ 100
mlL, respectivamente, en promedio, para los tratamientos de HHP y TP.

Durante el almacenamiento se observé una disminucién general de los compuestos
fendlicos en ambos tratamientos, si bien las diferencias no fueron significativas (p > 0.05) entre
HHP y TP, en la concentraciéon de antocianos, mientras que si lo fueron (p < 0.001) para las
flavanonas. Con respecto a los antocianos, la tasa de degradacién fue gradual, con porcentajes
finales de pérdida de 38 y 41%, para HHP y TP, respectivamente, tras los 3 meses de
almacenamiento a 4 °C, (Fig. 1). Por otro lado, las bebidas tratadas por HHP lograron mantener
constante la concentracion inicial de flavanonas durante los 90 dias de vida qtil, con una pérdida
final de tan so6lo del 4%. Mientras que las bebidas procesadas por TP, sufrieron una pérdida
progresiva de la concentracién de flavanonas, alcanzando un 18% de pérdida final tras los 90 dias
(Fig. 2). Estos resultados confirmaron que los tratamientos con altas presiones conservan en
mayor medida el contenido de los compuestos fenolicos de las bebidas formuladas, en
comparacion con el tratamiento térmico, como ha sido descrito en estudios previos (7).

En cuanto al andlisis microbiolégico, tanto para los microorganismos mesofilos totales
como para los psicrofilos, los resultados fueron <10 UFC/mL, para todas las bebidas,
independientemente del tipo de procesado (datos no mostrados), después de 90 dias de vida util.
Para mohos y levaduras, los resultados fueron <100 UFC/mL para todas las condiciones (datos no
mostrados) después de 90 dias de almacenamiento.

4. CONCLUSIONES

La aplicaciéon de HHP es efectiva para la conservacién de la seguridad microbiolégica y la
estabilidad de todos los compuestos bioactivos (antocianos y flavanonas) presentes en las bebidas
de citricos-maqui. En concreto, tanto HHP como TP garantizan la seguridad microbiologica
durante la vida util estudiada. Respecto a los compuestos bioactivos, las HHP muestra una menor
degradacion, en relacion a la pasteurizacion, de los flavonoides, durante el almacenamiento,
preservando, por tanto, las propiedades saludables de las bebidas.

Debido a estos resultados, los HHP pueden considerarse como una alternativa efectiva al TP
convencional en la industria alimentaria para la produccién de bebidas a base de frutas con alta
calidad funcional.
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Resumen

La Region de Murcia es un referente nacional en el cultivo de uva de mesa, siendo el
principal productor y exportador del pais, ademas cuenta con programas de obtencion de
nuevas variedades de uva de mesa que se cultivan por todo el mundo. El principal objetivo
de este trabajo es el estudio de compuestos fenoélicos individuales en nuevos hibridos de
uva de mesa con calidad nutricional demostrada por sus elevados contenidos en
Compuestos Fenolicos Totales (CFT) y en Capacidad Antioxidante Total (CAT). Los nuevos
hibridos generados, tras el cruzamiento de Alicante Bouschet (AB) x Itumfifteen (IT-15),
se definieron como hibridos ‘de pulpa sin coloraciéon’ (PSC) y ‘de pulpa con coloracion total’
(PCT). En las determinaciones de compuestos fendlicos individuales por cromatografia
liquida, los hibridos PCT han registrado valores superiores en comparacion a los hibridos
PSC. En concreto, reportaron el doble de flavonoles y 12 veces mas cantidad de
antocianinas. En conclusion, los nueveos hibridos PCT estan enriquecidos en compuestos
bioactivos fundamentalmente en flavonoides (antocianinas y flavonoles).

Palabras clave: Vitis vinifera L.; uvas tintoreras; fitoquimicos; malvidina; kaempferol.

Abstract

The Region of Murcia is a national benchmark in the cultivation of table grapes, being the
main producer and exporter in the country, also has programs for the development of new
varieties of table grapes that are cultivated around the world. The main objective of this
work is the study of individual phenolic compounds in new table grape hybrids with
proven nutritional quality due to their high contents in Total Phenolic Compounds (CFT)
and Total Antioxidant Capacity (CAT). The new developed hybrids, after the crossbreeding
of Alicante Bouschet (AB) x Itumfifteen (IT-15), were defined as 'non-colored flesh' (PSC)
hybrids and ‘red flesh' (PCT) hybrids. In the determinations of individual phenolic
compounds by liquid chromatography, the new PCT hybrids have obtained higher values
compared to the PSC hybrids, specifically they were 2-fold higher in flavonols and 12-fold
higher in anthocyanins. In conclusion, these new PCT hybrids are enriched in bioactive
compounds, mainly flavonoids (anthocyanins and flavonols).

Keywords: Vitis vinifera L.; teinturier grapes; phytochemicals; malvidin; kaempferol.
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1. INTRODUCCION

En la actualidad se produce en el mundo aproximadamente la misma cantidad de uva de
mesa que de uva destinada para vinificacion, algo que histéricamente es insélito (1). En este
panorama, la Regién de Murcia es un referente nacional en el cultivo de uva de mesa, siendo el
principal productor y exportador del pais, cuenta ademas con programas de obtencidn de nuevas
variedades de uva de mesa que se cultivan por todo el mundo (2). El consumo de uva de mesa en
Espaia, Europay en general en el mundo se consolida al alza, por su facilidad de consumo debido
ala no presencia de semillas, piel fina y textura crujiente. Con gran aporte nutricional, a la uva se
le asocia un importante contenido en compuestos nutracéuticos. Los compuestos nutricionales y
fitoquimicos, diferenciados entre si, pero actuando de forma conjunta, reportan propiedades
beneficiosas para el ser humano y se presentan como fundamentales para un estilo de vida
saludable (3). Los compuestos bioactivos de interés en uva de mesa son compuestos fendlicos y
se clasifican en base a su estructura quimica y su complejidad en dos grandes grupos: flavonoides
(flavonoles, antocianinas y flavan-3-oles) y no-flavonoides (acidos fendlicos, estilbenos). El
objetivo del presente trabajo fue el estudio de estos compuestos bioactivos de las uvas,
potenciados en uvas de pulpa tinta.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Material vegetal

El material vegetal estudiado ha sido fruto del cruzamiento de dos variedades: Alicante
Bouschet cv. (AB) x Itumfifteen cv. (IT-15). Ademas de estos dos parentales, se trabajé con seis
hibridos de la poblacién resultante: hibridos con ‘pulpa sin colorear’ -PSC- (ABxIT_5, ABxIT_8 y
ABxIT_14) e hibridos con ‘pulpa con coloracién total’ -PCT- (ABxIT_17, ABxIT_33 y ABxIT_50).
Todos los hibridos fueron verificados con calidad organoléptica semejante a variedades
comerciales y con calidad fisicoquimica demostrada de acuerdo a estandares comerciales. Los
muestreos tuvieron lugar en la ‘Finca Cuatro Vientos’, una finca experimental de Investigaciéon y
Tecnologia de Uva de Mesa (ITUM) en Blanca (Murcia, Espafia). Se llevaron a cabo en julio y agosto
durante 2022 y 2023. El contenido de s6lidos solubles totales promedio en la cosecha varié de
16,1 £ 0,5 a 23,8 + 5,8 °Brix, mientras que la acidez titulable oscilé entre 3,7 + 0,9 a 6,3 £ 0,9 g de
acido tartarico L-1. Los promedios de temperatura en la toma de muestras fueron de 25,5y 26,5
°C y la humedad relativa de 44,5 a 46 %. Las muestras fueron conservadas a -80 °C tras su
recoleccion hasta la preparaciéon y determinaciéon de los compuestos fendlicos individuales
durante noviembre y diciembre de 2022 y 2023.

2.2 Preparacién de muestras

Se tomaron un total de 20 bayas por muestra con las que se obtuvo el extracto para proceder
a las determinaciones de compuestos fendlicos individuales por cromatografia liquida de ultra
alta eficiencia (U-HPLC). Para ello se trabajo con la parte comestible (piel y pulpa) de las muestras
liofilizadas realizando una extraccién metanoélica conforme a lo descrito por Crespo et al. (4).

2.3 Determinacion de compuesto fendlicos individuales

Un volumen de 10 pL de extracto filtrado de las muestras fue empleado para los analisis de
U-HPLC (Shimadzu, Kyoto, Japan) segin Artés-Hernandez et al. (5). Se identificaron y
cuantificaron acidos fendlicos, estilbenos, flavonoles y antocianinas. Estos valores se reportaron
en g de equivalentes de acido galico (GAE) kg! de peso seco (ps), g resveratrol kg1 ps, g quercitina
kg1 ps y g malvidina kg! ps, respectivamente.

2.3 Tratamiento estadistico

Se ha realizado un andlisis de estadistico con el programa SPSS Statistics (v. 25 IBM,
Armonk, Nueva York, EE.UU.). Se hizo un analisis de varianza (ANOVA) de un tnico factor, donde
el factor fue la variedad o hibrido y las variables han sido cada una de las mediciones efectuadas.

15



13° Workshop en Investigaciéon Agroalimentaria para jovenes investigadores. Cartagena, 13 de mayo 2024

3. RESULTADOS Y DISCUSION

El contenido en compuestos fendlicos totales (CFT) en los hibridos se calculé como la suma
de los compuestos individuales. La cantidad de compuestos fendlicos individuales varié entre
2,24+0,33y5,19+0,61 g GAE kg1 ps de acidos fendlicos, entre 0,06+0,02 y 0,11+0,00 g resveratrol
kg! ps de estilbenos, entre 0,47%0,10 y 1,92+0,02 g quercitina kg! ps de flavonoles, y entre
0,14+0,05y 3,79+1,13 g malvidina kg1 ps de antocianinas. Las mayores diferencias entre hibridos
PSC y PCT se encontraron en flavonoles y antocianinas, en concreto los hibridos PCT mostraron
el doble de flavonoles y 12 veces mas cantidad de antocianinas en comparacién con los de PSC.

Estudios previos han demostrado la presencia de diversos acidos fendlicos en uva, de
similar composicidn, pero con gran variabilidad en la cantidad en funcién a la variedad de uva y
su cultivo. Lago-Vanzela et al. (6) identificaron los acidos caftarico, coutarico y fertarico en las
variedades de uva de mesa ‘BRS Morena’ y ‘BRS Clara’. Mota et al. (7) identificaron los compuestos
de acido galico y acido cafeico en ‘Alphonse Lavallée’ y en ‘Cardinal’. Se detectaron valores
similares a los del presente trabajo en cuanto a estilbenos en un estudio comparativo de 67 uvas
de mesa sin semillas del Banco de Germoplasma de Vid de ‘El Encin’ (Madrid) realizado por Izcara
et al. (8), que identificaron y cuantificaron el resveratrol entre 0,03 £ 0,01y 0,2 + 0,03 mg 100 g*
pf. Al respecto de los flavonoles, con el kaempferol como principal compuesto en uva de mesa,
Muzolf-Panek y Waskiewicz (9) encontraron los mismos valores respecto a este trabajo para la
variedad ‘Black Magic’, valores hasta dos veces superiores en ‘Autumn Royal’ e inferiores en ‘Red
Globe’. En cuanto al contenido en antocianinas se detectaron grandes diferencias entre uvas PSC
y PCT de nuestro trabajo. La baja cantidad de antocianinas encontradas en hibridos PSC son
comparables con valores de 0,17 g kg-! pf mostrados por Artés-Hernandez et al. (5) en uva de mesa
‘Napoledn’. La alta cantidad de antocianinas encontradas en hibridos PCT son comparables con
valores de 0,7 g kg1 pfen la piel y 0,03 g kg1 pf en la pulpa en total obtenidos por Guan et al. (10)
en la variedad tintorera 'Yan-73".

4. CONCLUSIONES

Los nuevos hibridos PCT estan enriquecidos nutricionalmente en compuestos fendlicos,
especialmente en acidos fendlicos y estilbenos y con un aporte extraordinario en flavonoides
(antocianinas y flavonoles). Nuestros resultados contribuyen a las empresas del sector de uva de
mesa a brindarles la posibilidad de verificar la riqueza a nivel de compuestos fendlicos de acuerdo
con las caracteristicas particulares de piel y pulpa de las variedades que cultiven.
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Figura 1. Flavonoles determinados en bayas [piel (barra inferior) + pulpa (barra superior)] de los parentales
estudiados, AB: ‘Alicante Bouschet’, IT-15: ‘Ttumfifteen’, y los hibridos de la poblacién en estudio ABxIT_i. Los

resultados mostrados son el promedio y la desviacion estandar de los afios de estudio 2022 y 2023. Diferentes letras

representan diferencias significativas entre muestras (p<0,05). ps: peso seco.
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Figura 2. Antocianinas determinados en bayas [piel (barra inferior) + pulpa (barra superior)] de los parentales
estudiados, AB: ‘Alicante Bouschet’, IT-15: ‘Itumfifteen’, y los hibridos de la poblacién en estudio ABxIT_i. Los
resultados mostrados son el promedio y desviacion estandar de los afios de estudio 2022 y 2023. Diferentes letras

representan diferencias significativas entre muestras (p<0,05). ps: peso seco.
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Resumen

Los subproductos del vino constituyen materiales infrautilizados, fuente de compuestos
(poli)fendlicos con capacidad de mitigar procesos inflamatorios, como los asociados a la
enfermedad inflamatoria intestinal. La estabilizacion de dichos materiales para su
utilizacion como ingrediente alimentario, mediante la aplicacién de procesos térmicos
modifica el perfil (poli)fenélico de estos materiales. Por lo tanto, son necesarias
caracterizaciones adicionales en relacion con la actividad anti-inflamatoria de raspodn,
bagazo y lias de vino. Este analisis evidencio la capacidad de los extractos (poli)fendlicos
obtenidos de regular marcadores y mediadores de inflamacion intestinal (6xido nitrico, asi
como las interleucinas IL-6, IL-8 y TNF-a), in vitro, evidenciando su interés como
potenciales ingredientes funcionales.

Palabras clave: Subproductos vitivinicolas; Deshidratacién térmica; Polifenoles; inflamacién
intestinal; ingrediente funcional.

Abstract

Wine by-products constitute underused materials, a source of (poly)phenolic compounds
with the capacity to mitigate inflammation, such as those associated with inflammatory
bowel disease. The stabilization of these materials for their use as a food ingredient,
through the application of thermal processes, would modify the (poly)phenolic profile of
these materials. Thereby, additional characterizations concerning the anti-inflammatory
capacity of stabilized grape stems, grape pomace, and wine lees are required. This analysis
showed the capacity of the (poly)phenolic extracts obtained to regulate the expression of
markers and mediators of intestinal inflammation (nitric oxide, as well as the interleukins
IL-6, IL-8, and TNF-a), in vitro, suggesting their interest as potential functional ingredients.

Keywords: Winery by-products; Thermal dehydration; (Poly)phenols; intestinal inflammation;
functional ingredient.

1. INTRODUCCION

La uva (Vitis vinifera L.) es un fruto empleado en una proporciéon significativa en la
elaboracién de vino. Esta actividad socioeconémica esta asociada con la produccién de grandes
cantidades de subproductos s6lidos (raspén y bagazo) y semisdlidos (lias del vino). La falta de
procesos de valorizacion adecuados para estos subproductos hace que tengan un impacto
negativo en medio ambiente, asi como en la sostenibilidad y competitividad de las industrias
vitivinicolas (1). La caracterizacion de estos materiales en relaciéon con su contenido en
compuestos polifendlicos bioactivos, ha permitido el desarrollo de nuevas alternativas de
valorizacion de los subproductos del vino. En estos materiales, el perfil polifenélico esta
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representado por cinco subclases: proantocianidinas y derivados de catequinas, acidos fendlicos,
estilbenos, flavonoles y antocianos (2). Con base en esta composicion, los subproductos
vitivinicolas podrian constituir fuentes alternativas como compuestos nutracéuticos con una
notable actividad biolégica (antiinflamatoria, antioxidante e inmunomoduladora) (3),
estrechamente relacionada con la prevencion de la enfermedad inflamatoria intestinal (4).

El objetivo del trabajo fue evaluar los subproductos vitivinicolas (raspén, bagazo y lias de
vino) estabilizados en relacién a su capacidad para modular la expresion de marcadores y
mediadores inflamatorios (6xido nitrico (NO) y las interleucinas proinflamatorias IL-6, IL-8 y
TNF-a, en un modelo in vitro de inflamacién intestinal.

2. MATERIAL Y METODOS
2.1 Reactivos quimicos

Los patrones de catequina, acido clorogénico, resveratrol, quercetina glucésido y cianidina
3-0-glucédsido se adquirieron en Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania). Los solventes grado LC-MS
de JT Baker (Phillisburg, NJ, EEUU). El agua ultrapura fue MilliQ®. Los kits de IL-6, IL-8 y TNF-a de
Abcam (Cambridge, UK). Tripsina-EDTA, medio EMEM, L-glutamina, suero fetal bovino,
penicilina/estreptomicina y aminoacidos esenciales de Gibco (ThermoFisher Scientific, Madrid,
Espaiia).

2.2 Material vegetal y procesado

Las Bodegas Vifa Elena (Jumilla, Murcia, Espafa) suministro los subproductos vitivinicolas
(raspon, bagazo y lias) procedentes de uva (Vitis vinifera L. var. Monastrell) de cultivo ecolégico,
los cuales se desecaron aplicando un gradiente de 75-60 °C durante 10 horas, seguido de un
postsecado a 40 °C, hasta alcanzar un peso constante. El material estabilizado fue molido y
conservado a temperatura ambiente, protegido de la luz hasta procesado para la obtencién de
extractos polifendlicos.

2.3 Determinacidn del perfil polifendlico cualitativo y cuantitativo por HPLC-PDA-ESI-MSn

La separacion cromatografica y el analisis por espectrometria de masas se realizaron de
acuerdo con la metodologia descrita por Costa-Pérez et al., (2).

2.4 Linea celular, modelo de barrera intestinal monocapa

La linea celular colorrectal humana Caco-2 (ATCC®HTB37, Coleccion Americana de
Cultivos Tipo (ATCC, Rockville, MD, USA)) fue cultivada de acuerdo con las condiciones descritas
por Costa-Perez et al.,, (3).

2.5 Andlisis estadistico

Se realizd el anadlisis de varianza (ANOVA, p <0.01) y las diferencias detectadas fueron
categorizadas de acuerdo con la prueba de rangos multiples de Tukey (n=6). Programa SPSS 25.0
(Chicago, IL, USA).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

La capacidad de los subproductos de la industria vitinicola estabilizados mediante un
proceso térmico de deshidratacién se evalué mediante el andlisis del perfil de marcadores y
mediadores inflamatorios (6xido nitrico (NO), y las interleucinas IL-6, IL-8 y TNF-a (4)), cuya
expresion en un modelo in vitro de barrera intestinal monocapa fue inducida mediante la
aplicacion de la interleucina proinflamatoria IL-1f.

De forma general, los extractos (hidrometandlicos) polifendlicos de rasp6n, bagazo y lias de
vino evidenciaron capacidad para disminuir un 50%, de media, la expresion de NO, siendo el
bagazo el subproducto cuyo contenido polifendlico desarroll6 esta actividad biolégica de forma
mas eficiente (Fig. 4-A).
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En relacion con la interleucina proinflamatorio IL-6, su desregulacién es un factor critico
para el desarrollo de inflamacién croénica (5). Los extractos polifendlicos de los subproductos
liofilizados indujeron modificaciones en la expresion de IL-6 especificos para cada uno de ellos.
En tanto que los extractos de raspdn y bagazo redujeron su expresion, esta solo fue
estadisticamente significativa para el bagazo (Fig. 4-B). En el caso de las lias del vino se observa
un aumento de la secrecién de IL-6 (Fig. 4-B), lo que podria estar relacionado con un aumento de
la respuesta inflamatoria asociada con la presencia de fragmentos peptidicos o lipopolisacaridos
de bacterias lacticas y levaduras responsables de la fermentacion del mosto durante la
elaboracién de vino.

Los niveles del mediador proinflamatorio IL-8, un factor quimiotactico y de activaciéon de
células inmunocompetentes implicadas en los procesos inflamatorios 5), inducidos por IL-1f3
fueron reducidos de forma estadisticamente significativa por los extractos polifendlicos de todos
los subproductos analizados en una proporcién equivalente (Fig. 4-C).

Finalmente, el analisis del efecto modulador de la expresion del mediador proinflamatorio
TNF-a evidencié una reduccion significativa de su sintesis mediada por el perfil polifendlico de las
lias de vino y, en menor medida, del raspén, en tanto que no fue detectada capacidad moduladora
de esta interleucina por parte de la fraccion polifenélica del bagazo (Fig. 4-D). Este resultado es
relevante dadas las funciones inmunomoduladoras de esta interleucina durante el proceso
inflamatorio, en relacién con la proliferacién celular, su maduracién y la diferenciaciéon hacia
células presentadoras de antigeno y células efectoras y la induccion de necrosis (que contribuye
a perpetuar el estado inflamatorio) (6).

4. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos sugieren un potencial interés de los subproductos enolégicos
como ingredientes funcionales de utilidad en la prevencién de procesos inflamatorios y, de forma
especifica de la enfermedad inflamatoria intestinal. No obstante, para su aplicaciéon practica y
utilizacién futura, serd preciso el andlisis de la bioaccesibilidad de la fracciéon polifendlica
caracterizada en el presente trabajo, en relacién con sus propiedades antiinflamatorias y
confirmar la persistencia o modificacion de tales capacidades bioldgicas, reforzando asi el
potencial de estos residuos alimentarios como nuevo recurso biotecnolégico de alto valor
afiadido.

5. AGRADECIMIENTOS

Esta investigacion ha sido cofinanciada por el Ministerio de Ciencia e Innovacion y la Fundacién
de Cienciay Tecnologia de la Region de Murcia - Fundacién Séneca, a través del proyecto European
Union-Next Generation EU PRTR-C17.11. Asimismo, este trabajo ha sido cofinanciado por el
Proyecto del Ministerio de Ciencia e Innovacién de Espafia y fondos European Union-
NextGenerationEU/PRTR CNS2022-135588, MCIN/AEI /10.13039/501100011033. El contrato
de Paola Sanchez-Bravo esta financiado por una beca del Ministerio de Universidades de Espaiia
con el objetivo de formar joévenes doctores (Margarita Salas, 04912/2021), aplicando fondos
European Union-Next Generation EU.

6. REFERENCIAS

1. Machado NFL, Dominguez-Perles R. Addressing Facts and Gaps in the Phenolics Chemistry of Winery By-
Products. Molecules. 2017; 22(2).

2. Costa-Pérez A, Medina S, Sdnchez-Bravo P, Dominguez-Perles R, Garcia-Viguera C. The (Poly)phenolic Profile of
Separate Winery By-Products Reveals Potential Antioxidant Synergies. Molecules. 2023; 28(5): 2081.
3. Costa-Pérez A, Sanchez-Bravo P, Medina S, Dominguez-Perles R, Garcia-Viguera C. Bioaccessible Organosulfur

Compounds in Broccoli Stalks Modulate the Inflammatory Mediators Involved in Inflammatory Bowel Disease.
Int ] Mol Sci. 2024; 25: 800.

4. Brodkorb A, Egger L, Alminger M, Alvito P, Assuncdo R, Ballance S, et al. INFOGEST static in vitro simulation of
gastrointestinal food digestion. Nat Protoc. 2019; 14(4): 991-1014.

20



13° Workshop en Investigaciéon Agroalimentaria para jovenes investigadores. Cartagena, 13 de mayo 2024

2007; 15(6): 252-9.

Cells. 2021; 10(12): 3492.

Sharma JN, Al-Omran A, Parvathy SS. Role of nitric oxide in inflammatory diseases. Inflammopharmacology.

Huang FC. The Interleukins Orchestrate Mucosal Immune Responses to Salmonella Infection in the Intestine.

3 3007 b 1201 .
£ 2501 = 100
8 g G
£ c 2007 E 801
= _ £ b
= = b
s 5 150 B . %. 60 == a
= 3 1 L : ==
6; 100 a E = 3 40 El
- 501 20
=
IL-B Rasnd B Lias de vi IL-B Rasod B Lias de vi
(25 ng/mL) aspon agazo Llas ce vino (25 ng/mL) aspon agazo Lias de vino
IL-p IL-B
(25 ng/mL) (25 ng/mL)
C Matriz D Matriz
4001 b 701
o{ = g0l ¢ c
I 3001 £ 501 @ b
g 2501 540_ T
2 2001 g ==
o o 301
@ 1501 N
= 1007 . a Z 27 a
50 — a 'Ig- E
IL-B S— - I p— IL-B — . Ty
(25 ng/mL) @spon agazo Lias devino (25 ng/imL) Raspon agazo Lias de vino
IL-B IL-B
(25 ng/mL) (25 ng/mL)

Matriz

Matriz

Figura 1. Capacidad del extracto de subproductos del vino, rico en polifenoles, para modular el
oxido nitrico (A) y las interleucinas IL-6, (B), IL-8 (C) y TNF -a (D), marcadores secretados por
las células Caco-2 expuestas a un estimulo inflamatorio (25 ng/mL IL-1). Las letras mintsculas
distintas indican valores significativamente diferentes en p <0.01 segun los analisis de varianza
unidireccional (ANOVA) y la prueba de rangos multiples de Tukey (n = 6).
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Resumen

Los residuos generados de la industria citricola alcanzan el 40% de su produccion, siendo
principalmente pieles. Estos desechos contienen una elevada cantidad de compuestos
fendlicos, incluso mayor que las partes consumidas, lo que hace interesante su
revalorizacion mediante su extraccion y aprovechamiento. El objetivo ha sido optimizar la
extraccion asistida por microondas (MWAE) de compuestos bioactivos en pieles de limdn,
como tecnologia verde innovadora. Se ha observado una elevada eficiencia de extraccion
optimizando los parametros de temperatura, tiempo y porcentaje de etanol:agua del
disolvente. Los compuestos fenoélicos totales (CFT) y la capacidad antioxidante total (CAT)
de los extractos confirman recuperaciones hasta un 157% y un 152% superiores. Ello
permitira una elevada recuperacion y menor consumo de disolventes, energia y tiempo
siendo la MWAE una de las técnicas mas prometedoras por su rendimiento y rapidez.

Palabras clave: Subproducto; Citrus limon; extraccion; tecnologias verdes; flavonoides.

Abstract

The waste generated from citrus industry reaches 40% of the total production, being
mainly composed of skins. These byproducts contain high amounts of phenolic compounds,
even higher than the parts consumed; so, they can be revalued through their extraction and
application. The objective has been to optimize the microwave assisted extraction (WWAE)
of bioactive compounds in lemon peels, as an innovative green technology. Results report
high extraction efficiency by optimizing the parameters of temperature, time, and the
ethanol-to-water ratio of the solvent. The total phenolic compounds (TPC) and total
antioxidant capacity (TAC) of the extracts confirm recoveries up to 157% and 152%. This
will allow for high recovery and less consumption of solvents, energy, and time, with MWAE
being one of the most promising techniques due to this performance and speed.

Keywords: Byproduct; Citrus limon; extraction; green technologies; flavonoids.

1. INTRODUCCION

La cadena de suministro alimentario se divide en varias etapas desde la produccién hasta el
consumo. En todas ellas se afronta el grave problema existente de la pérdida y el desperdicio
alimentario. La magnitud de las pérdidas varia en funcién del estado y la naturaleza del producto.
En el caso de frutas y hortalizas se alcanzan pérdidas de hasta el 40% de la produccién global, lo
que supone un impacto econémico y medioambiental negativos. Encuadrar esta industria en un
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modelo de economia circular es clave para alcanzar su desarrollo sostenible. Para ello, una de las
estrategias adoptadas es la revalorizaciéon de los subproductos mediante la extracciéon y
aprovechamiento de los compuestos bioactivos que contienen con propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias y antimicrobianas.

Se han desarrollado numerosas metodologias de extraccion para reducir costes, disolventes
y aumentar la eficiencia en los compuestos bioactivos extraidos. Destacan Tecnologias Verdes que
no requieren tratamiento térmico. Los resultados obtenidos mediante fluidos supercriticos,
ultrasonidos (USAE), microondas (MWAE) y tratamiento enzimatico (EAE) son muy
prometedores (1). La técnica MWAE emplea radiaciéon electromagnética. Esta energia no
ionizante facilita el movimiento molecular por conduccién iénica y rotaciéon de dipolos, lo que
produce friccién entre las moléculas y calor. Se favorece la migracién de los compuestos bioactivos
del interior de las células al disolvente, reduciendo el tiempo, energia y cantidad de disolvente (2).

Los citricos son una fuente de multitud de metabolitos secundarios, especialmente
compuestos fendlicos (flavonoides y acidos fenolicos) y acidos organicos. Para la industria del
zumo se destina cerca del 80% de la produccion citricola total, donde se desecha entre el 40 y el
60% en peso de la fruta, entre semillas, pieles y pulpa. Los subproductos generados son ricos en
polifenoles, por lo que interesa su revalorizacion (3). A pesar de los estudios publicados, es
necesario optimizar las condiciones para aumentar la eficiencia y rendimiento de extraccién (4).

El objetivo ha sido la extracciéon de compuestos fendlicos de pieles de Citrus limon mediante
MWAE optimizando las proporciones de etanol y agua del disolvente y las condiciones de
temperatura y tiempo para lograr la mayor eficiencia y rendimiento.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Materiales, reactivos e instrumentacién

Subproductos de pieles de limén (Citrus limon). Reactivo de Folin Ciocalteu 2 N, NaOH,
Na,COs3, Trolox, acido galico y ABTS de Sigma-Aldrich. Etanol de grado pharma de PanReac y agua
ultrapura (18,2 MQcm, desionizador Milipore). Liofilizador Telstar® LyoBeta (Terrassa, Espaia).
Molinillo (tamafio de poro < 0,1 mm). Microondas Milestone SK-10 Ethos up (Italia). Centrifuga
Eppendorf 5810R (Hamburgo, Alemania). Lector de placas Tecan Infinite M200 (Maneford, Suiza).

2.2 Metodologia

Previo a la extraccion, las pieles de limén se secaron por liofilizacién y se molieron con un
tamafio de poro inferior a 0,1 mm para obtener un material homogéneo. Se prepararon muestras
de 2 g de subproducto y se sometieron a una extraccion so6lido-liquido asistida por microondas.
En todas ellas se utilizaron 20 mL de disolvente y se sometieron a 12 tratamientos con tres
réplicas cada uno (n=3). Las variables estudiadas fueron: el disolvente (100% agua, 50%:50%
etanol:agua y 75%:25% etanol:agua), la temperatura (35 °Cy 50 °C) y el tiempo (5 y 20 min). Se
tomd como control (CTRL) el extraido con 0:100 etanol:agua y sin tratamiento MWAE. Realizadas
las extracciones se centrifugaron las muestras durante 10 min a 3220 g, se aislaron los
sobrenadantes mediante filtros PA y PTFE 0,45 um y se conservaron a -80 °C hasta los analisis.

Se determinaron los compuestos fendlicos totales (CFT), en base a Singleton et al., en placas
de 96 pocillos (5). Sobre 19 uL de muestra se adicionaron 29 pL de reactivo de Folin-Ciocalteu 1
N y, pasados tres minutos, 193 uL de una solucién de NaOH (2%) y Na;COs3 (0,4%). Tras 1 h de
incubacién en oscuridad a temperatura ambiente se midi6 la absorbancia a 750 nm. La calibracién
por patrén externo permitié expresar la concentracion de CFT en g de acido galico (GAE) kg1 de
peso seco (ps). También se determiné la capacidad antioxidante total (CAT) por el método del
radical libre ABTS, adicionando a 11 uL de cada muestra, 200 pL de la disoluciéon de ABTS 7 mM
ajustada a pH 5 con tampodn acetato. Pasados 30 min se ley6 la absorbancia a 414 nm (6). Estos
resultados se expresaron como g Trolox eq kg1 ps.
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2.3 Tratamiento estadistico

La significancia estadistica de las diferencias se evalué con el software Graph Pad Prism
(v.8.0.2) mediante test ANOVA de dos vias y prueba t-Student de Welch.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Tras la determinacién de los CFT y la CAT de las extracciones de piel de limén por
microondas con cada variable continua evaluada (tiempo, temperatura y % de etanol:agua) se
determinaron los porcentajes en los que estos valores superaban lo reportado por el CTRL. En la
Fig. 1y 2 estan representados dichos porcentajes para los andlisis de CFT y CAT, respectivamente.
Asi, los parametros que proporcionan mayores porcentajes son los mas adecuados. En ambas
Figuras se puede observar que al utilizar el tratamiento MWAE y cierta concentracion de etanol
en el disolvente el rendimiento en la extraccién mejora considerablemente con respecto al CTRL.

Tanto para CFT como para CAT se ha comprobado que existen diferencias significativas
entre los porcentajes de etanol utilizados (0%, 50% y 75%), obteniéndose mayor rendimiento con
un 50:50 etanol:agua, coincidiendo con las observaciones de Imeneo et al. (4). Por esta razon, se
van a comparar los valores proporcionados con los diferentes parametros (tiempo y T2) solo para
esta proporcion de etanol:agua. La prueba t-Student con un 95% de confianza confirma que para
CFT no existen diferencias entre usar 30 °C o 50 °C, mientras que para CAT si las hay, resultando
mejor la mayor T2. Por otro lado, la misma prueba confirma que para CFT si hay diferencias entre
los tiempos de aplicacién de MW (5 y 20 min), siendo mejor el mayor tiempo, tal y como
evidenciaron Kumar et al. (7), mientras que para CAT el tiempo de MW no supone diferencia para
50 °C, pero si a 35 °C, resultando mejor 5 min, aunque sin excesiva variacion.

4. CONCLUSIONES

Se ha confirmado que la extraccién asistida por microondas es una tecnologia verde muy
prometedora debido a su alta eficiencia y bajo tiempo necesario. La evaluacién de las variables
continuas (porcentaje de etanol en la disolucidn acuosa, temperatura y tiempo) concluyé que las
condiciones 6ptimas para la extraccion son 50:50 etanol:agua, 50 °C y 20 min. De esta manera,
aumentan considerablemente los CFT y la CAT extraidos con respecto a otras condiciones.
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Resumen

La etapa de consumo se identifica como la principal fuente de desperdicio de alimentos en
la cadena alimentaria, siendo las frutas y hortalizas los productos mas afectados. Este
estudio determina el escenario de conservacion del brécoli con el menor desperdicio y
huella de carbono (HC). Para ello, el brécoli se conservé embolsado o no, refrigerado a 5 °C
0 7 °C durante 34 dias. El desperdicio de brécoli se calcul6 mediante evaluaciéon sensorial,
ademas se realizo una evaluacion del ciclo de vida para conocer la huella de carbono desde
el campo hasta el hogar. En conservaciones cortas, inferiores a 3 dias, el brocoli no
embolsado a 7 °C obtuvo la menor HC. Sin embargo, a partir de los 6 dias, fue preferible
almacenarlo embolsado a 5 °C, debido a la menor produccion de desperdicio y, por
consiguiente, menor desperdicio de recursos ambientales.

Palabras clave: Impacto ambiental, Calidad; Andlisis de Ciclo de Vida; Consumidores; Evaluacién
sensorial.

Abstract

The consumption stage has been identified as the largest producer of food waste in the food
supply chain, with fruit and vegetables being the most affected products. Therefore, this
study aims to determine the broccoli storage scenario that results in the lowest food waste
and carbon footprint (CF). Broccoli was stored bagged or unbagged at 5°C in the consumer's
refrigerator for 34 days. Food waste at the household level was determined by sensory
evaluation and a life cycle assessment was performed to evaluate the carbon footprint from
cradle to grave for each storage scenario. For short storage periods (3 days), unbagged
broccoli at 7 °C had the lowest CF. However, after 6 days, bagged broccoli at 5 °C was the
best scenario. It produced less food waste and therefore less waste of resources.

Keywords: Environmental impact; Quality; Life cycle assessment; Consumers; Sensorial
evaluation.

1. INTRODUCCION

Un tercio de la comida se desperdicia a lo largo de la cadena de suministro, la cual
representa alrededor de 1,3 billones de toneladas de comida al afo, la mayor parte se produce en
los hogares. Entre los diferentes grupos de alimentos, las frutas y hortalizas son aquellas con
mayores tasas de desperdicio (1). Por ejemplo, en 2019 el 9 % de las emisiones de gases de efecto
invernadero globales fueron debidas a la pérdida de recursos que ocasiona el desperdicio
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alimentario (2). Con el propoésito de evitar el desperdicio alimentario, la Unién Europea ha
establecido el grupo de prevencion de pérdidas y desperdicios alimentarios. Este grupo tiene
como meta reducir para el afio 2030 el 50% de los desperdicios generados en el comercio
minorista y por los consumidores, ademds de disminuir las pérdidas y desperdicios alimentarios
en toda la cadena de suministro (3). En este contexto, este trabajo tiene como objetivo determinar
la huella de carbono (HC) derivada del desperdicio alimentario producido en el hogar, procedente
de la reduccion de la calidad del producto, segin diferentes escenarios de conservacion
estudiados e identificar las etapas con mayor contribucién al impacto.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Simulacidn de diferentes escenarios de conservacién

Para el estudio se utilizaron 35 kg de cabezas de brocoli (Brassica oleracea var. italica cv.
Parthenon). Cada dos cabezas de brécoli (731,7 + 68,1 g) se almacenaron en un frigorifico
doméstico a 5 °C 6 7°C, embolsadas o no en un plastico biodegradable (85 % acido polilactico -
PLA y 15 % biopolimero de almidén) durante 34 dias. Las cabezas de brdécoli embolsadas se
abrieron periédicamente (2 min) para simular las condiciones de almacenamiento domésticas. Se
utilizaron tres réplicas (bolsas) por cada uno de los tratamientos evaluados.

2.2 Evaluacién sensorial

Un panel de expertos formado por 30 miembros realizé en una sala de cata reglada, la
evaluacién sensorial de la calidad del brécoli. El andlisis sensorial se bas6 en el grado de
compacidad de la cabeza (1-compacto a 3-nada compacto) y en la evaluacién de la senescencia (1-
verde intenso, no senescente a 5-amarillo intenso, muy senescente). Ademas, se pregunt6 a los
panelistas si tirarfan el producto directamente a la basura (Tabla 1).

2.3 Evaluaciéon de ambiental

El alcance de este estudio incluyé: i) la produccion agricola del brécoli en campo abierto, ii)
la gestidn del brocoli en la industria y la distribucién a los supermercados iii) la venta a granel del
brécoli en el supermercado y la distribucion a los consumidores finales y iv) la refrigeracion final
y desperdicio generado en los hogares. Para la evaluacién ambiental, ademas, se estudio el
impacto ambiental del escenario base (dia 0), donde se asume que no se refrigera el brocoli y no
hay desperdicio. Adicionalmente, se evalu6 el impacto ambiental de los siguientes escenarios:
“Embolsado o no a 5 °C”, “embolsado o no a 7 °C”. La unidad funcional (UF) para este analisis fue
de 1 kg de brocoli comprado por el consumidor, teniendo en cuenta las pérdidas y desperdicios
ocasionados a lo largo de la cadena de suministro. El analisis de ciclo de vida se modelizé en
Simapro v 3.8 y la metodologia de impacto utilizada fue Environmental Footprint (EF 3.0 v1)
donde la Unica categoria que se evalud fue el cambio climatico. Para obtener el inventario de ciclo
de vida (ICV) de los distintos escenarios, el ICV a dia 0 se escal6 en funcién de los porcentajes de
desperdicios alimentarios obtenidos del analisis sensorial (Tabla 1), segin recomendaciones de
Ali et al. (2021) (4). Se afiadieron los recursos asociados al desperdicio a través de la cadena de
suministro.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo con la evaluacion sensorial, las cabezas de brocoli fueron siempre rechazadas
cuando el grado de compacidad y la senescencia alcanzaban 3 y 4 puntos, respectivamente. Segin
estos resultados, el brécoli no embolsado se tiraba a partir del dia 6 mientras que el embolsado a
partir del dia 16.

Para el escenario base (dia 0), la HC obtenida fue de 0,81 kg CO2eq/UF. El cultivo de brécoli
en campo fue la etapa que mas contribuy6 a la HC, un 88,1%, principalmente por la produccién de
fertilizantes, sus emisiones y la demanda de electricidad para el riego. La gestion del brdcoli en la
industria y supermercado tuvieron una contribucién del 6,8 % y 5,1 % respectivamente. Para
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ambas etapas, el transporte por carretera tuvo un gran peso en la HC. Para este escenario base, el
impacto en el hogar fue insignificante (<0,1%) debido a los ahorros obtenidos por la gestion de
residuos (reciclaje, biogas, e incineracidn con recuperacién energética) y la no generacioén de
desperdicio alimentario.

La Fig. 1 muestra el incremento de la HC a lo largo del estudio para los cuatro escenarios
evaluados. Dentro de los primeros 3 dias, no hubo desperdicio de brécoli en ninguno de los
tratamientos estudiados. En comparacion con el escenario base, la HC incrementd ligeramente
debido al consumo eléctrico del refrigerador y de la bolsa, obteniendo una HC de 0,82 kg CO,eq/UF
para ambas temperaturas.

En el dia 6, comenzo6 a generarse desperdicio de brécoli cuando éste no era embolsado,
obteniendo una HC de 0,92 kg CO.eq/UF (5 °C) y de 0,95 kg CO2eq/UF (7° C). La demanda de
brécoli para suplir la UF fue 1,45 kg para el brocoli no embolsado frente a los 1,16 kg del brocoli
embolsado, ambos conservados a 72C. Los resultados obtenidos apuntan que a partir del dia 6,
los residuos producidos en el hogar y la HC son mayores para el brdcoli no embolsado (Figura 1).
El uso de labolsa redujo el desperdicio y, por lo tanto, la pérdida de recursos alo largo de la cadena
de suministro. Otros autores obtuvieron resultados similares, donde el impacto ambiental del
envase era compensado por la extension de la vida util del producto alimenticio, contribuyendo
en la reduccién de la huella ambiental (5-7).

Al utilizar una temperatura menor (5 ° C), se observé un incremento directo de la HC por un
mayor consumo eléctrico. Sin embargo, este impacto fue compensado por la reduccién en el
desperdicio de brécoli y de recursos que son desperdiciados a lo largo del estudio(8,9). A partir
del dia 16, el impacto ambiental increment6 repentinamente en todos los escenarios. Para ese
dia, la menor HC se obtuvo para el brocoli embolsado a 5 °C (0,86 kg CO2eq/UF) y la mayor HC fue
para el brécoli sin embolsar a 7 °C (3,99 kg CO2eq/UF), ya que gener6 mas desperdicio y, por lo
tanto, se requirid un mayor consumo de recursos para producir el brécoli que luego se
desperdiciaba.

4. CONCLUSIONES

El brécoli embolsado y conservado a 5 °C mantuvo una mejor compacidad y vida qtil,
manteniendo la frescura (color) del producto, por lo que el consumidor lo deseché mas tarde.
Segun la evaluacién ambiental realizada, si se desea consumir el brécoli durante los primeros 3
dias es suficiente con conservar el brocoli no embolsado a 7 °C, ya que la tasa de desperdicio es
nula y las emisiones de COzeq son menores. En cambio, si se prevén largos tiempos de
conservacion frigorifica (>6 dias) es preferible embolsar el brécoli y conservarlo a 5 °C, lo cual
reduce el desperdicio alimentario y, en consecuencia, disminuye la pérdida de recursos
ambientales.
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Tabla 1. Desperdicio de brécoli (%) en el hogar seglin condiciones de conservacién estudiadas.

Condiciones de Dias
conservacion 0 3 6 8 10 13 16 20 24 29 34
Embolsado5°C  0.0% 00%  0.0%  0.0%  0.0% 0.0% 00% 00% 200%  40.0%  86.7%
Embolsado 7°C  0.0% 0.0%  0.0%  0.0%  0.0% 0.0% 67% 40.0% 70.0%  86.7%  99.99%
Noembolsado5°C  0.0% 0.0% 133% 233% 30.0% 33.3% 367% 53.3% 86.7%  93.3% 99.99%
No embolsado 7°C  0.0% 0.0% 20.0% 30.0% 367% 60.0% 80.0% 83.3% 933% 99.99% 99.99%
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Figura 1. Huella de carbono por unidad funcional (1 kg de brécoli usado en el hogar) segin

condiciones de conservacion estudiadas.
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Resumen

Los subproductos del procesado de tomate (pieles y semillas) son muy ricos en compuestos
bioactivos. Por ello, el objetivo fue incrementar las propiedades funcionales de los mismos
mediante la aplicacion de radiacién ultravioleta B (UV-B) (0, 5, y 15 k] m-2) como estrés
abidtico postcosecha para estudiar la influencia sobre la capacidad antioxidante total
(TAC). La TAC se evalud por los métodos DPPH, ABTS y FRAP durante 2 dias a 152C tras la
radiacion UV-B (0, 4, 8, 24, 28, 36, 48 h). La TAC de las muestras aumento en las muestras
UVB5 en comparacion con el control sin tratamiento UV-B. El TAC de las muestras aumento
en las muestras UVB5 en comparacion con el grupo control (sin tratamiento UV-B). En
conclusion, la funcionalidad de estas muestras aumento principalmente tras el estrés por
UV-B y se mantuvo durante 24 h, cuando se deberia realizar la extraccion de los
compuestos bioactivos en estos subproductos. Asi pues, la radiacion UV-B es una tecnologia
eficaz para la estimulaciéon de compuestos bioactivos con propiedades antioxidantes, en
beneficio de los consumidores que demandan una dieta saludable.

Palabras clave: Solanum lycopersicum; capacidad antioxidante total; ultravioleta; compuestos
bioactivos; revalorizacion.

Abstract

Tomato processing by-products (peels and seeds) are very rich in bioactive compounds.
Therefore, the objective of this work was to increase their functional properties by
applying ultraviolet B radiation (UV-B) (0, 5, and 15 k] m-2) as a postharvest abiotic stress
to study the influence on the total antioxidant capacity (TAC). TAC was assessed by DPPH,
ABTS and FRAP methods during 2 days at 152C after treatment (0, 4, 8, 24, 28, 36, 48 h).
TAC of UVB5 samples increased regarding control without UV-B treatment. In conclusion,
the functionality of these samples was enhanced mainly after UV-B stress and was
maintained throughout 24 h, when the extraction of the bioactive compounds in these by-
products should be performed. Thus UV-B radiation is an effective technology for the
stimulation of bioactive compounds with antioxidant properties, for the benefit of
consumers demanding a healthy diet.

Keywords: Solanum lycopersicum; total antioxidant activity; ultraviolet; bioactive compounds;
revalorization.
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1. INTRODUCTION

Tomato, Solanum lycopersicum, is the second most important vegetable crop worldwide
and is a key component of the Mediterranean diet. Its consumption is directly associated with
reducing the risk of inflammatory processes, different chronic diseases, and carcinogenesis due
to the high content of bioactive compounds as carotenoids and phenolics. Over 130 million tons
tomato are processed every year, and approximately eight million tons represent the waste
generated as estimated by the World Processing Tomato Council (1).

The solid residue remaining after the industrial processing of tomatoes (i.e., tomato
pomace, consists of large amounts of tomato peels and seeds) currently find use as animal feed
and fertilizers or are sent to landfill(2). However, it is still rich in highly beneficial phytochemicals
such as carotenoids, phenolic compounds, and vitamins that can be revalorized. Many
epidemiological data support a correlation between carotenoids, especially lycopene intake, and
several nutritional and health benefits, including the prevention of carcinogenesis and
cardiovascular diseases(3). Current trends in the fruit and vegetable sector are focused on finding
novel approaches to raise the concentration of bioactive chemicals. Light is one of the methods
that have been employed in this field to enhance these bioactive chemicals using abiotic stresses.
It plays a significant role in the growth of plants and the manufacture of primary and secondary
metabolites, including carotenoids, flavonoids, glucosinolates, and phenolic compound. Applying
abiotic stresses in non-visible spectral regions, like UV-B (280-315 nm), is said to have a hermetic
effect at low doses, stimulating the metabolite pathways positively. However, at moderate to high
UV doses, plant tissues may exhibit a negative response (4).

In fact, the primary UV-B receptors that control carotenoid production are UV RESPONSE
LOCUS 8 (UVR8). Consequently, it has been demonstrated that UV-B increases the amounts of bell
peppers' primary antioxidant components, carotenoids, and flavonoids. Thus, UV can be used to
stimulate the expression of antioxidant enzymes, increasing the creation of several compounds,
including carotenoids, phenolic acids, flavonoids, and vitamins(5).

The objective of the present work was to study the use of UV-B light as promotor of the
synthesis of phytochemicals in tomato by-products obtained during the production of grated
tomato.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1 Materials, reagents, and instrumentation

Valkirias tomato by-products were obtained from Bonnysa Group (Alicante, Spain). Then
the samples received a total effective dose inside of tray of 5 and 15 k] m-2 UV-B. The radiation
chamber consisted of a reflective stainless-steel chamber equipped with 6 UV-B unfiltered
emitting lamps (TL 40W/01 RS; Philips, Eindhoven, The Netherlands). The applied UV-B intensity
was calculated as the mean of 20 readings with a LP 471 UVB radiometer (Delta OHM, Italy): 8.26
+ 0.32 W m-2, The antioxidant capacity of treated samples was monitored after 0, 4, 8, 24, 28, 36,
and 48 hours from the treatment at 15 2C.

2.2 Methodology

For the extraction of phytochemical compounds, 25 mg of lyophilized tomato by-product
discards mixed with 3 mL of MeOH 80 %. Then samples were shaked for 1 h in darkness at 4°C
and then centrifuged at 3220 g for 10 min. The supernatant was collected and analyzed(4). TAC
was analyzed using DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), FRAP (ferric reducing ability power),
and ABTS+(2,20-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)) assays. DPPH assay was
performed by adding 0.194 mL of DPPH solution to 0.021 mL of extract. After 30 min incubation
in darkness, absorbance was measured at 515 nm. Then, 0.198 mL of FRAP solution was added to
0.006 mL of extract, and the mixture was incubated for 30 min in darkness, with TAC measured
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by changes in absorbance at 593 nm. The ABTS assay was performed by adding 0.2 mL of the
activated ABTS+ solution to 0.011 mL of extract. TAC was assessed by changes in absorbance at
414 nm after 20 min under darkness conditions(5). The microplate reader (Tecan Infinite M200,
Mannedorf, Switzerland) was used for all the measurements and TAC was expressed as g of Trolox
Equivalents (TE) kg-1.

2.3 Statistical Analysis

The experiment was subjected to analysis of variance (ANOVA) using Statgraphics Plus
software (v. 5.1. Statpoint Technologies. Inc. Warrenton. VA. USA). Statistical significance was
assessed at the level p<0.05, and Tukey’s multiple range test was used to separate means.

3. RESULTS AND DISCUSION

From a general point of view, the TAC of the samples increased in most of the storage times
with UV-B 5 and UV-B15 in comparison with control group, and this increase was the maximum
level after 24 hours storage in UVB5 treatment in DPPH and FRAP test, showing 2-fold higher TAC
compared to CTRL (DPPH). However, UVB 15 treatment showed more content in 8 and 48 hours
after storage time in ABTS test. In this sense, by applying UV-B treatments, the TAC increases,
which is a direct reaction to the administration of abiotic postharvest stressors like radiation.
When exposed to UV light, phenolics act as absorber chemicals, accumulating in the vacuoles of
epidermal cells and reducing the amount of radiation that reaches deeper cell layers.
Phenylalanine ammonia lyase (PAL) activation following abiotic stressors brought on by reactive
oxygen species (ROS) as signaling molecules has been connected to the manufacture of phenols.
Due to transcriptome alterations, UV-B photoreceptors, of which UVR8 is the primary
photoreceptor for UV-B, initiate all these processes. UVR8's interaction with CONSTITUTIVELY
PHOTOMORPHOGENIC1 (COP1) has made it possible for UVR8 to dissociate into a monomer. This
contact transmits the UV-B signal to the subsequent pathway components in this manner(5).

4. CONCLUSIONS

Our results demonstrated that the application of UV-B light can increase the bioactive
compounds of tomato by-products related to the TAC. This can be an interesting technological tool
for revalorization of food losses and waste, by enhancing the concentration of health promoting
compounds in food by-products to get high value extracts.
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Figure 1. Total antioxidant capacity (g TE kg-1) measured by DPPH test of tomato by-products

under studied treatments and evolution during 48 h. * denotes significant differences compared to
CTRL.
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Figure 2. Total antioxidant capacity measured by FRAP test of tomato by-products under
studied treatments and evolution during 48 h. * denotes significant differences compared to CTRL.
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Figure 3. Total antioxidant capacity measured by ABTS test of tomato by-products under
studied treatments and evolution during 48 h. * denotes significant differences compared to CTRL.
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Resumen

Por su prometedor papel en la industria alimentaria y en el ambito de la salud humana, la
investigacion sobre los efectos positivos de los microorganismos probioticos no viables
(paraprobidticos) y sobre sus métodos de obtencion esta adquiriendo cada vez mas
interés. Diferentes métodos de inactivacion se han estudiado a lo largo de los afios y se
emplean hoy en dia, siendo el mas habitual el tratamiento térmico. En este ensayo
analizamos el proceso de inactivacion de dos cepas de Lactobacillus rhamnosus y L.
acidophilus mediante la aplicacion de altas presiones hidrostaticas. El empleo de un
tratamiento de presiones de 500 MPa sobre ambos microorganismos probioticos consigui6
su inactivacion en un periodo moderado de tiempo (20 min), y los parametros de esta
inactivacion pueden optimizarse de cara a escalar el procedimiento para la produccion
industrial de estos paraprobidticos.

Palabras clave: paraprobidticos; bacterias acido-lacticas; analisis de supervivencia, respuesta a
estrés por presion.

Abstract

Due to their promising role in both the food industry and human health, research on the
positive effects of non-viable probiotic microorganisms (paraprobiotics) and their
methods of obtention is acquiring a growing interest. Several inactivation methodologies
have been studied over the years and are currently in use, thermal treatments being the
most common among them. In this study, we assess the inactivation process of two strains
of Lactobacillus rhamnosus and L. acidophilus cultured in fermenting conditions via the
application of high-hydrostatic pressure. The utilization of pressures of 500 MPa on both
probiotic strains achieved their inactivation within a moderate period (20 min), and the
parameters of this inactivation method may be befitting for optimization upon escalation
to industrial production of these non-viable microorganisms.

Keywords: paraprobiotics, lactic acid bacteria, survival analysis, pressure-stress response.

1. INTRODUCCION

Aunque el concepto de probidtico se refiere a un microorganismo vivo que cuando es
consumido en cantidades adecuadas confiere un beneficio en la salud (como las bacterias acido-
lacticas del género Lactobacillus spp.) (1), los mecanismos con los que interactdan los probiéticos
con la flora intestinal no son perfectamente conocidos a pesar de haber sido ampliamente
estudiados (2), y es posible que incluso no requieran de viabilidad . En consecuencia, una hipotesis
alternativa de estudio es que los efectos positivos sobre la salud también pueden observarse con
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el consumo de microorganismos no viables, ya sean células intactas o lisadas, llamados
paraprobioticos (3). La no viabilidad implica una interaccién menor con otros componentes, por
lo que pueden ser mas seguros a la hora de ser consumidos ya que se reducen los riesgos de
efectos adversos, lo que supone una ventaja a nivel alimentario y clinico (4), y a la vez pueden
conservarse con condiciones menos estrictas manteniendo a la par su seguridad y estabilidad, lo
que supone una ventaja a nivel tecnoldgico e industrial (5). Sin embargo, la obtencién de los
paraprobioticos implica la seleccidn de un tratamiento de inactivaciéon que permita preservar los
efectos beneficiosos (6). El tratamiento térmico es el método de inactivacién convencional en la
industria alimentaria, pero su aplicaciébn puede causar alteraciones en las caracteristicas
fisicoquimicas y organolépticas en ciertos productos (7). Un tratamiento alternativo es mediante
la aplicacion de altas presiones hidrostaticas (HPP, high-hydrostatic pressure) de entre 100 y 1200
MPa (8), lo que provoca inactivacion en los microorganismos al causar dafios en la membrana y
desnaturalizacion proteica entre otros efectos; no obstante, la tolerancia a estas presiones varia
segun la especie y cepa del microorganismo (6,8). Por tanto, es importante definir y optimizar los
parametros de inactivacién. En consecuencia, el objetivo del presente estudio es determinar las
condiciones de inactivacién mediante altas presiones hidrostaticas sobre dos cepas de bacterias
acido-lacticas comerciales crecidas en condiciones de fermentacidn, con el fin de optimizar la
intensidad y la duracion del tratamiento de inactivacién.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Preparacion de las muestras

Se emplearon cultivos liofilizados de los microorganismos probiéticos Lacticaseibacillus
rhamnosus (en adelante LR), y Lactobacillus acidophilus (en adelante LA). La activacion de los
indculos se realizé introduciendo un inéculo de 0,5 g de liofilizado en tubos de ensayo con caldo
MRS (Condalab, Espafia), que fueron incubados durante 20 h en estufa a 37 °C. Cada uno de los
indculos activados fue incorporado en botellas de 500 mL de leche desnatada en polvo obtenida
en supermercado local (Cartagena, Espafia), previamente reconstituida al 8% en peso en agua
destilada y esterilizada mediante autoclave a 121 °C y presién de 1 bar por encima de la presién
atmosférica durante 5 min. Las botellas inoculadas se incubaron durante 20 h a 37 °C en un
agitador orbital (IVYMEN, Comecta, Barcelona, Espafa) programado a 160 rpm.

2.2 Tratamiento de inactivacién por altas presiones hidrostaticas (HPP)

Los tratamientos de inactivacion por HPP se llevaron a cabo en un equipo a escala piloto
(Stansted Fluid Powder Ltd, Reino Unido) del Instituto de Biotecnologia Vegetal (IBV) de la
Universidad Politécnica de Cartagena. En un ensayo, se distribuyeron alicuotas de 80 mL de
cultivo de LR en envases plasticos estériles tipo pouch, de uso alimentario y comercial, en
condiciones de esterilidad, luego sellados en vacio por duplicado. Se aplicaron tratamientos de
diferentes presiones (300, 400 y 500 MPa) durante distintos intervalos de tiempo (¥2-15 min) a
temperatura de 25 °C. En otro ensayo, alicuotas de 100 mL de cultivos de LR y de LA se
introdujeron en bolsas estériles de polietileno tipo Stomacher™ (Seward, Reino Unido),
termoselladas en condiciones de esterilidad y evitando la introduccién de aire. Se empaquetaron
5 bolsas de cultivo sellandolas en una bolsa de vacio, que posteriormente fueron selladas en vacio
en dos bolsas adicionales. Se aplicaron tratamientos de diferentes presiones (400 y 500 MPa)
durante diferentes intervalos de tiempo (10, 15 y 20 min) a temperatura de 25 °C. Tras la
aplicacion de los tratamientos, se extrajeron muestras para su siembra en placas de MRS agar,
incubadas durante 48 h a 37 °C.

2.3 Andlisis estadistico

Con el fin de conocer la influencia del tiempo de tratamiento y de la presién sobre el
recuento de bacterias acido-lacticas, se someti6 a los datos a un analisis de varianza (ANOVA) con
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el uso de las herramientas Statgraphics Centurion 15 y Microsoft Excel. Las diferencias
significativas (p<0,05) se separaron mediante el test LSD (least significant difference) de Fisher.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

La Figura 1 muestra el efecto sobre la viabilidad de L. rhamnosus de la aplicacién de altas
presiones. Sobre una concentracidn inicial de 9 log UFC/mL, a 300 MPa apenas se observd una
reduccién maxima de 4 unidades logaritmicas tras 15 minutos de tratamiento. La aplicacién de
presiones de 400 MPa tuvo un efecto de inactivaciéon mas evidente, pero no se alcanzé una
reduccion notoria (6,5 ciclos log) hasta una exposicién de 10 min. El empleo de presiones de 500
MPa si consigui6 reducir el recuento de células viables en 7 ciclos log tras 2 min de tratamiento,
pero no se consiguié una inactivaciéon completa. Estos resultados son consistentes con los
descritos por Ananta & Knorr (9), quienes reportaron que presiones de 400 MPa no tenian un
efecto letal sobre L. rhamnosus ATCC 53103 pero presiones mas elevadas si llevaban a
disminucion del conteo de células viables en mas de 7 ciclos log.

En la Figura 2 se recogen los efectos sobre la viabilidad de LR y de LA de la aplicacién de
altas presiones de 400 MPa y 500 MPa en periodos mas prolongados. Si bien la aplicacién de
presiones de 400 MPa durante 20 min logra una inactivacién completa sobre L. acidophilus, no es
el caso para L. rhamnosus cuya tasa de letalidad muestra una estabilizaciéon de la poblacién
superviviente, lo que sugiere que cierta parte de la poblaciéon bacteriana era mas resistente al
efecto de las presiones; un resultado que concuerda con lo descrito por Ananta & Knorr (9). Sin
embargo, el empleo de presiones de 500 MPa durante 20 min muestra una alta letalidad para
ambas cepas, cuyo conteo de supervivientes fue inferior a 10 UFC/mL. Trujillo et al. (10)
reportaron en su revision que las bacterias grampositivas requieren un tratamiento de 500-600
MPa a 25 °C durante 10 min para lograr la inactivacién, lo que resulta consistente con los datos
observados en este estudio.

4. CONCLUSIONES

A tenor de los resultados obtenidos, es posible concluir que los lactobacilos seleccionados
poseen cierta tolerancia al estrés por altas presiones hidrostaticas, pues a escala de laboratorio
no se halogrado su inactivaciéon completa hasta la aplicacion de presiones de 500 MPa durante 20
min. Presiones mas elevadas pueden acortar el tiempo de inactivacién, pero ha de considerarse
que a su vez no debe producirse alteraciéon sobre la integridad del medio de fermentacién
empleado. En cualquier caso, es importante notar que, dada la necesidad de equipamiento
especializado para la inactivacidn por altas presiones hidrostaticas, los resultados obtenidos en el
presente ensayo han de ser validados en pruebas mas especificas y con volimenes de trabajo mas
proximos a los empleados en la producciéon industrial para optimizar y rentabilizar el
procedimiento de obtencién de microorganismos paraprobidticos.
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Figura 1. Inactivacion de L. rhamnosus (en envases tipo pouch) mediante altas presiones
hidrostaticas de 300 MPa, 400 MPa y 500 MPa. Los tiempos de tratamiento fueron variables (%2-
15 min). La barra de error representa la desviacién estandar (n=3+SD). Letras distintas indican
diferencias significativas (p<0,05) para el mismo tratamiento a lo largo del tiempo.
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Figura 2. Inactivacidon por altas presiones hidrostaticas de L. rhamnosus (barras continuas) y de
L. acidophilus (barras rayadas) a 400 MPa (=) y 500 MPa (m). La barra de error representa la
desviacion estandar (n=5+SD). Para cada microorganismo, letras mayusculas distintas indican

diferencias significativas (p<0,05) entre tratamientos de igual duracién a diferente presion;
letras minusculas distintas indican diferencias significativas (p<0,05) para el mismo tratamiento
alo largo del tiempo.
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Resumen

La utilizacion sostenible de especies de la agrobiodiversidad ha destacado como
alternativa a un sistema alimentario resiliente, tomando como bandera especies locales
ricas en nutrientes y fitoquimicos de interés nutracéuticos. Los fiames pertenecen a un
género botanico de tubérculos que pueden ser utiles como fuentes de ingredientes
bioactivos y compuestos funcionales para la industria alimentaria, a pesar del
desconocimiento sobre su fisiologia para un aprovechamiento extensivo. Una de las
mayores problematicas suele ser la pérdida de peso asociada al metabolismo respiratorio
de los productos, por lo cual en este estudio se evalud la intensidad respiratoria y la
evolucion del peso de tubérculos nativos de américa conocidos como “fiampines” en
almacenamiento. Se observé una tendencia a perder mayor peso, con una mayor
intensidad respiratoria bajo las condiciones de menor humedad relativa, por lo cual es
preciso valores superiores en esta variable, ademas de modular otras condiciones de
almacenamiento a 24 °C.

Palabras clave: Tubérculo; iame; postcosecha; tratamientos de bajo coste.

Abstract

The sustainable use of agrobiodiversity species has been highlighted as an alternative to a
resilient food system, using local species rich in nutrients and phytochemicals of
nutraceutical interest. Yams belong to a botanical genus of tubers that can be useful as
sources of bioactive ingredients and functional compounds for the food industry, despite
the lack of knowledge about their physiology for extensive use. One of the major problems
is usually the weight loss associated with the respiratory metabolism of the products,
which is why in this study the respiratory intensity of the products was evaluated. The
respiratory intensity and weight evolution of native American tubers known as "yampee"
in storage were evaluated in this study. Tubers tended to lose more weight, with greater
respiratory intensity under conditions of lower relative humidity, so higher values for this
variable are needed, in addition to modulating other storage conditions at 24 °C.

Keywords: Tuber; yam; postharvest; low-cost technologies.

1. INTRODUCCION

Uno de los pilares del desarrollo sostenible para muchos autores radica en el uso de especies
locales para promover la conservacion de la biodiversidad y a su vez, favorecer una mayor oferta
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de alimentos que aporten a dietas de mayor calidad nutricional para alimentar a la creciente
poblacién mundial en el actual escenario de cambio climatico [1,2].

Entre algunas de las fuentes de calorias y ademas, de compuestos bioactivos, se encuentran
muchas especies infrautilizadas de érganos subterrdneos de almacenamiento. Un taxdén de
especial relevancia es el de los "fiames verdaderos”, Dioscorea spp., con una Unica especie
comestible de distribucion neotropical originaria de las Américas: Dioscorea trifida L. f ., conocida
como fampin (cush-cush yam o yampee) [3—6]. Una de las desventajas en la utilizacion e
industrializaciéon de estas especies, sin embargo, es el desconocimiento sobre sus aptitudes
tecnologicas, e incluso su fisiologia en la postcosecha para comercializacién en fresco. La mayoria
de los productores (68%) comercializa los fiames en el lote de produccién, para evitar asumir,
entre otros, las pérdidas financieras que derivan del decremento en el peso del tubérculo, que por
su alta humedad puede presentar pérdidas postcosecha hasta del 40% [7]. Para algunas especies
de Dioscorea como el fiampin, las condiciones de almacenamiento para disminuir estas pérdidas
no se han estandarizado bajo estudios recientes que exhiban el comportamiento postcosecha del
tubérculo. En este estudio se evalud la variacion en la actividad respiratoria y la correspondiente
pérdida de peso de los tubérculos durante 25 dias de muestreo, en condiciones de
almacenamiento controladas.

2. MATERIALES Y METODOS

Tubérculos de filampin morado (D. trifida) producidos la region de los Montes de Maria, se
empaquetaron en cajas de cartén y enviaron a Bogota para su posterior andlisis y tratamiento. El
hipoclorito de sodio, el cloruro de calcio de calidad alimentaria, el aceite de sésamo y el acido
citrico se adquirieron a distribuidores comerciales locales. Una vez recibidos, los tubérculos se
lavaron, cepillaron manualmente para reducir la tensién mecanica y sumergieron en una solucién
de hipoclorito de sodio.

2.1 Almacenamiento

Los tubérculos fueron almacenados a 24+1°C en dos condiciones de humedad relativa (HR;
70 y 90% - cdmaras climaticas Forma® 3911, Thermo Scientific) para observar su
comportamiento en funcién de las siguientes determinaciones fisicoquimicas: actividad
respiratoria y pérdida de peso. Otras condiciones de almacenamiento como la atmdsfera y la luz
no fueron manipuladas entre los tratamientos.

2.2 Andlisis

La pérdida de peso se determin6 mediante un pesaje diario de 30 tubérculos de filampin
almacenados durante 25 dias sin envases, en cantidades de 2 kg por bandeja metdlica, que
previamente habian sido esterilizadas. Para estas mismas unidades experimentales se realiz6 una
medida de la actividad respiratoria a través de un analizador con sensores infrarrojos de CO;
(Vernier CO2BTA, OR, USA). El volumen de los tubérculos fue tomado previo a cada medida de
respiracién, que se estandariz6 tras un monitoreo en el equipo por 24 h, a 10 min de
confinamiento individual, previo a la toma de datos de CO; (ppm) cada 0,25 segundos durante 15
min, tras los cuales el analizador LabQuest ajusté un modelo lineal de la produccién de CO»,
utilizado para estimar la tasa respiratoria, expresada en mL-kg-1-h-! de COs.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

La tasa respiratoria que presentaron los tubérculos durante el almacenamiento fue similar
bajo ambas humedades relativas y, salvo al principio y final del muestreo, con niveles inferiores a
los 5-25 mL-kg-1-h-1 de CO, como ha sido descrito para otros tubérculos del género Dioscorea [8].
Bajo las condiciones medidas, ambas humedades mantuvieron actividades respiratorias similares
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hasta el tltimo punto medido, a pesar de observarse una tendencia de la HR de 90% a presentar
menores magnitudes en varios puntos. En esta medida, al reducir la tasa respiratoria, se podria
modular el comportamiento fisiolégico del tubérculo de manera que no se presentara una alta
degradacion de los carbohidratos de almacenamiento tipicamente deseables para el consumo
como factores de calidad al momento del consumo, como es el almidén para chips freidos, coccién
del tubérculo o la mera extraccién de polvos o harinas, y podria sugerirse almacenar los
tubérculos a mayor HR. Asimismo, para este tipo de productos se evitaria el desarrollo de
desordenes como el dulzor senescente que afectaria tanto su calidad organoléptica como
sensorial, al disminuir este recambio natural del metabolismo respiratorio que se ve afectado,
como se observa en la figura 2 por estas condiciones de almacenamiento. Durante el periodo de
almacenamiento, que superd6 los 10 dias para ambas condiciones, no se superé el 10% de pérdida
de peso en los tubérculos (siendo el valor maximo menor al 7%), indicando la viabilidad de la
comercializacion del tubérculo en condiciones preferiblemente de alta humedad, con las
condiciones adecuadas de higiene para conservar la inocuidad y calidad del producto.

4. CONCLUSIONES

Los tubérculos de hampin debidamente preacondicionados pueden ser conservados a 24°C
y preferentemente a 90% HR con pérdidas de peso inferiores al 5% tras 5 dias, y con tasas
respiratorias bajas especialmente tras el primer dia e inferiores a 10 mL-kg-1-h-1 de CO..
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Figura 3. Actividad respiratoria (media + desviacion estandar, n=3) de tubérculos de fiame
almacenados a 24+1°C bajo dos condiciones de humedad relativa (HR), 70% y 90 %.
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Figura 4. Pérdida de peso media (media * desviacidén estandar, n=3) en tubérculos de tubérculos de
flampin almacenados a 24+1°C bajo 70 0 90% de humedad relativa.
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Resumen

El estrés ambiental y la aplicacion de tecnologias de procesado y conservacion de los
alimentos, como la exposicion al calor y la acidez, pueden desencadenar respuestas
adaptativas en las bacterias. Factores previos al tratamiento térmico, como la exposicion a
un medio acido o la aplicacién de un choque térmico, pueden afectar a la termorresistencia
de los microorganismos. En este estudio, se evalud la resistencia al calor de células
vegetativas de Bacillus subtilis, y se investigé como los choques térmicos previos influian
en esta resistencia. Se determing la resistencia al calor a 52,5°C en agua de peptona, de
células expuestas, o no, a un choque térmico subletal previo (5 min a 38 o 40 °C). Los
experimentos realizados evidenciaron una tendencia bifasica en la curva de supervivencia
donde a un cierto tiempo (tiempo de transicion) se notaba un cambio de la pendiente. Estos
resultados demuestran que la resistencia al calor de B. subtilis se ve influenciada por las
condiciones previas al tratamiento.

Palabras clave: Tratamiento térmico; estrés ambiental; tiempo de transicion.

Abstract

Environmental stress and the application of food processing and preservation
technologies, such as exposure to heat and acidity, can trigger adaptive responses in
bacteria. Factors prior to heat treatment, such as exposure to an acidic medium or the
application of a heat shock, can affect the heat resistance of microorganisms. In this study,
the heat resistance of vegetative cells of Bacillus subtilis was evaluated, and the influence
of previous heat shocks on heat resistance was investigated. Heat resistance was
determined at 52.5 °C in peptone water, to cells exposed, or not, to a previous heat
treatment (5 min at 38 or 40 °C). The experiments conducted showed a biphasic trend in
the survival curve where a change in the slope was observed after a certain time (transition
time). These results demonstrate that the heat resistance of B. subtilis is influenced by the
pre-treatment conditions.

Keywords: Thermal treatment; environmental stress; transition time.
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1. INTRODUCCION

El estrés térmico ejerce una influencia significativa en la morfologia y en la fisiologia celular,
dando lugar a una serie de cambios fenotipicos y moleculares. Este fendémeno altera la
homeostasis de las células, desencadenando eventos como el desdoblamiento de proteinas y la
formacion de agregados proteicos bajo condiciones de aumento rapido de la temperatura. Las
temperaturas elevadas no solo afectan la viabilidad celular al obstaculizar funciones vitales como
el crecimiento y la proliferacion, sino que también pueden llevar a la muerte celular. Sin embargo,
el estrés térmico no siempre conduce a resultados letales; de hecho, puede provocar una mayor
resistencia a condiciones adversas a través del desarrollo de proteinas de choque térmico (HSP).
Estas proteinas no solo protegen contra el estrés térmico, sino que también pueden conferir
resistencia cruzada a otros estimulos (1). La respuesta a un choque térmico, mediada por
chaperonas y factores de transcripciéon como el factor sigma B, es crucial para mantener la
homeostasis y eliminar proteinas mal plegadas (2). En bacterias como Bacillus, Listeria
monocytogenes y Staphylococcus aureus, el factor sigma B desempeiia un papel esencial en la
regulacion de la respuesta al estrés térmico (3-5). En este contexto, el objetivo de este estudio fue
investigar el efecto inducido por un choque térmico a varias temperaturas en la termorresistencia
de Bacillus subtilis BC168.

2. MATERIAL Y METODOS
2.1 Microorganismo

La cepa de B. subtilis BC168 utilizada en este estudio fue suministrada por NIZO (Ede, Paises
Bajos). La cepa se mantuvo congelada a -80 °C hasta su uso. Para la obtencion del cultivo, se
inoculé un tubo de 5 mL de caldo LB (Scharlab, Barcelona, Espaiia) con una colonia aislada
previamente en una placa de agar LB (Scharlab) y se incub6 a 37 °C durante 12 horas. Pasadas las
12 horas, una alicuota de 33 pL fue transferida a un frasco con 33 mL de caldo LB y se volvié a
incubar a 37 °C durante otras 12 horas con agitacién constante de 200 rpm.

2.2 Choques térmicos y tratamientos isotérmicos

Las temperaturas para la aplicacién de los choques térmicos fueron 38 y 40 °C. Una vez
obtenido el cultivo de células vegetativas, se inocularon 200 pL en un tubo de ensayo con 5 mL de
caldo LB atemperado a la temperatura correspondiente. Se mantuvieron a estas temperaturas
durante 5 minutos induciendo un choque térmico en las células vegetativas. Una vez pasado ese
tiempo, 200 pL fueron inoculados en un Termorresistometro Mastia (6). El termorresistémetro
contenia 400 mL de agua de peptona. Los tratamientos isotérmicos fueron realizados a la
temperatura de 52,5 °C.

2.3 Andlisis de los resultados

Los modelos se ajustaron a los datos obtenidos en condiciones isotérmicas utilizando el
enfoque de un paso con el paquete de bioinactivation para R (7). El modelo que se utilizé en esta
investigacidn fue el Bigelow transition. Este modelo nos permite, una vez insertados los datos,
evaluar las dos pendientes de una curva bifasica. Asi como evaluar los valores D, tiempo de
reduccion decimal, de las diferentes pendientes y ademas el tiempo de transicidn, es decir, el
tiempo en el cual cambia la pendiente.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

La Figura 1 muestra la grafica de supervivencia obtenida tras el tratamiento a 52,5 °C de células
sin choque térmico. La Figura 2A muestra la correspondiente grafica de supervivencia obtenida
tras el tratamiento a 52,5 °C de células expuestas a un choque térmico de 38 °C durante 5 min.
Ambas figuras muestran curvas de inactivacion bifasicas. Ademas, se observé un aumento de la
resistencia al calor, de mas del doble en el valor D1, correspondiente a la primera pendiente. Esto
es similar a los resultados obtenidos por Georgalis et al. (8). De acuerdo a ese estudio, este tipo de
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curvas representan una adaptacién dindmica durante el choque térmico. Es decir, las células
responden a la exposicion de temperaturas altas activando sus mecanismos de respuesta al estrés,
resultando en un incremento de la resistencia térmica.

La Figura 2B muestra los resultados obtenidos tras la aplicacién del choque térmico a 40 °C. En
este caso se observo también un aumento similar de la resistencia al calor con respecto al control
y la misma tendencia bifasica. Sin embargo, la presencia de dos pendientes en las graficas de
supervivencia difiere a lo observado en Georgalis et al., donde las células de Bacillus subtilis no
mostraron esta tendencia bifasica después del choque térmico, debido probablemente a
diferencias en el disefio experimental, ya que las temperaturas de choque térmico fueron
diferentes (8).

Los datos se modelizaron utilizando el modelo de Bigelow con transicién. Los pardmetros
obtenidos fueron los valores D de las diferentes pendientes de la curva bifasica y el tiempo de
transicion (Tabla 1). Se encontraron diferencias significativas (p < 0,05) entre los valores D1 y los
tiempos de transicion obtenidos en los tratamientos con y sin choque térmico. El valor D1
aument6 mas del doble de su valor al aplicarse el choque térmico, independientemente de la
temperatura de choque térmico. Esto fue similar para el tiempo a partir del cual cambia la
pendiente de la curva, tras la aplicacion del choque térmico, independientemente de la
temperatura. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre los valores D2 de
ninguno de los tratamientos ni entre los parametros obtenidos tras la aplicacién de los choques
térmicos a las diferentes temperaturas. Estos resultados demuestran que la aplicacién de un
choque térmico subletal previo al tratamiento térmico, induce un aumento de la resistencia al
mismo.

4. CONCLUSIONES

Con este estudio se demuestra que, tras la exposiciéon a un choque térmico subletal, las
células de Bacillus subtilis se vuelven mas resistentes al posterior tratamiento térmico. Eso
confirma nuestra hipétesis de que los tratamientos previos pueden influir en la termorresistencia
bacteriana, en este caso aumentandola significativamente.
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Figura 1. Grafica de supervivencia de Bacillus subtilis en agua de peptona a 52,5 °C.
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Figura 2. Graficas de supervivencia de Bacillus subtilis en agua de peptona a 52,5 °C con un
choque térmico a 38 °C (A) y 40 °C (B) durante 5 min.

Tabla 1. Valores D y tiempos de transicion obtenidos en los diferentes tratamientos térmicos en
funcidén de la temperatura de choque térmico.

Temperatura choque Valor D1 Valor D2 Tlem[_’o_ fie
térmico (°C) (min) (min) transicion
(min)

- 2,41+0,252 12,42+1,332  5,71+0,532
38 5,96 +0,33b 20,14+ 3,792 10,87 +0,88b

40 6,74 £ 0,41b 35,18 +11,162 11,53 +0,83b

Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05) entre los datos
de una misma columna.
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Resumen

Minimizar la pérdida y desperdicio de alimentos es crucial para lograr una produccién y
consumo mas sostenibles, por lo que revalorizar subproductos agroalimentarios
promoviendo la economia circular es una tarea fundamental. Estos residuos pueden ser
reutilizados en diferentes sectores como la industria alimentaria, farmacéutica o
cosmética. Este trabajo se enfoca en la optimizacion de la extraccion asistida por
ultrasonidos mediante sonda de compuestos poli fenélicos de subproductos de floretes de
brocoli. Se han explorado y evaluado parametros clave en la extraccion, como la
temperatura, la seleccion de solvente y el tiempo de extraccion. Los resultados muestran
una baja extraccion en compuestos fenoélicos. La proporcion adecuada de solvente es
crucial para una extraccion eficiente, siendo mas efectiva la proporcion 75:25 de etanol-
agua.

Palabras clave: Brassica oleracea var Italica; capacidad antioxidante total; ultrasonidos;
compuestos bioactivos; revalorizacion.

Abstract

Minimizing food loss and waste throughout the food chain is crucial for sustainable
production and consumption, so revalorization of agri-food waste is important, promoting
a circular economy. These by-products can be reused in various sectors, such as food,
pharmaceutical, or cosmetic industries. This work focuses on optimizing the ultrasound-
assisted extraction with probe of polyphenols from broccoli florets by-products. Key
parameters, including extraction temperature, solvent selection, and extraction time, have
been explored and evaluated. Results show a low extraction of polyphenolic compounds,
due to their low presence in broccoli. The appropriate solvent ratio is crucial for efficient
phenolic extraction, being more effective with a 75:25 ethanol-water composition.

Keywords: Brassica oleracea var; total antioxidant activity; ultrasounds; bioactive compounds;
revalorization.

1. INTRODUCTION

Broccoli is a plant widely recognized for its nutritional benefits and its crucial role in food
security and the global economy. This vegetable has gained popularity due to its bioactive
compound content and culinary versatility. Therefore, the importance of broccoli cultivation is
discussed from a nutritional and economic perspective, highlighting its health properties and its
contribution to sustainable agriculture (1).
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Although statistics may vary from year to year and from source to source, according to data
available through 2021, the global area under broccoli cultivation is estimated at 3 million
hectares (2). Annual broccoli production exceeds 25 million tons worldwide (2). Broccoli is a plant
widely recognized for its nutritional benefits and its crucial role in food security and the global
economy. This vegetable has gained popularity due to its bioactive compound content and
culinary versatility. Therefore, the importance of broccoli cultivation is discussed from a
nutritional and economic perspective, highlighting its health properties and its contribution to
sustainable agriculture.

Fruit and vegetable by-products are the remains, unused parts or by-products generated
during the production, processing and consumption of fruits and vegetables. These by-products
include skins, peels, seeds, pulps, and other parts that are often discarded or used to a lesser
extent. On the European continent, approximately one-third (33%) of the items intended for
human nutrition end up being discarded, while in the fruit and vegetable category, this figure rises
to 46% (2).

The main objective of the present work is the optimization of the ultrasound-assisted
extraction with a probe, as a green technology, of phenolic compounds from broccoli florets by-
products.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Materials, reagents, and instrumentation

Broccoli by-products were provided by Grupo Lucas S.L. (El Raal, Murcia, Spain) in
September 2022 after handling their conditioning lines. The broccoli variety 'Naxos F1 Hybrid
Broccoli' from Sakata was used. After freeze-drying, particle size reduction was carried out using
a Taurus® aromatic electric mill (Barcelona, Spain) with a power of 150 W for 10-15 s. The system
used for extraction consists of 3 pieces of equipment: (1) The ultrasound unit (Fisherbrand™
Sonicador Q705, Massachusetts, USA) has a 110 V voltage probe, using a power of 700 W at a
frequency of 20 kHz; (2) The base that heated the samples to the desired temperature; (3)
Thermometer for temperature reading. The process was carried out in intermittent stages (30 s
On-Off pulses), adjusting to the time defined according to the criteria established in the
methodology.

2.2 Methodology

The experimental design was based on the Response Surface Methodology (RSM) to find the
optimal conditions for the extraction of phenolic compounds by ultrasound. The continuous
variables used in the experimental design were solvent (0 to 100% ethanol), time (10, 20, and 30
min), and temperature (25, 40, and 55 min). The fixed variables were selected based on previous
studies and preliminary tests (3) (Table 1): Ratio S:L. 2 1 g in 25 mL; Amplitude = 80 % (W =
]J/s); Pulse/Cycle (Duty cycle) = 30s On 30s Off; Particle size = 4 um. The results obtained from
the conditions studied were analyzed using the Folin-Ciocalteu method (4) and results were
expressed as g of Gallic Acid Equivalents (GAE)/kg.

2.3 Statistical processing
The R software was used to create the statistical design and the XLSTAT program was used

to generate the box-plot figures. The data obtained were subjected to a simple analysis of variance
considering a triple interaction (solvent percentage x extraction temperature x extraction time).

3. RESULTS AND DISCUSSION

Figure 1 shows the values of total phenolic compounds graphically, divided into two sub-
graphs: on the left is a box-plot graph and on the right is a two-dimensional graph. In the first one,
the minimum and maximum values obtained are 2.69 g GAE/kg and 4.74 g GAE/kg, respectively.
Another value shown in the box-plot of Figure 1 is the median, which corresponds to 3.663 g
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GAE/kg along with a range of more common values between 3.387 and 4.029 g GAE/kg ps. With
these data, and according to the literature, it can be observed that the amount of total phenolic
compounds is not high when compared to other fruit and vegetable products such as pomegranate
peel (332.5 g GAE/kg) (5). The values found are similar to those reported in broccoli by-products
by other authors, such as Cao et al,, (6) with an average of 2.73 g GAE/kg.

It has been observed that the variation of total phenolic content among the combinations
studied was very small (0.642 g GAE/kg between the first and third quartile), due to the low
concentration of CFT present in broccoli, as observed in this experience, and as reported by other
authors (6).

4. CONCLUSIONS

It has been evidenced that an optimal ratio of 75:25 ethanol-water favors the extraction of
phenolic compounds. However, neither the plant material used nor the extraction method is the
most appropriate for the polyphenolic compound’s characterization profile. Therefore, it is
proposed to continue the research by exploring the comparison of the extraction of other parts of
broccoli, such as leaves or stems, with the aim of achieving a more complete and detailed analysis.
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Figure 1. On the left box-plot diagram of the amount of total phenolic compounds and on the
right the representation of these values versus solvent types, temperatures, and pulse durations.

Table 1. Summary of the conditions used during extraction in the experimental design.

Ne % EtHO min eC N® % EtHO min eC
1 0 10 55 26 50 20 55
2 50 20 40 27 100 20 55
3 50 10 55 28 100 10 40
4 50 10 40 29 0 30 40
5 50 20 40 30 75 30 25
6 25 30 40 31 50 20 40
7 25 10 40 32 75 30 40
8 25 10 55 33 25 20 40
9 100 10 55 34 25 10 25
10 0 10 25 35 100 20 25
11 50 20 40 36 75 20 40
12 0 30 55 37 25 30 55
13 0 30 25 38 100 30 40
14 75 20 25 39 50 30 25
15 25 20 25 40 25 30 25
16 50 10 25 41 25 20 55
17 0 20 25 42 75 30 55
18 50 30 40 43 100 20 40
19 0 20 40 14 75 20 55
20 75 10 25 45 100 10 25
21 75 10 55 46 50 20 25
22 50 30 55 47 100 30 25
23 50 20 40 48 0 20 55
24 100 30 55 49 50 20 40
25 75 10 40 50 0 10 40
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Resumen

La fermentacion es una técnica que permite la revalorizacion de subproductos en nuevos
alimentos enriquecidos en compuestos bioactivos beneficiosos para la salud. Sin embargo,
estos bioactivos experimentan transformaciones durante la digestion gastrointestinal. El
objetivo de este estudio es analizar la evolucion y bioaccesibilidad in vitro de los
compuestos fendlicos de una bebida fermentada de subproductos de bracoli. Esta bebida
contiene Aacidos hidroxicinamicos y flavonoides, cuyas concentraciones disminuyen
durante la digestion oral, gastrica e intestinal. Sin embargo, los flavonoides acilados son
hidrolizados por las enzimas intestinales a flavonoides deacilados, como el kaempferol-
3,7-o-diglicosido, incrementando su concentracion durante la digestion intestinal y
mostrando una mayor bioaccesibilidad por difusion pasiva (dialisis). Este estudio revela la
evolucion y bioaccesibilidad in vitro de estos compuestos fendlicos y aquellos compuestos
no asimilados que podrian ser transformados por la microbiota intestinal.

Palabras clave: brassica, INFOGEST, polifenol, fermentacién.

Abstract

Fermentation is a process that allows the revalorisation of by-products into new foods
enriched in bioactive compounds beneficial to health. However, these bioactives undergo
transformations during gastrointestinal digestion. The aim of this study is to analyse the in
vitro evolution and bioaccessibility of phenolic compounds in a fermented broccoli by-
product beverage. This beverage contains hydroxycinnamic acids and flavonoids, whose
concentrations decrease during oral, gastric and intestinal digestion. However, acylated
flavonoids are hydrolysed by intestinal enzymes to deacylated flavonoids, such as
kaempferol-3,7-0-diglycoside, increasing their concentration during intestinal digestion,
and showing increased bioaccessibility by passive diffusion (dialysis). This study reveals
the in vitro evolution and bioaccessibility of these phenolic compounds, and those
unassimilated compounds that could be transformed by the intestinal microbiota.

Keywords: brassica, INFOGEST, polyphenol, fermentation.

1. INTRODUCCION

El brécoli es una hortaliza conocida por su contenido en fitoquimicos saludables. Sin
embargo, solo se utiliza una parte de la planta, dejando una gran cantidad de biomasa sin
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aprovechar. Los procesos de fermentacion permiten la transformacion de las propiedades fisicas,
quimicas y sensoriales de alimentos. Asi, la fermentacion se presenta como una solucién en la
revalorizacién de estos subproductos, ofreciendo una alternativa prometedora para desarrollar
nuevos alimentos ricos en compuestos bioactivos (1). Sin embargo, durante la ingesta de estos
alimentos, los compuestos bioactivos pueden liberarse de la matriz, degradarse, absorberse o
pasar al colon donde seguiran biotransformandose por la microbiota intestinal. Este estudio
aborda y evalda la evolucion de los compuestos fenolicos de una bebida fermentada de
subproductos de brdcoli durante la digestiéon gastrointestinal in vitro y su bioaccesibilidad
mediante difusion pasiva.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Elaboracién de bebida fermentada

Para la fermentacién de subproductos de brocoli, se emplearon hojas de brécoli frescas, que
se sumergieron en agua potable en una proporcién de 1:10 (p/p) en un biorreactor Bionet F0-2CC
(Bionet, Fuente Alamo, Espaiia) en condiciones asépticas. Para el comienzo de la fermentacion se
us6 un indculo de Lactiplantibacillus plantarum (6 log UFC /mL). La fermentacion se llevé a cabo
durante 4 dias a 27,7 °C, segtin ensayos previos de optimizacion (1).

2.2 Digestién gastrointestinal in vitro, indice de recuperaciéon (%IR) y porcentaje de
bioaccesibilidad (BA%)

La evaluacién de bioaccesibilidad se realizé mediante el ensayo gastrointestinal in vitro de
acuerdo con el protocolo INFOGEST (2). Esta metodologia incluye diferentes etapas de digestion
oral, gastrica e intestinal. Esta dltima se llevd a cabo mediante dialisis, simulando la difusién
pasiva de los compuestos fenoélicos durante la digestion intestinal, usando un tubo de membrana
de dialisis Spectrum™ 132706 (12-14kDa; Fisher Scientific, USA). El ensayo de digestiéon
gastrointestinal se llevo a cabo por triplicado y se tomaron muestras en cada etapa de la digestion
y durante la digestion intestinal en intervalos de 30 min (30, 60, 90, 120, 150 y 180 min). Se calcul6
el indice de recuperacién (%RI), que permite conocer la cantidad de compuestos fenolicos
recuperados tras las diferentes etapas de la digestion gastrointestinal y dialisis, comparandolo
con la bebida fermentada sin digerir (3). El porcentaje de bioaccesibilidad (%BA) se calculé
comparando la concentraciéon de compuestos fendlicos de la fracciéon de dialisis con la fraccion de
digestion intestinal (%BA = [DD/DG]*100).

2.3 Analisis de compuestos fendlicos individuales

Los polifenoles individuales fueron analizados por cromatografia liquida de espectrometria
de masas (LC-MS), siguiendo la metodologia y el equipamiento descrito por Salas-Millan et al.
(2024) (1).

2.3 Tratamiento estadistico descriptivo

Los resultados se presentan como el promedio de tres experimentos * la desviacion
estandar.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

La bebida fermentada (BF) de hoja de brocoli destacé en su diversidad de compuestos
fendlicos (Fig. 1), incluyendo acidos hidroxicinamicos (AH), flavonoides acilados (FlavA) y
flavonoides deacilados (FlavD). En la Fig. 1A se muestra los indices de recuperacion (%IR) de los
compuestos fenolicos individuales durante el proceso de digestiéon gastrointestinal in vitro. La
concentracion de AH totales disminuyd tras la digestion oral (DO) y gastrica (DG), con un valor de
%IR de 79,4% y 72%, respectivamente. El grupo de FlavA redujo su concentracién tras las fases
DO y DG, con un valor de 73,7 % IR. Por otro lado, los FlavD experimentaron una mayor reduccién
tras los procesos de DO y DG (59,1 % IR). Estas diferencias entre ambos grupos de flavonoides se
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deben a que los FlavA presentan una mayor resistencia frente a procesos gastrointestinales in
vitro y pH acido (4). Seguidamente, la fraccién gastrica fue sometida a una digestion intestinal
(DI). Tras los primeros 30 min de DI, los tres grupos de compuestos fendlicos mostraron unos
valores de 22 a 28 %IR. Sin embargo, a lo largo de la DI(30-180 min), se observé un aumento en
kaempferol-3,7-o-diglucésido (K-3,7dG, 14,4 a 56,3 mg/L). La fraccién dializada (DD) destaco
también por una mayor concentracion de K-3,7dG, y kaempferol-o-3-sofordsido-7-o-glucésido (K-
3Soph-7G), con una concentracién de 56,3 y 0,13 mg/L respectivamente, mostrando un valor de
IR mayor al 80%. Este aumento de FlavD durante la DI y DD es debido a la hidrdlisis de los FlavA
por enzimas hidroliticas del fluido intestinal artificial (amilasas, lipasas, y proteasas) a pH basico.
Durante esta etapa, los flavonoides glicosilados acilados y/o deacilados pueden ser hidrolizados
en flavonoides con menor nimero de glicosilaciones, en sus formas agliconas (kaempferol), o en
otros compuestos no detectables (5).

La evaluacion de bioaccesibilidad (%BA) in vitro tuvo en cuenta la concentracién de
polifenoles de la fracciéon dializada tras el proceso de DI y la concentracion en la fraccion de DG
(Fig. 1B y C). Entre los compuestos AH destacaron el 5CQa y 4CQa con unos valores de 56 y 36
%BA. Asi, las concentraciones de 3-, 4-, y 5CQa en la fracciéon DD fue de 0,9 a 1,3 mg/L. En cambio,
los derivados de acido fertlico y sinapico mostraron un porcentaje de BA menor al 20 %BA. El
grupo de FlavA presenté un rango de 13 a 26 %BA, excepto para kaempferol-3-o-cafeoil-
soforésido-7-o-sinapoilglucésido (104%) y kaempferol-3-o-feruloil-soforésido (K-3FeSoph,
270%). Estos resultados muestran una mayor difusiéon pasiva in vitro de estos compuestos
provenientes de la DG. El aumento en el %BA de K-3FeSoph sugiere la hidrélisis del enlace
glicosilico y acilado de su precursor diglicosilado kaempferol-3-o-feruloil-sofor6sido-7-o-
glicésido y su posterior difusién pasiva. Los compuestos del grupo de FlavA K-3,7dG y K-3Soph-
7G presentaron unos valores de %BA de 150 y 390 %, provenientes de la hidrolisis de los FlavD
durante la DI, como anteriormente se ha discutido. Los compuestos fenélicos presentes tras la
digestion intestinal corresponden a la fraccion de compuestos que no han sido asimilados y que
podrian pasar al colon. Entre ellos, FlavD como K-3Soph-7G y K-3,7dG; y FlavA como kaempferol-
3-o0-sinapoil-sofordsido-7-o-glucésido y kaempferol-3-o-feruloil-sofor6sido-7-o-glucésido, que
potencialmente serian metabolizados por la microbiota del colon (6).

4. CONCLUSIONES

La bebida fermentada de subproductos de brocoli destacé por su contenido en acidos
hidroxicindmicos y flavonoides deacilados y acilados. Durante la fase de digestion oral y gastrica
in vitro se redujo la concentracién de estos bioactivos, principalmente acidos hidroxicindmicos.
Los resultados de cuantificaciéon e indice de recuperacién mostraron una mayor reduccion
durante la fase de digestion intestinal. Sin embargo, la degradacion de los flavonoides acilados va
acompanada de un aumento en la concentracidn de flavonoides deacilados glicosilados. Esto se
debe a la hidrélisis por las enzimas intestinales, que simplifican estos flavonoides a estructuras
con menor grado de glicosilacion. Estos flavonoides deacilados, como kaempferol-3,7-o-
diglicésido, mostraron una mayor concentracién en la fraccién dializada, sugiriendo una mayor
asimilacion durante la digestion intestinal. Finalmente, los compuestos fendlicos no absorbidos
durante la digestion intestinal proporcionan una base para futuros ensayos sobre las fracciones
no asimiladas y su potencial beneficio para la salud del colon, como su biotransformacién por
parte de la microbiota intestinal.
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digestion intestinal.
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Resumen

El Acido Hialurénico (HA) es un mucopolisacarido con grandes aplicaciones en campos
como la biomedicina y bioingenieria por sus excelentes propiedades fisicas, quimicas y
bioldgicas. Su peso molecular determina sus posibles aplicaciones, ya que el HA de alto
peso molecular (HMW-HA) y el HA de bajo peso molecular (LMW-HA) poseen aplicaciones
distintas. El peso molecular depende de la fuente de la que provenga este HA. En este
trabajo se muestran las diferencias de peso molecular entre el HA producido a partir de
Streptococcus spp. y bacterias GRAS (Generally Recognized As Safe) como Lactobacillus spp.
Ademas, se estudiaron tres técnicas diferentes (viscosimetria, electroforesis y UPLC-SEC)
para el analisis del peso molecular de este polimero.

Palabras clave: Biorreactor; Fermentacion; Bacterias GRAS.

Abstract

Hyaluronic Acid (HA) is a mucopolysaccharide with great applications in fields such as
biomedicine and bioengineering due to its excellent physical, chemical and biological
properties. Its molecular weight determines its possible applications since high molecular
weight HA (HMW-HA) and low molecular weight HA (LMW-HA) have different applications.
The molecular weight depends on the source from which this HA comes in this work, the
differences in molecular weight between HA produced from Streptococcus spp. and GRAS
(generally recognized as safe) bacteria such as Lactobacillus spp In addition, three
techniques were studied (viscosimetry, electrophoresis and UPLC) to analyze the
molecular weight of this polymer.

Keywords: Bioreactor; Fermentation; GRAS bacteria.

1. INTRODUCCION

El 4cido hialurénico (HA) o también conocido como hialuronato, es un glucosaminoglicano,
mucopolisacarido, no sulfatado que esta formado por pares de disacaridos: N-acetil glucosamina
y acido glucurédnico, unidos mediante enlaces alternos de 3-1,4-d-glucurénico y 3-1,3-N-acetil-d-
glucosamina. Debido a su alta solubilidad y capacidad de retencién de agua, forma soluciones
altamente viscosas con propiedades viscoelasticas Unicas. Ademas, el HA destaca por otras
excelentes propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas; como son su alta biocompatibilidad, bio-
funcionalidad nativa y no-inmunogenicidad. En conjunto, esto permite su aplicacién en amplios
campos de bioingenieria y biomedicina: desde cosméticos bio-revitalizantes y endoproétesis de
liquido articular, medicamentos, oftalmologia, reumatologia y en la industria alimentaria (1).

El HA contiene entre 500 y 50.000 residuos de monosacaridos por molécula, por lo tanto,
HA puede presentar una amplia gama de pesos moleculares desde aproximadamente 103 a 107
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Da. En estudios anteriores, se ha observado una estrecha relacién entre la funciéon biolédgica y el
peso molecular (MW) del HA, ademas de que los diferentes grados de polidispersion del HA varian
en funcidén de la fuente de produccién de HA (1).

El aumento del MW del HA y el contenido de HA en soluciones poliméricas, conduce al
refuerzo de la red tridimensional del polimero. En consecuencia, da como resultado un aumento
en la viscosidad y viscoelasticidad de la solucidn (1,2). Ademas, se ha observado que a medida que
aumenta el MW, también mejora la capacidad hidrofilica del HA (2). De esta forma, el HA de alto
peso molecular (HMW-HA>10¢ Da) estd mas destinado a aplicaciones basadas en propiedades
viscoelasticas y reolégicas, como en la hidratacién del tejido, la absorcién de impactos, la
disminucion de las fricciones y las funciones de relleno de espacios. El HA de bajo peso molecular
(LMW-HA<10¢ Da) también se aplica en el area alimentaria. En concreto, se usa como ingrediente
en suplementos dietéticos y aditivos alimentarios reponiendo asf la cantidad necesaria de HA en
el cuerpo (que va disminuyendo con la edad), activando a su vez las células de la piel a través de
la hidratacién epidérmica y reduciendo el envejecimiento de la piel. EIl LMW-HA también se usa
en materiales de envasado para la conservacién de los alimentos (2).

El HA comenz6 a extraerse a partir de tejidos animales, sin embargo, este método cuenta
con una variedad de inconvenientes (impurezas, toxinas, etc.) en la extraccién de HA de dichos
tejidos animales, por lo que se ha generado mucho interés en buscar otras fuentes de origen no
animal. Como método alternativo, destaca la produccién de HA por microorganismos,
distinguiendo las bacterias Streptococcus spp. del grupo Ay C de Lancefield por su alta produccién
natural de HMW-HA. Estos microorganismos sintetizan HA, formando una capsula extracelular a
modo de autodefensa para no ser detectados por el sistema inmune del huésped, provocando asi
respuestas inmunogénicas mas fuertes. Sin embargo, Streptococcus spp. son bacterias patogénicas
para animales, por lo que es recomendable usar otras bacterias GRAS (Generally Recognized As
Safe) como las bacterias acido-lacticas. Sin embargo, las bacterias acido-lacticas GRAS que
producen HA lo hacen con un rendimiento y peso molecular reducidos. En cuanto a la produccién
de HA mediante fermentacién bacteriana, comparado con otras fuentes de origen animal (cresta
de los gallos, humor vitreo de peces, etc.), se ha demostrado la influencia del modo de
fermentacion sobre las condiciones de fermentacion y la composicion del medio (3).

El objetivo principal de esta tesis es producir HMW-HA a partir de bacterias GRAS. Para ello
se pretende modificar genéticamente bacterias acido-lacticas productoras de HA con genes
procedentes de Streptococcus spp. Sin embargo, previamente se debe caracterizar el HA (su peso
molecular) producido por ambos microorganismos nativos, es decir, sin modificacién genética.
Asi, en este estudio se compara el peso molecular del HA producido por bacterias nativas
Lactobacillus spp. y Streptococcus spp. Cabe destacar que las muestras de HA normalmente no
tienen un Unico peso molecular, sino que son polidispersas. Por lo tanto, la caracterizacion del
peso molecular se analizard mediante las siguientes técnicas: (i) peso molecular medio
(viscosimetria); (ii) o bien mediante la distribucién de los pesos moleculares (cromatografia
liquida de alta resolucién por exclusion de tamafio (UPLC-SEC) y electroforesis).

2. MATERIALES Y METODOS

Las especies de Lactobacillus spp. y Streptococcus spp. empleadas no se detallan debido a
un acuerdo de confidencialidad con la empresa que financia esta investigacion. Las cepas se
activaron de acuerdo con las indicaciones del proveedor (Leibniz Institute DSMZ). Para la
biofermentaciéon por ambos microorganismos se utiliz6 un biorreactor de 3 L de capacidad
(Bionet, Fuente Alamo, Spain) de acuerdo con las condiciones descritas (4) optimizadas por
nuestro grupo. Una vez completado el ciclo de fermentacion (20-22 h), la extracciéon del HA del
medio de fermentacidn y su posterior purificacion se realiz6 siguiendo el protocolo de Vazquez et
al. (2009). En cuanto al analisis del peso molecular del HA se utilizaron tres técnicas diferentes:
viscosimetria intrinseca, electroforesis en gel de agarosa y cromatografia liquida de alta
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resolucidon por exclusiéon de tamaino (UPLC-SEC). Viscosimetria intrinseca: primeramente, se
prepararon tanto la disolucién salina como las disoluciones problema que se deseen analizar. Se
sumergio el viscosimetro en un bafio de agua a 25+0,1°C. Se llené el viscosimetro y se dej6 reposar
durante 30 min para homogeneizar la temperatura. Se cronometré el tiempo de avance de la
disolucién problema a través del viscosimetro y se determiné el MW medio a través de las
ecuaciones publicadas en el método de la Pharmacopea Europea (Ph. Eur. 7.0, 1995 (01/2009)).
Electroforesis: se preparé un gel de agarosa al 1% (Canvax, Valladolid, Espafia) y TBE 1X (tampdn
Tris-Borato-EDTA; Panreac quimica, Tarragona, Espafia). Este se almacend durante la noche y se
realizé un pre-run de 60 min a 40 V. A continuacidn, se cargaron 10 pL de las muestras y 10 pL del
buffer de carga, y se realiz6 finalmente un run de 300 min a 60 V. Posteriormente, el gel se dejé en
etanol 30% durante 30 min. Se afiadi6 el colorante stain-All en oscuridad y se dej6 en agitaciéon
leve durante la noche. El gel se pasé a un recipiente con agua destilada y se va destifiendo
progresivamente para que las bandas se distingan de forma mas nitida. Las bandas de las
muestras problema se compararon con las de patrén para conocer su peso molecular. UPLC-SEC:
El equipo utilizado para este fin fue un UPLC (Shimadzu Nexera) con una columna de exclusién
por tamano (SEC) (GFCP 6000; 300x7.8 mm; Phenomenex) especifica para la separacién de
polimeros. Las muestras se analizaron junto con patrones de diferente peso molecular (Echelon
Biosciences Inc, Salt Lake City, UT) con el fin de establecer una curva patrén. Todas las muestras
y patrones se prepararon en una solucién 0,2 M de NaNO3Yy filtradas a 0,20 pm. La temperatura a
la que se realiz6 el anilisis fue de 25°C, velocidad de flujo 0,6 mL/min y volumen de inyeccién 20
uL.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

El HA obtenido a partir de Streptococcus spp. presentd un peso molecular superior a 1x106
Da, lo que se corresponde con HMW-HA (Tabla 1). Estos resultados son acordes a los estudios
previos publicados (5), siendo las minimas diferencias observadas debidas a las diferentes
composiciones de los medios de fermentacién con dichas publicaciones. No se profundizara en el
efecto de los medios de fermentacion sobre el peso molecular del HA, al no ser el objetivo
especifico en este estudio. En cuanto al HA obtenido a partir de Lactobacillus spp., se obtuvo un
HA de peso molecular ligeramente superior a 1x104 Da, lo que se corresponde con LMW-HA (Tabla
1). El resultado obtenido es muy similar al obtenido por Chahuki et al., (2019) que obtuvieron
LMW-HA de 27 KDa usando la cepa Lactobacillus acidophilus PTCC1643. Como se observa, el HA
obtenido con Lactobacillus spp. fue mucho menor que el obtenido con Streptococcus spp. Sin
embargo, es preferible el uso de bacterias GRAS a ciertas especies del género Streptococcus spp.
que son patogénicas para animales, lo que hace necesarios procesos de purificacién para eliminar
toxinas y otros productos fermentativos que elevan considerablemente los costes de produccion,
ademas de su peligrosidad y medidas de seguridad necesarias.

Para estudiar qué técnica de andlisis del peso molecular es mas adecuada, se eligi6 el HA de
mayor peso molecular, es decir, el producido por Streptococcus spp. La tabla 2 muestra los pesos
moleculares del HA producido por Streptococcus spp. mediante las tres técnicas diferentes de
analisis (viscosimetria, UPLC-SEC y electroforesis). Como se observa, los resultados de UPLC y
electroforesis fueron similares (p>0,05), sin embargo, los de viscosimetria si que fueron
diferentes (p<0,05). Esto se puede atribuir a que la viscosimetria no es capaz de dar informacién
sobre la polidispersién de la muestra, sino que solo ofrece un valor promedio del peso molecular.
El hecho de que los valores obtenidos mediante UPLC y electroforesis sean iguales aumenta la
confianza en estas técnicas de andlisis del peso molecular del HA. Ademas, todas las técnicas
presentan caracteristicas que las hacen interesantes. La viscosimetria permite un primer analisis
sencillo y barato para conocer el peso molecular medio de la muestra. Por su parte, la
electroforesis permite observar el grado de polidispersion de la muestra, siendo interesante que
la muestra sea lo menos polidispersa posible. Por tltimo, la técnica de UPLC-SEC permite apreciar
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con claridad la presencia de diferentes moléculas y el peso molecular en las distintas fases de cada
molécula.

4. CONCLUSIONES

Las conclusiones obtenidas del presente estudio se muestran a continuaciéon: 1) Las bacterias del
género Streptococcus spp. son capaces de producir HMW-HA (21x106 Da); 2) Las bacterias del
género Lactobacillus spp. son capaces de producir LMW-HA (1x104 Da); 3) El peso molecular
obtenido a partir de las bacterias del género Lactobacillus es de bajo MW y no puede ser utilizado
para propositos biomédicos que requieren alto MW; 4) Las bacterias del género Lactobacillus spp.
al no ser patégenas son buenas candidatas para ser modificadas genéticamente para producir
HMW-HA de forma segura; 5) Las tres técnicas han demostrado ser efectivas para determinar el
peso molecular del HA; 6) El analisis mediante las tres diferentes técnicas ofrece informacion
interesante para una mejor caracterizaciéon de la muestra.
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Tabla 1. Peso molecular del HA obtenido de biofermentacion con Streptococcus spp. y
Lactobacillus spp determinado por UPLC-SEC.

Streptococcus Lactobacillus
Peso Molecular (Da) 1,79x106+1,14x106 * 1,53x104+2,46x103

Datos diferentes (t-student) se indican con *

Tabla 2. Analisis de peso molecular de acido hialurénico (Streptococcus spp.) con diferentes
técnicas de andlisis.

Viscosimetria UPLC-SEC Electroforesis

Peso molecular (Da) 9,17x105+4,11x105b 1,79x106+1,14x106a 2,05x106+8,60x105a

Diferencias significativas (p<0,05) se muestran con diferentes letras.
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Resumen

El éxito del control biolégico se debe a la presencia constante en el cultivo de enemigos
naturales, como Macrolophus pygmaeus, a pesar de la fluctuacion en la presencia de presa.
Este logro se debe en gran parte a que estos depredadores son capaces de subsistir a partir
de otros alimentos alternativos como puede ser el polen. Sin embargo, hay cultivos sin
polen o este es de baja calidad, por lo que se recurre a proporcionar alimentos
suplementarios. Para la alimentacion de acaros depredadores se utilizan Aacaros
astigmatidos, que son de bajo coste, aunque no estan recomendados para los insectos
depredadores. Por ello, hemos ensayado una poblaciéon de M. pygmaeus alimentada con
distintas especies de acaros astigmatidos. La fecundidad total media presentaba
diferencias significativas, ya que el nimero de huevos disminuia mas drasticamente con
unos acaros que con otros, observandose fecundidades altas sdlo en la dieta 6ptima de
huevos de Ephestia kuehniella.

Palabras clave: Agentes de control bioldgico; control bioldgico; alimento alternativo; fecundidad.

Abstract

The success of biological control is due to the constant presence on the crop of natural
enemies, such as Macrolophus pygmaeus, despite fluctuations in prey presence. This
achievement is largely because these predators are capable of subsisting on alternative
food sources such as pollen. However, some crops either lack pollen or it is of low quality,
leading to the provision of supplementary food. For the feeding of predatory mites,
astigmatid mites are used, which are low-cost, although not recommended for predatory
insects. Therefore, we experimented with a population of M. pygmaeus fed with different
species of astigmatid mites. Total average fecundity showed significant differences, as the
number of eggs decreased more drastically with some mites than with others, with high
fecundities observed only in the optimal diet of Ephestia kuehniella eggs.

Keywords: Biological control agents; biological control; alternative food; fecundity.

1. INTRODUCCION

El control bioldgico a través del uso de depredadores generalistas ha demostrado ser
altamente efectivo en numerosos cultivos (1). Este logro se debe en gran medida al empleo de
depredadores omnivoros, ya que estos tienen la habilidad de consumir una gran variedad de
alimentos. Cuando las presas no estan presentes, estos depredadores pueden permanecer en el
cultivo gracias a su capacidad para alimentarse de otros recursos alimenticios disponibles, como
el polen (2). Macrolophus pygmaeus (Rambur) (Hemiptera: Miridae) es un importante enemigo
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natural usado contra mosca blanca y otros artréopodos plaga en cultivos bajo invernadero. Se trata
de un depredador zoofitéfago capaz de completar su desarrollo cuando hay ausencia de plaga
alimentandose s6lo de plantas como tomate y berenjena (3). La problematica a la que nos
enfrentamos es cuando M. pygmaeus ha de actuar en cultivos que no tienen polen o este es de baja
calidad, en estos cultivos se realizan suministros de huevos de Ephestia kuehniella o cistos de
Artemia para que los enemigos naturales puedan establecerse de manera preventiva. Sin
embargo, estos alimentos tienen un precio alto lo que limita su utilizacién. Por otra parte, se
suelen utilizar dcaros astigmatidos, como Carpoglyphus lactis o Suidasia medanensis, para la
alimentacién suplementaria en el cultivo de acaros depredadores, ya que estos acaros son faciles
de obtener a bajo coste y estan disponibles durante cualquier época del afio. Sin embargo, estas
especies de acaros astigmatidos no son un alimento adecuado para la reproduccion de insectos
depredadores del género Orius (4). Por tanto, en este estudio nos planteamos investigar el
potencial de otras especies de 4caros astigmatidos como alimento alternativo para M. pygmaeus.
De este modo, se estudid la variabilidad de la fecundidad que puede haber en una poblacién
comercial de M. pygmaeus alimentada con distintas especies de acaros astigmatidos.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Cria de Macrolophus pygmaeus

Se utilizé una poblaciéon comercial suministrada por Agrobio. La poblacién se mantuvo en
recipientes de plastico de 1 L con papel de filtro en la tapa y con trozos de papel como escondite
para evitar el canibalismo. El mantenimiento se realizé dos veces a la semana y consisti6 en:
aporte ad libitum de huevos de Ephestia kuehniella (polilla de la harina) como alimento 6ptimo,
judias verdes como fuente de humedad y sustrato para la puesta de huevos. Cada vez que se
realizd, las judias que estaban en los botes de adultos se pusieron en botes nuevos para que los
huevos eclosionaran y comenzara una nueva generaciéon. En los botes donde hay ninfas se
retiraron las judias mas deshidratadas y se afiadieron nuevas. La cria se mantuvo en condiciones
controladas a 26 + 1 2C, 65 * 5% HR y régimen de luz L16: D8.

2.2 Ensayo de fecundidad

El objetivo de este ensayo fue conocer el nimero de huevos que podian depositar las hembras de
esta poblacién siendo alimentadas con distintos dcaros astigmatidos. Una vez que las ninfas de
esta poblacién estaban en el quinto estadio ninfal, eran controladas hasta que llegaban a ser
adultos. Una vez pasado el tiempo necesario para la realizacion de la cépula, las hembras eran
individualizadas en recipientes de 125 mL con tapa aireada que contenian un trozo de judia de
aproximadamente 7 cm y la respectiva dieta ad libitum (40 hembras/dieta). Se utilizaron un total
de 8 dietas, por un lado, la dieta 6ptima huevos de E. kuehniella que fue el control de nuestro
ensayo y, por otro lado, 7 especies de acaros astigmatidos: Aleuroglyphus ovatus, Tyreophagus
entomophagus, Carpoglyphus lactis, Tyrolichus casei, Suidasia medanensis, Leptoglyphus destructor
y Acarus siro.

Cada 2-3 dias se afiadi6é comida fresca y la judia era sustituida por una nueva hasta que la
hembra moria, para poder conocer su fecundidad total. El nimero de huevos se contaba con la
ayuda de una lupa estereoscopica. Este ensayo se realizd bajo las mismas condiciones que la cria
de la poblacion.

2.3 Andlisis estadistico

La fecundidad de las hembras se analiz6 para observar posibles diferencias significativas
entre las distintas dietas ofrecidas. Se realizo un analisis de varianza de un factor.

60



13° Workshop en Investigaciéon Agroalimentaria para jovenes investigadores. Cartagena, 13 de mayo 2024

3. RESULTADOS Y DISCUSION

En la fig. 1 podemos observar los resultados de la fecundidad total media obtenida con los
distintos acaros utilizados. Existieron diferencias significativas en la fecundidad total entre las
distintas presas ofrecidas (F=19,85; g.1.=7/312; P=0.000). La mejor fecundidad se dio con la dieta
6ptima E. kuehniella como era de esperar, alcanzando los 27 huevos de media. Entre las especies
de 4caros astigmatidos la fecundidad se vio reducida un 63% (10 huevos) en los mejores casos (C.
lactisy T. entomophagus) y la menor fecundidad se obtuvo con el acaro S. medanensis que se redujo
un 85% (4 huevos). Entre los acaros L. destructor, A. ovatus, A. siro y T. casei no se dieron
diferencias significativas, obteniéndose fecundidades cercanas a los 8 huevos.

En una reciente revision donde se repasan los alimentos alternativos para los insectos
depredadores de la familia Miridae, ni siquiera se mencionan los acaros astigmatidos (5). No
hemos encontrado ningtin estudio publicado en el que se ensayen estos dcaros como alimento de
ninguna especie de mirido depredador. Aunque observamos en nuestro estudio que cuando M.
pygmaeus se alimenta con Aacaros astigmatidos la cantidad de huevos que pone disminuye
fuertemente, esta dieta permitiria el mantenimiento de la poblacién en el cultivo en ausencia de
presa. Lareduccion de la fecundidad para M. pygmaeus alimentado con C. lactis fue del 63%, menor
que lo reportado para Orius thripoborus (75%) y para O. naivashae (100%) (4).

4. CONCLUSIONES

Existieron diferencias significativas en la fecundidad de M. pygmaeus alimentado de
distintas especies de acaros astigmatidos. Aunque los acaros astigmatidos son un alimento
subéptimo para M. pygmaeus, podrian utilizarse como alimento suplementario en el cultivo, ya
que permiten la reproducciéon del depredador.
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Figura 1. Fecundidad total media de Macrolophus pygmaeus alimentado con huevos de Ephestia
kuehniella y diferentes especies de acaros astigmatidos.
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Resumen

El cultivo mixto con leguminosas es un sistema sostenible de cultivo que proporciona
servicios agro-ecolégicos y mejora el rendimiento de cultivos, principalmente debido a la
capacidad de fijar nitrégeno por las leguminosas. En este estudio, evaluamos como la
rotacion y el intercropping con leguminosas afectaron al rendimiento de plantas de
verdolaga y a la estructura y funcionalidad de las comunidades bacterianas de la rizosfera
de verdolaga. Todos los tratamientos aumentaron el crecimiento de las plantas, sin
embargo, solo los tratamientos de rotacion y el combinado tuvieron un efecto en la
rizosfera, aumentando la actividad enzimatica y modificando la composicion y
funcionalidad bacteriana, promoviendo la abundancia de bacterias degradadoras de
carbono y fijadoras de nitréogeno. Esto demuestra como los sistemas de cultivo mixtos
pueden ser utiles para el cultivo sostenible de verdolaga y los posibles mecanismos
bioldgicos responsables.

Palabras clave: Portulaca oleracea; Agricultura sostenible; 16S rRNA; Actividades enzimaticas.

Abstract

Mixed cropping with legumes is a sustainable farming system that provides agro-ecological
services and enhances crop yield, mainly due to legumes' nitrogen-fixing capacity. In this
study, we assessed how crop rotation and intercropping with legumes affected purslane
yield and the structure and functionality of purslane rhizosphere bacterial communities.
All treatments increased plant growth, however, only rotation and the combined treatment
had an effect on the rhizosphere, enhancing enzymatic activity and modifying bacterial
composition and functionality, promoting the abundance of carbon-degrading and
nitrogen-fixing bacteria. These demonstrate how mixed cropping systems can be beneficial
for sustainable purslane cultivation and the potential biological mechanisms involved.

Keywords: Portulaca oleracea; Sustainable agriculture; 16S rRNA; Enzyme activities.
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1. INTRODUCCION

La verdolaga es una planta salvaje comestible, conocida por sus propiedades nutricionales,
siendo rica en acidos grasos omega - 3 y en antioxidantes que estd ademads bien adaptada a
condiciones climaticas adversas como las altas temperaturas, y con bajos requerimientos hidricos
y nutricionales (1) lo que la vuelve un cultivo de especial interés en regiones semiaridas del
mediterraneo donde ademas de las condiciones climaticas, la contaminacion del suelo y aguas por
el uso abusivo de agro-quimicos suponen un riesgo para el medio (2).

Los sistemas de cultivo mixtos que involucran el uso de leguminosas -que establecen
relaciones simbidticas con bacterias del género Rhizobium, capaces de fijar nitrégeno atmosférico
(3)- ensistemas de rotacion o intercropping que recientemente se estan proponiendo como una
alternativa frente al monocultivo convencional como forma de reducir el uso de fertilizantes y de
optimizar los recursos, mejorando el rendimiento de los cultivos mediante la mejora de la
fertilidad del suelo y cambios en la comunidad microbiana de la rizosfera (4,5).

En sistemas de rotacién, la mayor parte del nitrégeno fijado es asimilado por la leguminosa
y quedara disponible para el cultivo posterior tras la degradacién de los restos de la leguminosa,
mientras que, en el intercropping, el nitrégeno fijado puede ser asimilado inmediatamente por el
cultivo asociado (6,7). Ambos sistemas también son capaces de mejorar la fertilidad del suelo a
través de la produccién de exudados radiculares facilitando la proliferacién de bacterias
promotoras del crecimiento que aumenten la mineralizacién de la materia organica o la
disponibilidad de nutrientes como el fésforo o el potasio (8).

El objetivo de nuestro estudio es estudiar como un cultivo de bajo mantenimiento como la
verdolaga se puede ver beneficiado por la rotacién de cultivos o el intercropping, enfocandose en
los cambios de la actividad, estructura y funcionalidad de las comunidades bacterianas.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Disefio experimental

El experimento se realizé en condiciones de campo en la finca experimental del CEBAS -CSIC
(Santomera, Murcia) entre enero y agosto del afio 2022. Consistié en cuatro tratamientos:
Verdolaga (Portulaca oleracea L.) en monocultivo durante el verano (Control); (ii) Intercropping
de verdolaga y caupi (Vigna unguiculata L.) en verano (I); (iii) Rotacién de verdolaga cultivada en
verano y guisantes (Pisum sativum L.) cultivados en el inverno anterior y que una vez cosechados,
se secaron y se incorporaron al suelo (R); y (iv) un sistema mixto donde se combinaron los
tratamientos de rotacién e intercropping (IR). Se cultivaron 6 parcelas (n = 6) para cada
tratamiento con un disefio totalmente aleatorio, donde se cultivaron 14 plantas, divididas en 2
filas de 7 plantas. En los tratamientos con caupi, se intercalaron filas de verdolaga y caupi. No se
aplicaron fertilizantes y las plantas se regaron una vez por semana.

2.3 Pardmetros fisico - quimicos
Se determino larelacion C/N, el Carbono Orgénico Total (TOC), pH y fésforo disponible (AP).

2.2 Pardmetros bioldgicos

Se midid el peso de las plantas de verdolaga. Se determinaron las actividades enzimaticas
B-glucosidasa, fosfatasa, ureasa y deshidrogenasa del suelo rizosférico. La comunidad bacteriana
se estudi6 secuenciando la region V3-V4 del rRNA 16S del ADN total del suelo rizosférico. Las
secuencias obtenidas se analizaron usando el pipeline bioinformatico DADA2 usando la
plataforma QIIMEZ2. Las secuencias procesadas se compararon con la base de datos SILVA v.138.

2.4 Tratamiento estadistico

Los analisis estadisticos y su representacion se realizaron en R v 4.1.2. Para las variables
fisico quimicas, biomasa, actividades enzimaticas y abundancias de grupos taxondémicos se
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comprobd si los datos cumplian los supuestos de normalidad y homocedasticidad y se realiz6 un
analisis de varianza ANOVA, en caso contrario, se realizd un test Kruskal-Wallis, seguidos de los
test post-hoc Tukey’s HSD o Dunn respectivamente. A partir de la distancia de Bray-Curtis de la
composicién de la comunidad, se realizé6 un andlisis de redundancia (RDA) para visualizar la
relacion entre la comunidad microbiana y las propiedades del suelo.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Todos los tratamientos aumentaron significativamente la biomasa de la verdolaga respecto
al control, entre un 34 y 54% (Fig. 1), esto probablemente debido a la alta respuesta de
crecimiento de la verdolaga incluso a bajas concentraciones de nitrégeno (1). Sin embargo, solo
en los tratamientos donde hubo rotacién (R e IR) se vio afectada la comunidad microbiana con
respecto al control (Fig. 2). Las propiedades del suelo que tuvieron un mayor impacto en la
composicién de la comunidad microbiana fueron las actividades enzimaticas, el AP y el TDW
mostraron una correlacién positiva con los tratamientos R e IR. Ademas, las familias Rhizobiaceae,
Myxococcaceae, Bacillaceae o Planococcaceae entre otras fueron asociadas positivamente con la
rotacién. La familia Rhizobiaceae contiene bacterias responsables de la fijacién de nitrégeno,
relacionado directamente con el cultivo de guisantes previo a la verdolaga (9). Mientras que el
resto de familias podrian estar relacionadas con la mineralizaciéon de los residuos de guisante
incorporados al suelo, mejorando la disponibilidad de nutrientes (10). Sin embargo, aunque el
tratamiento I por si solo no causara efectos en la rizosfera de verdolaga, el mayor rendimiento de
las plantas indica que el intercropping también podria haber mejorado la fertilidad del suelo.

4. CONCLUSIONES

Nuestro estudio muestra como un cultivo de bajo mantenimiento como la verdolaga
aument6 su produccidn notablemente sin necesidad de fertilizacién usando sistemas de cultivo
sostenibles como el intercropping y la rotacién con leguminosas, aunque solo detectamos cambios
en la rizosfera bajo los tratamientos de rotacion. Esto indica que el alcance del efecto en el suelo
de la leguminosa podria ser limitado, por lo que solo se detectaron en los puntos donde se cultivé
previamente y se incorporaron sus restos al suelo.
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Resumen

El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto del uso de malla fotoselectiva roja en la
mejora de la regulacion del metabolismo de la sacarosa en frutos de plantas de pimiento
sometidos a estrés salino. En condiciones de sombreo y salinidad, se produce una menor
acumulacion de fructosa, sacarosa y hexosas lo que podria indicar un aumento de la
hidrdlisis en el fruto mediada por el uso de la malla fotoselectiva, lo que esta apoyado por
los mayores valores obtenidos en el indice de hidrdlisis. Con respecto a las proteinas
totales, se observa una acumulacion de las mismas en los tratamientos de sombreo, tanto
en condiciones control como de salinidad, lo que podria estar relacionado con el uso de la
malla fotoselectiva. Por tanto, el uso de mallas fotoselectivas rojas, podria ser una buena
estrategia para la regulacion del metabolismo de la sacarosa en condiciones de salinidad.

Palabras clave: Capsicum annuum L.; fotoselectividad; salinidad; relaciones fuente-sumidero.

Abstract

The objective of this work was to study the effect of using red photoselective mesh on
improving the regulation of sucrose metabolism in fruits of pepper plants subjected to salt
stress. Under shade and salinity conditions, there is a lower accumulation of fructose,
sucrose and hexoses, which could indicate an increase in hydrolysis in the fruit mediated
by the use of the photoselective mesh, which is supported by the higher values obtained in
the hydrolysis rate. With respect to total proteins, an accumulation of them is observed in
the shade treatments, both in control and salinity conditions, which could be related to the
use of the photoselective mesh. Therefore, the use of red photoselective meshes could be a
good strategy for regulating sucrose metabolism under salinity conditions.

Keywords: Capsicum annuum L.; photoselectivity; salinity; sink-source relationships.

1. INTRODUCCION

Las plantas se desarrollan en ambientes versatiles que con frecuencia presentan
condiciones desfavorables y estresantes para su crecimiento. Estas condiciones ambientales
incluyen estrés biético causado por patégenos o plagas, asi como estrés abidtico, como sequia,
temperaturas extremas, exceso de sal, presencia de metales téxicos y deficiencia de nutrientes. De
hecho, la salinidad es una de las restricciones abidticas mas significativas en areas aridas y
semidridas (1). Este tipo de estrés, tiene efectos osméticos e iénicos en las plantas, con unos
efectos adversos complejos entre los que se incluyen estrés oxidativo, dafio en los componentes
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celulares y disfuncion metabdlica. Durante el estrés salino, los aspectos morfolégicos, fisioldgicos
y moleculares de las plantas se ven afectados negativamente, lo que reduce su crecimiento y
desarrollo y limita su productividad (2,3).

Un enfoque eficiente para gestionar la radiacion solar y que se ha demostrado que mejora
la produccion de los cultivos es el uso de innovadoras mallas de sombreo con propiedades 6pticas
que alteran tanto la cantidad como la calidad de la luz interceptada, ademas de proporcionar la
proteccién deseada (4,5). Las mallas de sombreo de colores provocan una estimulacién diferencial
de algunos procesos fisioldgicos que estan regulados directamente por la luz, como la fotosintesis
y la fotomorfogénesis, y, por tanto, influyen en la produccién de fotoasimilados. La hidroélisis de
sacarosa hacia glucosa y fructosa y su balance en los é6rganos sumidero juega un papel
fundamental en la regulacién de las relaciones fuente-sumidero en condiciones de estrés, ya que
determina la capacidad de importar fotoasimilados para mantener el aporte de energia (6). Por
tanto, el objetivo de este trabajo ha sido el estudio del uso de malla fotoselectiva roja en la mejora
de la regulacion del metabolismo de la sacarosa en plantas de pimiento sometidas a estrés salino.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Material vegetal y condiciones del cultivo

Se evaluaron plantas de pimiento de la variedad comercial ‘Gacela’ ‘F1’ (Syngenta Seeds,
USA). Las plantas se distribuyeron en un invernadero multitinel separadas 100 cm entre filas y
40 cm entre plantas y se cultivaron individualmente en macetas de 20 L. El tratamiento de
salinidad se inici6 15 dias después del trasplante, afladiendo NaCl a la solucién nutritiva Hoagland
estandar hasta llegar a una concentracién final de 35 mM, mientras que las plantas control se
regaron con la solucién nutritiva original durante todo el ensayo. En el momento de la aplicacion
del tratamiento de salinidad, parte del area del ensayo dentro del invernadero, se cubri6é con una
malla roja (tipo ChromatiNet Raschel, 30% de sombreado, Polysack Plastic Industries LTD, Nir-
Yitzak, Israel) colocada a 50cm sobre la canopia de las plantas, moviéndose periddicamente en
relacion con el crecimiento de las plantas. El area cubierta con la malla roja recluia la mitad de las
plantas sometidas a riego 6ptimo de nutrientes y la mitad de las plantas salinizadas.

2.2 Determinacion de carbohidratos y proteinas totales

La concentracion de azucares (glucosa, fructosa y sacarosa) se determind usando la
metodologia descrita por (7) con algunas modificaciones. La extraccién de aztcares de las
muestras de fruto se realizé mediante extraccion en fase sélida, utilizando un tampé6n metabdlico.
Para el andlisis se empled cromatografia idnica utilizando un sistema 817 Bioscan (Metrohm,
Herisau, Suiza) equipado con un detector amperométrico de pulso (PAD) y un electrodo de oro.
La separacion cromatografica se realiz6 en una columna METROHM Metrosep Carb 1-150 IC (4,6
x 250 mm), termostatizada a 32 °C. Las actividades sacaroliticas se evaluaron mediante la
determinaciéon del NADH producido en una reaccion enzimdatica acoplada utilizando
sustratos/enzimas especificos segin la enzima objetivo, con base en el protocolo descrito por (8)
con algunas modificaciones. La extraccién se realiza a partir de 0,1 g de la muestra congelada y
triturada. Se adiciona 1 mL de tampén de extraccion (DTT, Tritén x100 0,02%, etilenglicol 10%,
HEPES 50 mM, MgCl,-6H,0 10 mM, EDTA-2H;0 0,1 mM, pH ajustado a 7 con KOH 5N). Se agita en
vortex durante 30s y se incuba en hielo y oscuridad durante 30 minutos, con una agitacién en el
vortex de 30s cada 10 minutos. En total, se agita en vértex cuatro veces en intervalos de 10
minutos (t = Omin, t = 10min, t = 20min, t = 30min). Tras la incubacién, se centrifugan las muestras
a 11.000 rpm durante 10 minutos manteniendo la temperatura a 4°C. El sobrenadante de la
muestra centrifugada contiene la fraccién proteica soluble, mientras en el precipitado queda la
fraccion proteica insoluble. Las proteinas insolubles son extraidas del precipitado modificando la
disolucién extractante con NaCl. Finalmente, las muestras fueron analizadas por
espectrofotometria UV-visible (Shimadzu UV-1800 ultraviolet-visible spectrophotometer)
aplicando el método colorimétrico de Bradford y midiendo la absorbancia a 595 nm. Para el
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método de Bradford, se preparé una recta de calibrado con albuimina de suero bovino (BSA) 2
mg/mL en un rango de concentraciones de 1 a 20 pg/mL.

2.3 Tratamiento estadistico

Los valores medios de las distintas combinaciones de malla de sombreo y del tratamiento
salino se compararon utilizando el test Tukey con P<0,05, utilizando el software SPSS para
Windows (Versién 25.0, SPPSS Inc., Chicago, IL, USA).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Las concentraciones de glucosa analizadas, tanto en condiciones control como salinas,
fueron superiores en los tratamientos cubiertos con malla fotoselectiva roja, aunque sin
diferencias significativas (Figura 1a). Con respecto a la fructosa, aun no encontrandose diferencias
significativas entre tratamientos, se observo una ligera reduccion, sobre todo en las plantas
salinizadas y cubiertas con malla, lo que indica un mayor uso (Figura 1b). La disminucién
generalizada de las concentraciones de fructosa por efecto del estrés salino podria explicar su
papel en procesos globales de respuesta al estrés(9). Las concentraciones de hexosas totales
(glucosa + fructosa) también se redujeron sensiblemente, lo que sugiere un mayor gasto en
condiciones de salinidad y sombreo (Figura 1d). La reduccién significativa de las concentraciones
de hexosas parece estar asociada a respuestas especificas de activacion del metabolismo en
procesos de mantenimiento del crecimiento de los 6rganos sumidero en condiciones de estrés (7).
Las concentraciones de sacarosa disminuyeron en las dos condiciones de salinidad en las plantas
cubiertas con malla, lo que podria indicar un aumento de la hidroélisis de la sacarosa en el fruto
(Figura 1c). La concentracion de sacarosa en los tejidos vegetales parece estar directamente
relacionada con la intensidad de la luz e inversamente relacionada con la temperatura(10). El
principal determinante del rendimiento de los cultivos es la tasa acumulativa de fotosintesis
durante la temporada de crecimiento, que esta regulada por la cantidad de luz capturada y su
capacidad para utilizar eficientemente la energia para convertir el CO; en biomasa y el
rendimiento cosechable almacenado como carbohidratos. El indice de hidrélisis de sacarosa
alcanza los mayores valores en el tratamiento cubierto con malla fotoselectiva roja y salinizado,
lo que presupone un mejor mantenimiento del metabolismo de la sacarosa (Figura 1f). Con
respecto a las proteinas totales, se observo una acumulacién de las mismas en los tratamientos de
sombreo, tanto en condiciones control como de salinidad, pero este aumento es significativo y
bastante importante en condiciones de salinidad, lo que podria estar relacionado con el uso de la
malla fotoselectiva roja.

4. CONCLUSIONES

Las mallas fotoselectivas rojas indujeron un aumento de la hidrélisis de la sacarosa en los
frutos de plantas de pimiento salinizadas, lo cual puede estar relacionado con un mejor
mantenimiento del metabolismo de la sacarosa en condiciones de salinidad, que redunda en una
mayor productividad.
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Figura 1. Concentraciones de (a) glucosa, (b) fructosa, (c) sacarosa, (d) hexosa, (e) indice de
hidroélisis de sacarosa y (f) proteinas totales en frutos de plantas de pimiento de la variedad
comercial ‘Gacela F1’ cultivadas en condiciones control (0 mM NaCl) y salinas (35 mM NaCl). Las
barras muestran la media de 5 plantas * error estandar. Letras mayusculas diferentes indican
diferencias significativas debido al tratamiento de cubierta, mientras que letras mintsculas
diferentes muestran diferencias significativas debidas al tratamiento salino de acuerdo con el

test Tukey (P<0,05).
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Resumen

Este estudio examina el efecto de un sistema horticola en cascada (SCC) utilizando ricula
[Diplotaxis tenuifolia (L.) DC.] como cultivo principal e hinojo marino (Crithmum
maritimum L.) como secundario. El drenaje recolectado ha sido utilizado como solucién
nutritiva en el hinojo marino en un sistema flotante, idéoneo por su tolerancia a la salinidad.
Para la obtencion de los costes de produccion se ha seguido el modelo del esquema de
presupuesto empresarial, que se compone de costes variables, fijos y de oportunidad. La
suma de ellos fija los umbrales de ganancia y de beneficios. La viabilidad y la rentabilidad
del proyecto se evaluan utilizando los criterios del VAN, TIR, Pay-back y relacion VAN /K.
Tras su analisis se confirma que este sistema de cultivo es una inversion sdlida con alta
rentabilidad, con lo que hay una generaciéon de empleo y un desarrollo sostenible por
ahorro de agua y reutilizacion de inputs.

Palabras clave: Hinojo marino; ricula; sistemas de cultivo en cascada; sostenibilidad.

Abstract

This study examines the effect of a cascade cropping system using rocket crop (Diplotaxis
tenuifolia (L.) DC) as the main crop and sea fennel (Crithmum maritimum L.) as the
secondary crop. The collected leachate has been utilized as a nutrient solution for sea
fennel in a floating system, ideal for its salinity tolerance. Production costs were
determined using a business budget scheme, comprising variable, fixed, and opportunity
costs, setting the thresholds for profit and benefits. The project's viability and profitability
are assessed using NPV, IRR, Payback, and the VAN/K, ratio. Following analysis, it is
confirmed that this cropping system is a solid investment with high profitability,
contributing to job creation and sustainable development through water savings and input
reuse.

Keywords: Cascade cropping systems; rocket; sea fennel; sustainability.

1. INTRODUCCION

El cambio climatico ha afectado significativamente a la agricultura tradicional, provocando
fenémenos meteoroldgicos extremos y perturbando la seguridad alimentaria mundial (1). En
entornos aridos, con escasez de agua y pobres en nutrientes, como son los de la costa de los paises
mediterraneos, los sistemas cerrados de cultivo sin suelo y, en particular, los sistemas de cultivo
en cascada (SCC) son particularmente interesantes (2), ya que permiten crear circularidad y
eficiencia de los recursos. El SCC necesita dos caracteristicas principales: una combinacién
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adecuada de cultivos para reducir los aportes de agua y nutrientes y, encontrar un cultivo
secundario tolerante a la sal (3). La haléfita comestible hinojo marino (Crithmum maritimum L.)
se puede cultivar hidropdnicamente en una solucién de nutrientes salinos, mejorando la calidad
del producto fresco y la vida util postcosecha como un vegetal “listo para comer”. Esto hace que
sea un buen candidato como cultivo secundario (4). Por lo tanto, este estudio pretende contribuir
a la literatura existente proporcionando informacién sobre el impacto de un SCC en las
dimensiones de sostenibilidad econdmica, social y medioambiental.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Material vegetal y condiciones de crecimiento de los cultivos

La siguiente experiencia se llevo a cabo en la Estacion Experimental Agroalimentaria de la
Universidad Politécnica de Cartagena (UPCT; lat. 37241' N; long. 0957" O). Las plantulas de rdcula
[Diplotaxis tenuifolia (L.) DC.], cv. “Apollo” se trasplantaron en canaletas metalicas (3 marzo 2022),
rellenas de compost agroindustrial como medio de cultivo. Después del trasplante, se aplico
diariamente solucién nutritiva (SN) con la siguiente composicién: 7,2 mM NOs-, 4,8 mM NH,+, 2
mM H2POy, 2,5 mM S04%, 6 mM K+, 1,9mM Ca?*y 1,5 mM Mg?+ mas una solucién comercial de
microelementos Nutromix® (2mg L-1) y Sequestrene® G100 Syngenta (un quelato de hierro al
6% - 1,5 mg L-1). Ademas, los lixiviados del medio de cultivo se recogieron en un tanque.

La siembra de hinojo marino (Crithmum maritimum L.) se realizé el 4 de mayo (2022) de
forma manual en bandejas de poliestireno rellenas de turba, y colocadas en mesa de flotacién lleno
de agua de lluvia con una CE de 0,52 dS-m-L. Un mes después de la siembra, las mesas se llenaron
con 230 litros de solucidn nutritiva (SN). El tratamiento fue el siguiente: mezcla de drenaje de
turba y SN (50%/50%). La cosecha se realiz6 el 18 de julio.

2.2 Analisis econémico y de rentabilidad

Para la determinacion de los costes de produccién y rentabilidad del cultivo en cascada, se
ha elegido el cultivo de la rucula en sustrato de compost agroindustrial y el hinojo marino
cultivado en la solucién nutritiva especificada en el apartado de material vegetal. Los datos
obtenidos de la experiencia se han escalado a un invernadero de pequefia dimensién (16x9.5
metros). La metodologia de costes que se ha utilizado es la del modelo del esquema de
presupuesto empresarial, en el que los costes totales se consideran integrados por los costes
variables, los costes fijos y los costes de oportunidad. La suma de los tres componentes fija el
umbral de beneficio (tabla 1 y figura 1) (5). Para la determinacién de la viabilidad y rentabilidad
se definen los parametros: pago de la inversidn, vida del proyecto y flujos de caja (figura 2), y para
el analisis de esta inversidn se han utilizado los criterios del VAN (ganancia bruta obtenida), que
mide la viabilidad del proyecto si el resultado es positivo, y el TIR, que mide la rentabilidad que
proporciona el propio proyecto. El plazo de tiempo que se tarda en recuperar la inversion se
determind con el criterio del Pay-back, y la ganancia relativa obtenida de cada euro invertido se
definié a través de VAN/Ko, (Ko = pago de la inversion) (figura 2).

2.3 Indicadores medioambientales y sociales

Los aspectos socioecondmicos y medioambientales se enfocaron en el uso de compost como
sustrato para el cultivo de la riicula, compuesto por residuos de zumo de tomate y pimiento (41%),
residuos de puerro (43%) y residuos de vifiedo (16%), alinedndose con objetivos de la economia
circular espafiola. Ademas, se destacd la necesidad de mano de obra, asegurada por la alta
ocupacion en el sector agrario de la Region de Murcia, tanto en hombres como en mujeres,
contribuyendo a abordar la falta de relevo generacional.

2.4 Tratamiento estadistico

En el invernadero se utilizé6 un disefio de bloques completos aleatorizados con tres
repeticiones (mesas de flotacion). Cada mesa tenia tres bandejas flotantes de 60 cm x 41 cm. Se
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realiz6 un analisis de la varianza (ANOVA unidireccional). Los datos se analizaron con
Statgraphics Centurion 19 (The Plains, VA, EE.UU.). La separacidn de medias se realizé mediante
la prueba de Tukey a P < 0,05.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Entre todos los elementos que componen los costes, caben destacar las materias primas y
la mano de obra, que constituyen los costos variables (tabla 1 y figura 1), los cuales son de suma
importancia. Al analizar estos cultivos, resulta evidente la necesidad de mano de obra para estos
cultivos. En el caso especifico de la ricula, el uso del compost como sustrato no solo fomenta la
reutilizacion de residuos, sino que también tiene un impacto ambiental positivo al impulsar la
economia circular (6).

En la figura 2 se exponen los valores de los pardmetros de la inversion: Pago de la Inversion
(Ko) con un valor de 40.036,33 €, vida de la inversién (n) 25 afios y los flujos de caja (R;) de
9.800.,60€ y los resultados de los cuatros criterios sefialados: VAN, TIR, Pay-back y VAN /Ky, para
un tipo de capitalizacion del 3.5%. Los resultados sefialan que la inversion es viable, el VAN es
positivo, y es rentable, el TIR proporciona un 18% de rentabilidad, la recuperacion del dinero
invertido se obtiene en el afio 6, y la ganancia relativa es de 2.78€. Si la vida de la inversioén se
reduce a 15 afios se comprueba que solo con la variaciéon de este parametro se produce una
disminucion significativa de la ganancia bruta y del resto de los criterios.

4. CONCLUSIONES

A nivel econdmico, se generan amplias oportunidades para optimizar los ingresos de las
empresas agroalimentarias mediante el perfeccionamiento de la eficiencia en la gestiéon de sus
recursos. Esta perspectiva conlleva, asimismo, beneficios de indole medioambiental al disminuir
de forma significativa tanto la produccién de residuos destinados a la disposicién final como las
emisiones de aguas residuales a nuestros cuerpos hidricos. Por tltimo, pero no menos importante,
este enfoque genera nuevos puestos de trabajo, mejora el estandar de vida de nuestra sociedad y
promueve una mayor concienciacion entre los consumidores hacia un consumo responsable y de
proximidad.
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Tabla 1 Costes de produccion en cascada de rucula e hinojo marino

Invernadero de 16x 9,5 metros

Ricula

Cultivo principal

Hinojo

Cultivo secundario

Produccion total obtenida (gr/m2) 516,61 183,95
Costes de Produccion (€/mz2)

1. Costes variables 17,43 16,27
2. Costes Fijos 8,45 12,85
Costes Totales (1+2) 25,88 29,12
3. Costes de oportunidad 2,39 2,38
Costes Totales (1+2+3) 28,27 31,49
Umbral de rentabilidad de la ganancia (€/gr) 0,050 0,16
Umbral de rentabilidad del Beneficio (€/gr) 0,055 0,17
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Resumen

Esta comunicacion analiza el disefio estructural del sistema de drenaje de un lisimetro de
pesada transportable. Se destaca la importancia del disefio estructural para garantizar la
precision de las mediciones y como la estructura del sistema de drenaje puede manejar
volimenes de lixiviada sin comprometer su integridad. Se han analizado con SolidWorks
Simulation los esfuerzos y las deformaciones de los recipientes del sistema de drenaje. Los
resultados obtenidos permiten validar el disefio propuesto para el sistema de drenaje.
Estos resultados proporcionan sugerencias para el disefio estructural de futuros sistemas
de drenaje de lisimetros de pesada, considerando la importancia de mantener un
equilibrio entre la eficacia del drenaje y las dimensiones del lisimetro.

Palabras clave: Agricultura de precision; construccion; disefio; elementos finitos; lisimetria.

Abstract

This work discusses the structural design of a transportable weighing lysimeter’s drainage
system. The importance of structural design in ensuring accurate measurements is
emphasized, and the ability of the drainage system’s structure to manage leachate volumes
without compromising its integrity. The stresses and strains experienced by the drainage
system'’s vessels have been analyzed using SolidWorks Simulation. The results obtained
from this analysis validate the design of the drainage system and provide
recommendations for the structural design of future drainage systems for weighing
lysimeters. These recommendations consider the need to maintain a balance between
drainage efficiency and lysimeter dimensions.

Keywords: Construction; design; finite elements; lysimetry; precision agriculture.

1. INTRODUCCION

Los lisimetros son dispositivos que aislan una seccién de suelo del entorno circundante,
permitiendo el control y la medicién de los distintos elementos que conforman el balance hidrico
(1). En el caso de los lisimetros de pesada, las variaciones en la cantidad de agua se determinan a
través de los cambios en el peso del recipiente que contiene el suelo. En la actualidad, el campo de
la agronomia dispone de una amplia gama de métodos y herramientas para calcular el peso de los
cultivos, los cuales se caracterizan por su diversidad en términos de modelos, funcionamiento y
costos (2-4).

En la presente comunicacion, se exponen la modelizacion y andlisis estructural del sistema
de drenaje de un lisimetro de pesada transportable.
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2. MATERIALES Y METODOS

El sistema de drenaje del lisimetro de pesada (Fig. 1) estd compuesto por un depdsito de
drenaje, una arqueta de drenaje y un depdsito de muestreo (Fig. 2). El depésito de drenaje esta
situado debajo del recipiente del cultivo, recogiendo el agua lixiviada procedente de dicho
recipiente. El agua recogida pasa previamente por un filtro de decantaciéon que reduce el
contenido de finos. Esta agua llega al depoésito de drenaje que cuelga de una célula de carga de la
estructura principal. Con este sistema de pesaje se mide cualquier alteraciéon en el volumen
contenido en el depdsito [4]. Cuando el depoésito de drenaje alcanza el nivel de evacuacidn, se
activa la electrovalvula inferior y el agua es expulsada a la arqueta de drenaje. Ante la necesidad
de obtener muestras del agua lixiviada del deposito de muestreo para su posterior andlisis, se
incorporo un depoésito de muestreo.

La arqueta de drenaje esta formada por chapas acero, siendo sus dimensiones totales de
494 x 404 x 220 mm. La chapa esta troquelada en la base para permitir la salida del agua. El
depdsito de drenaje tiene unas dimensiones de 360x160x 115 mm. Para la construccién de los
recipientes se han utilizado chapas de acero inoxidable AISI 304 de espesor 2 mm cuyas
deformaciones no deben interferir entre ellos para asegurar el adecuado funcionamiento del
sistema de pesada.

Se ha efectuado un analisis estatico para determinar las tensiones y las deformaciones que
se producen en las paredes de los recipientes. Se analiza el efecto del terreno circundante sobre
la arqueta de agua drenada y la presion hidrostatica del agua sobre el depdsito de drenaje. Para
establecer las condiciones de contorno se ha considerado que el depodsito de drenaje esta
suspendido de la célula de carga a través de un vastago roscado.

Se ha considerado una densidad hiimeda para terrenos del tipo arena densa de 2.12 T/m3
(20,79 kN/m3) sobre la arqueta de drenaje. El programa de disefio asistido por ordenador
utilizado ha sido SolidWorks.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de los analisis y simulaciones realizadas con SolidWorks Simulation indican
que las deformaciones de la arqueta de drenaje (Fig. 3) y del depésito de drenaje (Fig. 4) no
superan las holguras fijadas entre ellos, bajo las diferentes situaciones de carga. Las
deformaciones obtenidas son pequenas, siendo la maxima de 0,2 mm en el centro de la arqueta y
de 0,27 mm en el depdsito de drenaje.

4. CONCLUSIONES

El disefio de sistema de drenaje propuesto para el lisimetro de pesada permite la obtencion
un modelo compacto y adecuado a las necesidades funcionales definidas en el proceso, sin
interferencias entre los componentes.
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Figura 2. Vista en planta del modelo (izqda.), en seccion (centro) y perspectiva (dcha.).
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Figura 3. Arqueta de drenaje. Tensiones equivalentes de Von Mises (MPa) y desplazamientos
verticales (mm).
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Figura 4. Depdsito de drenaje. Tensiones equivalentes de Von Mises (MPa) y desplazamientos
verticales (mm).
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Abstract

This study shows the danger of using universal conversion ratios found in literature for
converting test results taken in the rhizosphere into proportions of different materials that
can be found in the root zone. The use of “standard” ratios can lead to under-and over-
estimates of the real levels of target chemicals, with negative effects on crops. This type of
conversion error can also impact food safety and affect the health of animals and humans.

Key words: salinity; soil moisture; fertilizer toxicity; pathogen control.

Resumen

Este estudio revela el error de usar patrones generales publicados para convertir los
resultados de muestreos hechos en la fraccion liquida de la rizosfera a proporciones de
distintos materiales que pueden estar presentes en la zona radicular. El uso de dichos
patrones puede llevar a sub- y sobreestimaciones de la verdadera presencia de los
materiales evaluados, con efectos nocivos sobre los cultivos. Esta clase de errores también
tienen impacto sobre la inocuidad de los alimentos, y la salud humana.

Palabras clave: salinidad; humedad del suelo; toxicidad de abonos; control de patégenos.

1. INTRODUCTION

1.1 Background

Root zone pathology problems can result from fertilizers, sanitizing products, and
pesticides. The relative presence of all three types of chemicals in solutions is commonly evaluated
using electro-conductivity (EC) readings. EC results are converted to other measures using fixed
ratios given in publications. If the ratios are not accurate then the true level of a chemical in a
solution is misrepresented. Crop damage and health hazards can result.

Many handheld electronic gauges for testing EC in liquids are sold. Users insert a probe with
two fixed electrodes into their target solution, and the gauge shows a number on a screen, either
directly in milliSiemens per centimeter (mS/cm,) or indirectly, using a conversion ratio (CR), as
parts per million (ppm) of total dissolved solids (TDS). Similar gauges for irrigation work give EC-
based osmotic pressure (OP) in atmospheres (Atm), using other pre-set ratios. This study only
tests the reliability of TDS instruments. A separate paper will examine EC-based OP probes. The
EC method has long been used to check TDS content of industrial water. Guides to using irrigation
water’s EC to indicate “salinity” appeared early (1). “Salinity” was defined as the effect of high TDS
on plant water uptake, not the toxic effect of NaCl on soil and plant chemistry. All early papers
warned of variable EC caused by differences in chemical content. TDS is often used to show the
fitness of fertigation water. Several authors have offered “universal” EC to TDS ratios in ppm (2).
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1.2 Objectives

1.2.1-Determination of electro-conductivity: As part of testing all published conversion
ratios, OP and EC readings were made of dissolutions of a series of ionic chemicals often found in
the rhizosphere. EC results of equal molaities of selected chemicals are tabulated for comparison.

1.2.2- Theoretical TDS in ppm were calculated from molecular weights of salts used to make
each solution divided by its respective EC result. No allowance made for actual TDS being lower
than theoretical. Not all chemicals are fully dissociated at room temperature (25°C). Expected
solubility of salts at each concentration checked using “Minteq 3.1” software.

1.2.3.-Depending on the foregoing, new ratios, or procedures, will be recommended.
2. MATERIALS & METHODS

2.1 Selection of soil amendments

The phrase “soils amendments” covers both fertilizers and other ionic chemicals with no
nutrient value found in soils, included for comparison with nutrient salts of similar formulae. All
were ionic “Lewis” salts that dissociate in solution. Solvent was distilled deionized water (DDIW)
with 0 EC. Fertilizers were ammonium chloride (NH4Cl), ammonium nitrate (NH4NO3),
monoammonium phosphate (NH4H2PO4), ammonium sulphate ((NH4)2SO.), calcium nitrate
(Ca(NOs3)2), potassium chloride (KCl), potassium nitrate (KNOs3), monopotassium phosphate
(KH2PO,), potassium sulphate (K2504), sodium nitrate (NaNO3) and Urea (CO(NHz)z). Three other
salts named in soil salinity studies were: Calcium chloride (CaCly), calcium sulphate (CaS04), and
magnesium sulphate (MgS0.). Sodium sulphate (Na,S04) added to allow contrast of all four anions
for all three monovalent cations. NaCl’s effect on seed germination has been studied extensively
(3). Monocalcium phosphate (Ca(HPO4):) proved insoluble. All certified as “reagent grade” by the
American Chemical Society (ACS), supplied either by Fisher Scientific (Thermo Fisher Scientific,
Inc.,, Waltham, MA) or Sigma-Aldrich (Sigma Aldrich, Inc, St. Louis, MO). Limiting electrical
conductivity (LEC) for each ion was researched to calculate the combined LEC for each molecule..

2.2 Instrumentation

A Mettler PE 2000 scale, precise to 0.1 gram (g), was used to prepare 0.1 molal (M) solutions
(Mettler Toledo LLC, Columbus, OH). Stock solution EC tested with a Fisher Model 5003
instrument (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA) Accuracy of EC checked using certified “Orion”
brand KCIl solutions (Fisher Scientific, Pittsburg, PA). Seven TDS probes were obtained by
purchase or on loan. One had a CR of 400 ppm per mS/cm; another used 500 ppm per mS/cm,
four used a CR of 640 and one had a choice of either 640 or 700 CR’s. Only one of the 640 ppm per
mS/cm probes could be reprogramed for a different CR.

2.3 Solution preparation

All solutions were made in a glass graduated cylinder tared on the PE 2000 scale. One
twentieth mole of each salt was added to the cylinder. Distilled deionized water (DDIW) was
added until the net weight of the solvent was 500.0 g. Variances in salt density from that of water
were not considered. EC readings of newly mixed solutions varied over time. Before recorded
tests, the EC of NaCl solutions was measured every 15-20 minutes over a two-hour period, and
stabilized after an hour with a loss of 0.01 mS/cm. The loss is within limits for EC readings (2).

2.4. EC readings

Readings were made in 0.1 M stock solutions except for calcium sulphate. Turbidity meant
CaS04 readings could not start until dilution reached 0.0125 M. Eighty ml of each liquid was
poured into a 125 milliliter “Winpak A325” food-grade polypropylene tub (Winpak Ltd,
Winnipeg, Canada) and left to equilibrate for 15 minutes. The EC of the tub contents was read
successively until three consecutive readings coincided. Both probe electrodes were fully
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immersed (4). The EC of each solution was recorded. Tubs were emptied, triple rinsed with DDIW
and dried over paper towels before each new salt solution was tested.

2.5. Statistical evaluation and data collection

Results of multiple readings of each type of measurement were recorded and tabulated, and
means (%), standard deviations (o), coefficients of variation (CV), and standard errors calculated.

3. RESULTS & DISCUSSION

Theoretical TDS results per unit of EC for 0.1 M solutions of sixteen salts assuming complete
dissociation are shown in Table 1 with lowest result at the top. The table starts with four chloride
salts with least ppm per mS/cm and ends with three phosphates having the most ppm per mS/cm.
Y is +/- 950 ppm, far above the two popular ratios, with ¢ of 407 ppm, giving a CV of 43%. The
standard error was 102 ppm. The range of 1429 ppm is almost 4 ¢, showing that using EC to TDS
conversion ratios based on NaCl or KCI to estimate levels of other minerals is risky.

The LEC of each solute ion differs, affecting EC. Chlorides have highest conductivity per unit
of weight and phosphates the lowest, dictating the ranking of salts including them. Addition of
phosphate raises soil EC less than adding an equal molality of the chloride or a nitrate of the same
cation. A solution with equally molal sulphate salt has a higher EC than that of same amount of the
chloride or nitrate of the same cation. This was seen for ammonium (NH4*!), calcium (Ca*2),
Magnesium (Mg*2), Potassium (K*!) and Sodium (Na*1). Apart from the cation group behavior, no
other consistency was seen over the range of 16 results.

The 15 0.1 M salt solutions (CaS04 omitted) had EC from 6.4 mS/cm to 22.4 mS/cm, with
Y =12.8mS/cm and o = 4.5 mS/cm (Table 1). The EC range is 3.6 o wide. Each mineral salt has a
unique ratio of molality to EC. No universal ratio is valid. The ranking is not the same for TDS.

Published EC levels for minimal risk irrigation water are 0 to 2 mS/cm, and low-risk water
from 2 to 4 mS/cm (5). These generalizations are unsafe. Fertilizer mixes can have a “safe” level
of EC but with a high risk of slowing water uptake in the root zone. The wide range of the TDS:EC
ratios shows that reliance on “universal” ratios can harm crops through high TDS slowing root
zone water flow or excessive ion activity blocking nutrient uptake, e.g. Na+ blocking K+ uptake

(6).
4. CONCLUSIONS

No EC to TDS ratio is universally applicable. If gauges are calibrated with a certified
standard, probe result accuracy in mS/cm is reliable at low modalities. Results in ppm were
inconsistent. Probes have pre-set mS/cm to ppm CR which differ between brands and models.

Total dissolved solids gauges do not give true ppm for an active substance unless calibrated
in a pure solution of the target chemical, and other substances present in the rhizosphere are
considered. These probes can only be used to check samples of pure tank mixtures of the same
salt after calibration with a certified EC standard, a conductive salt solution of known
concentration, and raw samples of the agricultural water used in the mix.
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Table 1. Electro-conductivity(EC) and total dissolved solids (TDS) ratios of 0.1 molal (M) solutions of
fifteen reagent-grade mineral salts. Calcium sulphate (CaSO4) insoluble at 250 Celsius at 0.0125 M for
comparison Listed by parts per million (ppm) needed to pass a current of one milliSiemens per centimeter

(mS/cm).
Salt name Formula TDS Ranking EC EC ranking
Ammonium chloride NH4Cl 434 1 1135 7
Potassium chloride KClI 568 2 12.80 10
Sodium chloride NaCl 550 3 10.55 6
Calcium dichloride CaCl2 645 4 17.20 14
Ammonium nitrate NH4NO3 663 5 1223 8
Ammonium sulphate (NH4)2504 670 6 19.80 15
Potassium nitrate KNO3 768 7 13.18 11
Dipotassium sulphate K2S04 777 8 2240 16
Calcium sulphate (0.0125 M) CaS04 784 9 15.28 12 (extrapolated)
Sodium nitrate NaNO3 855 10 989 4
Disodium sulphate Na2S04 864 11 16.44 13
Magnesium sulphate MgS04 1212 12 990 5
Calcium dinitrate Ca(N03)2 1312 13 1253 9
Ammonium phosphate NH4H2P0O4 1420 14 829 2
Monopotassium phosphate KH2P0O4 1609 15 848 3
Sodium phosphate NaH2P04 1863 16 640 1
TDS: Mean 950, Standard Deviation 428, Coefficient of Variation 45%, Standard.Error 107
EC Mean: 12.52, Standard Deviation: 5. 23, Coefficient of Variation: 42% Standard Error: 1.30
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Resumen

Las técnicas de riego de precision, empleando sistemas de riego localizado, permiten la
optimizacion del uso del agua de riego. El fertirriego permite la nutricion de los cultivos a
través del riego; para conseguir una nutricion precisa, se requiere de sistemas de
fertirrigacion que permitan una aplicacion exacta de fertilizantes. El desarrollo de nuestro
grupo de investigacion se ha centrado en cuatro lineas de trabajo: controlar el
programador de riego, habiendo logrado una herramienta web capaz de ayudar al usuario;
estimar las necesidades nutricionales del cultivo, habiendo desarrollado una herramienta
web que las ajusta en funcion de la fase fenoldgica; calcular las soluciones nutritivas,
disponiendo una herramienta web que establece las soluciones a establecer en cada
depdsito; y establecer la consigna de trabajo del sistema de inyeccidn, en funciéon de su
configuracion, para lo que se cuenta con una calculadora de la consigna de fertirrigacion.

Palabras clave: Fertilizacion proporcional; fertirrigacion; nutricion vegetal; riego de precision.

Abstract

Precision irrigation techniques, using localized irrigation systems, allow optimization of
the use of irrigation water. Fertigation allows crops nutrition through irrigation; to achieve
precise crops nutrition, fertigation systems are required that allow exact application of
fertilizers. The development of our research group has focused on four work lines control
the irrigation programmer, having achieved a web tool that help the user; estimate the
crops nutritional needs, having developed a web tool that adjusts them based on the
phenological stage; calculate nutrient solutions, providing a web tool that establishes the
nutrient solutions in each tank; and establish the setpoint of the injection system,
depending on its configuration, for which there is a fertigation setpoint calculator.

Keywords: Fertigation; plant nutrition; precision irrigation; proportional fertilization.

1. INTRODUCCION

La escasez de agua es notoria en el Sureste espafiol, y los sistemas de riego localizado
permitiran, apoyados en sistemas de control eficiente de las necesidades hidricas de los cultivos,
aplicar la cantidad exacta de agua en cada momento, ahorrando en el consumo de este escaso
recurso. Igualmente, los fertilizantes tienen escasa disponibilidad (1), Pero la nutricidn vegetal
esta directamente relacionada con el riego localizado, para lo que se necesitan realmente sistemas
de fertirriego, que sean capaces de aportar el agua y los nutrientes en cada momento a los cultivos
(2). Es importante para un correcto desarrollo de los cultivos, poder aplicar la fertilizacion
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distribuida a lo largo del tiempo de riego (guardando los periodos de preriego y postriego para
las cargas y descargas de las conducciones); Ademas, es vital proteger el suelo de la lixiviacidn de
los nutrientes (3,4). Existe tecnologia en el mercado para conseguir una aplicacion precisa de la
fertilizacién a lo largo del tiempo de riego, generalmente mediante equipos de fertirrigacion
compuestos por venturis, pero son equipos costosos de implementar, y en algunas explotaciones
no son viables econémicamente.

Por otro lado, los sistemas de aplicacion de fertilizantes estan compuestos por mecanismos
que entienden de tiempos de activacién de determinados relés, o de lecturas de pardmetros como
pH, conductividad eléctrica o caudales. Pero es necesario un preciso conocimiento del sistema
para poder traducir las necesidades nutricionales de una planta al sistema de trabajo de un equipo
de fertirrigacién, maxime cuando hay diluciones que se realizan en los tanques fertilizantes. El
empleo de sistemas mas sencillos de fertilizacién, junto con la implementacién del conocimiento
necesario en los sistemas de control, permitird al usuario tener una experiencia mas sencilla en
cuanto a la programacién de fertirriego. Ademas, permitird la aplicacién precisa de agua y
fertilizantes a los cultivos, puesto que se aporta el conocimiento mas técnico al control,
minimizando el riesgo de cometer errores por el usuario. El objetivo de este trabajo es conseguir
una herramienta de programacion de la fertirrigacion util para el usuario; para ello se dispone de
varias lineas de trabajo de investigacion desarrollados en el seno del Grupo de Investigacion de
Ingenieria Agromoética y del Mar de la Universidad Politécnica de Cartagena, trabajando en la
programacién del riego, el calculo nutricional, la preparacién de soluciones nutritivas, y la
dosificacion de fertilizantes, para concluir en una herramienta web completa e integral.

2. MATERIALES Y METODOS

Se ha realizado un profundo anélisis de la oferta en el mercado de sistemas de fertirrigacion
y sus componentes, asi como su funcionamiento, consumo energético y potencialidad de uso.
Gracias a ese andlisis, se han establecido distintas sublineas de trabajo dirigidas todas en la linea
de dotar de conocimiento a los sistemas de control de los cabezales de fertirrigaciéon para
minimizar el riesgo de cometer errores por el usuario y maximizar la precisién del sistema.

2.1 Control de los programadores de riego

Esta linea estd encaminada a disponer de un servidor en la nube donde se incorporen los
conocimientos necesarios para el control sencillo del sistema de fertirrigacién, pero a su vez una
aplicacion precisa del fertirriego. Se programa un front-end intuitivo, donde permita gestionar la
parte de riego mediante tiempos de riego, que podran automatizarse en funcién de otras lineas de
desarrollo en cuanto a la monitorizacion del estado hidrico del suelo. La parte de la fertilizacién
se esta desarrollando buscando recibir unas necesidades nutricionales concretas, y la fabricacién
de las distintas soluciones nutritivas a inyectar. En el back-end se desarrollan los calculos
necesarios para que las demandas del usuario en la programacion del fertirriego, se traduzcan en
consignas concretas de los sistemas de actuacién del cabezal de fertirriego.

a) Sedesarrolla un enlace con API's de distintos equipos comerciales. Consiste en el calculo en
el servidor de los valores para los distintos parametros que tienen que escribirse en los
distintos campos de un programador de riego.

b) Se desarrolla un sistema de programaciéon conectado con el servidor, a través de PLC’s
comerciales, encaminados a que la interfaz de programacion estd alojada en el servidor, y éste
le enviard las 6rdenes concretas para que el PLC controle el fertirriego.

c) Sedesarrolla una placa electrénica propia, con capacidad para poder establecer el control del
fertirriego, cuya interfaz de programacion esta alojada en el servidor.

2.2 Calculo de las necesidades nutricionales de los cultivos

Se desarrolla una herramienta que unifica varias bases de datos: cultivos, con sus fases
fenoldgicas y duraciones dentro el ciclo de cultivo; necesidades nutricionales de cada cultivo en
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funcion de su fase fenolégica; fertilizantes comerciales, con sus riquezas y solubilidades; analisis
de la composicién quimica del agua de riego, con aguas tipo preestablecidas, y posibilidad de
introducir andlisis especificos; y caracteristicas de una explotaciéon concreta en cuanto a
superficies, tipos de cultivo y fecha de plantacién. Esta herramienta esta preparada para predecir
las necesidades nutricionales de un cultivo determinado en funcién de su fase fenoldgica; a
continuacion, se tienen en cuenta los aportes nutricionales por el agua de riego; y en base a una
lista de fertilizantes favoritos del usuario, se pueden establecer las cantidades de fertilizantes
comerciales a aplicar para cubrir las necesidades nutricionales previstas.

2.3 Calculo de las soluciones nutritivas

Una vez que se dispone de una recomendacion de fertilizantes comerciales, se cruzan los
datos de distintas bases de datos: caracteristicas de la instalacién de fertirrigacién en cuanto a los
tanques disponibles y su capacidad; solubilidades y compatibilidades de los fertilizantes. Con esta
informacion, se ofrece una estrategia de preparacion de soluciones nutritivas en los tanques del
cabezal de riego, donde se establece la cantidad de fertilizantes a aplicar en cada tanque, y la
cantidad de agua que hay que aplicar a cada tanque.

2.4 Programacion del sistema de fertirrigacion

Conociendo las necesidades nutricionales, asi como las soluciones nutritivas establecidas,
se emplean los datos de la explotacion en cuanto a superficies de riego y pluviometria del sistema,
ademas del tipo de inyectores de fertilizantes. Con todo, se calculan las consignas con las que hay
que programar la fertirrigacion, que permitiran abastecer la nutricién demandada por el cultivo
a través del sistema de fertirrigacion.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Para la parte de la programacién de riego, se ha conseguido un entorno de programaciéon
unico, independiente del equipo que se esté programando, que aporta las siguientes ventajas en
cuanto a la experiencia del usuario: permite seleccionar agrupaciones de sectores previamente
establecidas, calculando sus superficies y cantidad de plantas, asi como caudal requerido. Se
reduce la posibilidad de cometer errores al seleccionar los sectores que se riegan
simultaneamente; permite establecer la hora de inicio al primer programa, y concatenar los
siguientes, sin necesidad de calcular la hora de inicio de todos ellos. Reducira el error y evitara
que se produzcan solapes entre programas de riego; y permite conocer el tiempo disponible para
el abonado, en base a la duracién de riego, asi como los tiempos de preriego y postriego.

Para el calculo de las necesidades nutricionales, se ha conseguido una aplicacién web que
permite establecer las necesidades nutritivas de un cultivo determinado en funcién de su fase
fenolégica, ofreciendo una tabla de requerimientos de los componentes basicos, editable a
criterios del usuario. A partir de la solucién finalmente requerida, se pueden seleccionar los
fertilizantes elegidos por el usuario a su criterio, para conocer la cantidad exacta de nutrientes
que hay que aplicar en cada riego. Con esta informacion previa, y considerando los depdsitos de
fertilizante que configuran al cabezal de riego, se establece una configuracién automatica de
distribucién de las distintas soluciones nutritivas a preparar. Esta se podra editar, y ser el usuario
el que establezca la distribucion de los fertilizantes en los tanques disponibles, pero siempre
teniendo en cuenta la compatibilidad.

Con todo, finalmente se establecen las diluciones de los distintos fertilizantes para suplir las
necesidades nutricionales del cultivo, y que va a ofrecer la informacién necesaria para calcular las
consignas de inyeccion del sistema de fertirrigacion. Se presenta que hay distintos tipos de
configuracién en la programacion de las consignas de los inyectores: por tiempo: se trata de
programar el tiempo de activaciéon de un inyector concreto. Para emplear esta configuracién, es
necesario conocer el caudal de inyeccién del inyector, que es un dato de entrada en la
configuracion de la instalacion; por volumen: se trata de programar la cantidad de abono a aplicar
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a través de un inyector concreto. Dependiendo del caudal de inyeccién del inyector, se tardara
mas o menos tiempo en alcanzar el volumen. Como se conoce el tiempo que hay disponible para
la fertirrigacién, se podrd comprobar si se puede aplicar la dosis prevista; y por volumen
proporcional: esta configuracién requiere de un sistema capaz de ajustar continuamente el caudal
de inyeccion del inyector, en funcién de una proporcion parametrizada del caudal de agua
circulante. Se requiere, por tanto, de contadores de agua y fertilizante, y de un control que permita
establecer la proporcionalidad. En base a lo expuesto, se culmina la experiencia de programacién
de la fertirrigacion, estableciendo consignas de tiempo, de volumen o de volumen proporcional
(figura 1), a elegir en funcién de la configuracién de la instalacién, para conseguir aplicar los
nutrientes previstos.

4. CONCLUSIONES

Con los desarrollos establecidos en esta linea, se conseguira una programacion intuitiva de
la fertirrigacién, donde el usuario tendrd que establecer la duraciéon de riego y calcular la
recomendacion de la fertilizacion y la solucién nutritiva a preparar; a partir de ahi, el sistema de
riego quedara configurado para que aplique las necesidades estimadas.
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RESULTADOS

Cantidad de solucidn nutritiva (L/riego)
185

Tiempo de inyeccidn a inyeccidon maxima (min/riego)
37

Consigna de abono proporcional (mL/m® = ppm}
476

Figura 1. Resultados de consignas para distintas configuraciones del sistema de fertiirrigacién.
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Resumen

Se ha construido un transcriptoma comun de los tricomas de Cannabis sativa usando 24
variedades que pertenecen a los quimiotipos THC-dominante, CBD-dominante y
Balanceado. Tras un analisis de expresion diferencial, solo hemos encontrado un gen de la
ruta de sintesis de cannabinoides, CBDAS, fuertemente sobreexpresado en las variedades
CBD-dominantes. Algunas proteinas relacionadas con las vacuolas y el transporte vesicular
han aparecido sobreexpresadas en las variedades THC-dominantes. Estos resultados
sugieren que la sintesis de CBD se regula transcripcionalmente mediante la expresion de
CBDAS y que la de THC se regula post-transcripcionalmente mediante la localizacion de
THCAS. El efecto de otros genes encontrados como factores de transcripcion y enzimas de
otras rutas metabdlicas no esta aun esclarecido.

Palabras clave: Transcriptoma comun; expresién génica diferencial; transporte vacuolar.

Abstract

A core transcriptome of Cannabis sativa trichomes was built using 24 varieties belonging
to THC-rich, CBD-rich and Balanced chemotypes. After a gene differential gene expression
analysis, we found only one gene from the cannabinoid biosynthesis pathway, CBDAS, to be
strongly upregulated in CBD-rich varieties. Some vacuolar and vesicle transport related
proteins were upregulated in THC-rich plants. These results point towards a
transcriptional regulation of CBD synthesis via CBDAS gene expression and a post-
transcriptional one of THC synthesis via THCAS protein localization. The relevance of other
genes we found like transcription factors and enzymes from other metabolic pathways is
still unclear.

Keywords: Core transcriptome; differential gene expression; vacuolar transport.
1. INTRODUCTION

Cannabinoids are a large family of secondary metabolites originating from Cannabis sativa.
They possess interesting therapeutical properties that have been exploited by humans for
thousands of years. Biochemically, cannabinoids emerge as a confluence of the terpene and
polyketid synthesis pathways. A phenolic intermediate is condensed with a terpene precursor to
produce CBGA. This first cannabinoid is then converted enzymatically to THCA, CBDA or CBCA by
three different enzymes that compete for it (1,2).

The relative quantities of the different cannabinoids is defined as the chemotype of a given
strain. This is the trait of most importance regarding medicinal cannabis. The main chemotypes
are THC-rich, CBD-rich, CBG-rich, THC-CBD Balanced, and Null (3). Research has focused on the
genetic contribution to the chemotype of the terminal synthases THCAS and CBDAS. An autosomal
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additive and codominant model with two loci has been proposed (4). However, there is still much
variability between cultivars of the same chemotype and even between individuals of the same
strain. This could be due to a combination of environmental factors and still poorly understood
genes. We try in this study to identify other genes relevant to the chemotype control.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1 Data used

We downloaded 125 RNAseq samples from trichomes of Cannabis sativa from NCBI.
TAdditionally, we took 15 samples from LinneoHealth.SL that belonged to three varieties, and we
produced the RNAseq data ourselves. As metadata, we curated the information available on the
internet for all these varieties and classified them as THC-rich, CBD-rich and Balanced.

2.2 Gene expression analysis

A core transcriptome was created as an unbiased reference to quantify the expression with
Salmon. Transcript counts were summarized to gene counts with Tximport. Counts were filtered
and normalized with edgeR (9). Genes were tested for differential expression with negative
binomial quasi-likelihood ratio tests using edgeR. P-values were adjusted using the false discovery
rate method.

3. RESULTS AND DISCUSSION

After the bioinformatic pipeline, the number of differentially expressed genes with
statistical significance (adjusted p-value lower than 0.05) was 6918 between THC-rich and CBD-
rich. The result is presented in Fig.1. To the best of our knowledge, this is the first transcriptomic
study involving a core transcriptome in Cannabis sativa. Compared to the reference genome of
transcriptome originating from a single variety, our core transcriptome is more representative
and unbiased against cannabaninoid synthases gene number variation (5).

In Fig. 1 we have highlighted the genes with the most extreme fold change and significance.
But only one of them, CBDAS belongs to the cannabinoid biosynthesis pathway. A similar result
was found by van Bakel et.al (6) in the first-ever sequenced transcriptome of two strains of
Cannabis sativa. Other genes with special relevance are the vacuolar transport-related VPE, VAP4-
1 and VPS32. Both CBDAS and THCAS must reach the secretory cavity of the trichomes to catalyze
their reactions within vesicles (7). They could play a role in THC synthesis since they are up-
regulated in THC-rich varieties.

However, little is known about the effect of the other genes. Our analysis may be hampered
by the heterogeneous nature of the CBD-rich plants included in the study compared to the THC-
rich ones (data not shown). In fact, we only had three varieties identified as CBD-rich of which two
are drug-producing cultivars and one (Finola) is an oil-producing hemp strain (6,8)

4. CONCLUSIONS

Among all the genes of the cannabinoid biosynthesis pathway, only CBDAS is clearly capable
of distinguishing CBD-rich from THC-rich varieties. CBD synthesis seems to be controlled at the
transcription level of CBDAS while THC-synthesis could be controlled at the protein localization
of THCAS.
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Resumen

La raza autdoctona Gallina Murciana (GM) posee una notable rusticidad y resistencia a
condiciones adversas, si bien se encuentra en peligro de extincion debido a su escasa
productividad. Este estudio evalia un cruzamiento (GM50) entre la Gallina Murciana
(GM100) y la estirpe Hubbard JA757 (GMO), con el fin de desarrollar un producto
alternativo que mejore las cualidades carnicas de la GM100 y preserve su supervivencia.
Durante el ensayo, la linea GM50 mostro un crecimiento intermedio en comparacion con
las lineas parentales, acercandose mas a las caracteristicas de la GM100. Ademas, tanto la
GM50 como la GM100 demostraron una distribucion de la canal similar, con un notable
aumento en el rendimiento de la pechuga (3,2%), mientras que el porcentaje de cuartos
traseros fue similar. En general, los resultados respaldan la viabilidad comercial de la linea
GM50, la cual contribuye a mejorar la productividad de la raza Murciana sin comprometer
sus virtudes tradicionales.

Palabras clave: raza autdctona; cualidades carnicas; productividad.

Abstract

The Spanish Gallina Murciana (GM), a local breed, exhibits remarkable rusticity and
resilience to adverse conditions, albeit facing the threat of extinction due to its low
productivity. This study assesses a crossbreeding (GM50) between the Gallina Murciana
(GM100) and the Hubbard JA757 strain (GMO0), aiming to develop an alternative product
that enhances the meat qualities of GM100 while preserving its survival traits. Throughout
the trial, the GM50 line showed intermediate growth compared to the parental lines,
tending towards the characteristics of GM100. Furthermore, both GM50 and GM100
demonstrated a similar carcass distribution, with a notable increase in breast yield (3.2%),
while the percentage of hindquarters remained comparable. Overall, the results
demonstrated the commercial viability of the GM50 line, which contributes to enhancing
the productivity of the Murciana breed without compromising its traditional virtues.

Keywords: local breed; meat traits; productivity.

1. INTRODUCCION

La Gallina Murciana es una raza autdctona de la Regién de Murcia, recogida en el apartado
de especies en proteccion del Catdlogo Oficial de Razas de Ganado de Espafia (1). En marzo de
2023, empezaron a comercializarse productos de GM con el sello de Raza 100% Autdctona
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“Murciana”, etiqueta de calidad concedido por el Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion
como una iniciativa nacional para promover los productos locales.

Los pollos de raza Murciana son muy resistentes a las enfermedades y estan bien adaptados
a la climatologia adversa y a las condiciones de cria con pocos recursos. Asi, éstos suelen criarse
en sistemas ecoldgicos o extensivos, garantizando altos estandares de bienestar animal. Esta raza
es de crecimiento lento y presenta bajos rendimientos productivos (2), pero sus productos se
perciben como mas sanos y sabrosos. Sin embargo, a pesar de todas estas caracteristicas, esta raza
autdctona se encuentra en peligro de extincién motivado por su bajo interés productivo en
comparacion con las razas industriales, por lo que la busqueda de una alternativa productiva para
esta raza es vital para asegurar su desarrollo y subsistencia.

Por ello, en este trabajo se propone un cruzamiento con una linea industrial de aptitud
carnica, para combinar con la calidad de las caracteristicas de la Gallina Murciana, obteniendo un
producto alternativo mas competitivo.

2. MATERIALES Y METODOS

El estudio se realiz6 en la Estacion Experimental Agroalimentaria Tomas Ferro (ESEA; La
Palma, Cartagena), perteneciente a la Universidad Politécnica de Cartagena (UPCT), contando con
el informe favorable del Comité de Etica de Investigacién de la Universidad.

2.1 Material animal

En el ensayo se criaron pollos macho de tres tipos genéticos: Gallina Murciana 100%
(GM100, n = 27); estirpe industrial Hubbard JA757 100% (GMO, n = 45); y el resultado del
cruzamiento de ambas, 50% GM x 50% JA757 (GM50, n = 38), cruzando gallos Murcianos con
hembras Hubbard JA757. Los reproductores GM100 pertenecian a la granja de Gallina Murciana
de la ESEA, y las hembras reproductoras Hubbard JA757 fueron proporcionadas por la empresa
Hijos de Juan Pujante. Los pollos GM50 y GM100 se produjeron en la ESEA, constituyendo cuatro
grupos de reproductores para cada linea (formado por un gallo y seis gallinas), y los pollos GMO0
se recibieron con 1 dia de edad por parte de la empresa Hijos de Juan Pujante. Se llevaron a cabo
dos fechas de nacimiento de pollitos, que se constituyeron como lotes de engorde (Lote 1:
19/06/2023; Lote 2: 05/11/2023), y los animales se separaron por tipo genético, formando los
grupos de engorde. El engorde de los individuos se realiz6 en condiciones semi-extensivas, con
alimentacion ad libitum y luz y ventilaciéon natural. Cuando los individuos alcanzaron un peso final
de aproximadamente 2,6 kg, se sacrificaron en el matadero de Hijos de Juan Pujante, tras el
aturdimiento previo por COx.

2.2 Caracteres de crecimiento

Para estudiar los caracteres de crecimiento se controlé semanalmente el peso de los
animales, y se registrd el peso vivo al sacrificio (PVS). También se cuantific la cantidad de pienso
aportado, midiendo el consumo de pienso por grupo de engorde, no el consumo individual.
Finalmente, se calcul6 la Ganancia Media Diaria al dia 49 (GMDy.49): incremento de peso de cada
grupo dividiéndolo por los 49 dias de transcurso de lote; y el Indice de Conversién (IC): consumo
de pienso total por grupo y lote, dividido por el incremento de peso total por grupo y lote.

2.3 Calidad de la canal

Tras el sacrificio de los individuos, se retiré el tracto gastrointestinal completo y se
almacenaron a 4 °C durante 24 h. Se pes6 la canal en frio (PCF) y se procedié con su despiece,
pesando cada uno de los cortes de forma individual, expresando los principales cortes en
porcentajes sobre el PCF. También se calcul6 el rendimiento de la canal (RC) como el PCF dividido
entre el PVS.

2.4 Andlisis estadistico
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Los datos fueron analizados mediante R (version 4.3.3 para Windows) tras comprobar su
normalidad con el test Shapiro-Wilk. Para su andlisis se utiliz6 un modelo lineal general que
incluia como efectos fijos el tipo genético (GM100, GM50, GMO) y el lote de engorde (Lote 1, Lote
2).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

El desarrollo de las tres lineas genéticas mostré numerosas diferencias significativas. La
linea GM50 sigui6 un crecimiento intermedio con respecto a las lineas reproductoras (Fig. 1), con
mayor similitud a la evolucién paterna GM100, mostrando un peso al dia 49 de edad de 1384 g,
frente a los 839 g de los GM100 y los 3198 g de los GMO; una diferencia de 545 gy de 1814 g con
las lineas GM100 y GMO, respectivamente (Tabla 1). Este resultado esta directamente relacionado
con la velocidad de crecimiento, ademés de con la capacidad de conversién de pienso en carne,
presentando los GM50 un IC de 2,93 g/g, frente a 4,15 g/g de GM100 y 1,76 g/g de GMO. Estos
resultados situaron al cruzamiento GM50 con indices de crecimientos mas proximos a lineas de
crecimiento lento, alcanzando los 2 Kg a los 70 dias (Fig. 1), valores mostrados por otros autores
en estudios similares (3).

Las lineas GM50 y GM100 mostraron una distribucion de la canal analoga (Tabla 1); con un
RC de 73,3% y 73,9%, respectivamente, y significativamente menor con respecto a GMO (78,3%).
GM50 obtuvo un porcentaje de cuartos traseros cercano a GM100 (30,1% y 31,0%,
respectivamente) y mejoro el porcentaje de pechuga en un 3,2% respecto a GM100. En general,
GM50 se asemejo a los valores obtenidos por GM100 y a los descritos por otros autores para otras
razas autoctonas, como la raza Castellana Negra: porcentaje de pechugas del 17% (4) y 14% (5),
y porcentaje de cuarto trasero del 30% (4) y 32% (5).

4. CONCLUSIONES

El cruzamiento entre la Gallina Murciana y la linea industrial Hubbard JA757, se identifica
como una opcidon comercialmente viable, ya que mejora los indices productivos de la Gallina
Murciana, disminuyendo significativamente los periodos de engorde. No obstante, es necesario
ampliar el estudio con el andlisis de la calidad de la carne, la actividad digestiva y factores de
comportamiento, para comprobar que esta linea sigue manteniendo las virtudes de la raza
autoctona.
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Figura 1. Evolucion del crecimiento de las tres lineas genéticas: Gallina Murciana (GM100);
Hubbard JA757 (GMO); Cruzamiento de GM100 y GMO0 (GM50).

Tabla 1. Mediciones de caracteres de crecimiento y de calidad de la canal (media marginal *
error estandar).

GM100 GM50 GMO

Edad sacrificio (dias) 127a 83b 49c
PVS (g) 2731 £ 493 2595 + 46b 3156 + 38¢
Peso 49d (g) 839 + 252 1384 +32b 3198 + 22¢
GMDo-49 (g/dia) 18,4 £ 0,612 29,9 +0,71b 65,0+0,48¢
RC (%) 73,3 +0,282 73,9 £ 0,262 78,3 +0,23b
Cuartos traseros (%) 31,0 £ 0,252 30,1 +0,23b 27,1+0,19¢
Pechugas (%) 14,3+ 0,312 17,5+0,28 27,8+ 0,23¢
Alas (%) 10,7 £0,112 10,4 £ 0,112 8,81+ 0,09v
Carcasa (%) 25,0 + 0,352 24,3+0,332 22,6 +0,27b

Diferentes superindices dentro de cada fila, indican diferencias significativas entre tipo genético (P<0,05); Gallina
Murciana (GM100); Hubbard JA757 (GMO0); Cruzamiento de GM100 y GMO (GM50); PVS: Peso Vivo al Sacrificio; GMDo-
49: Ganancia Media Diaria al dia 49; IC: indice de Conversién; RC: rendimiento de la canal.
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Resumen

El café se cultiva en un sistema agroforestal, caracterizado por proporcionar importantes
servicios ecosistémicos a la sociedad como la reduccion de erosion, el soporte de la
biodiversidad y la regulacion de la temperatura, mitigando asi los efectos del cambio
climatico. Sin embargo, las practicas agricolas actuales, basadas en el uso intensivo de
inputs, estin amenazando este sistema agroforestal y los servicios ecosistémicos que
proporciona. Se vuelve necesario asi promover Buenas Practicas Agricolas (BPA) que
proporcionen una alternativa sostenible al cultivo del café y que cuenten con el apoyo de
los agricultores para su adopcion. En este contexto, este estudio aplica un experimento de
eleccion discreta a un grupo de caficultores con sistemas agroforestales de café con el fin
de analizar su disposicion a aceptar (DAA) de un conjunto de BPA. Para ello, se han
entrevistado a 238 caficultores en la Republica Dominicana, cuyos resultados muestran
una fuerte DAA de estas nuevas practicas por parte de los caficultores, ya que el 89% de
estos estan dispuestos a cambiar su situacion actual por un incentivo de US$612.23
US$/ha/aiio para adoptar todas las BPA consideradas.

Palabras clave: Experimentos de eleccion discreta, Republica Dominicana, disposicion a aceptar,
adaptacion al cambio climatico.

Abstract

Coffee is grown in an agroforestry system that provides important ecosystem services such
as reducing erosion, supporting biodiversity, and regulating temperature, thereby
mitigating the effects of climate change. However, current agricultural practices based on
intensive use of inputs are threatening this agroforestry system and the ecosystem services
it provides. Thus, it is necessary to promote Good Agricultural Practices (GAP) that provide
a sustainable alternative to coffee cultivation and have the support of farmers for their
adoption. In this context, a study applied a discrete choice experiment to a group of coffee
farmers with coffee agroforestry systems to analyze their willingness to accept (WTA) a set
of GAP. The study interviewed 238 coffee growers in the Dominican Republic, and the
results showed a strong willingness to accept these new practices on the part of coffee
growers. 89% of growers were willing to change their current situation for an incentive of
US$612.23 US$/ha/year to adopt all the GAP considered.
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Keywords: Discrete choice experiments, Dominican Republic, willingness to accept, adaptation
to climate change.

1. INTRODUCCION

El impacto macroeconémico y social del cambio climatico en la producciéon de café en
Latinoamérica representa mas 200 millones de délares en pérdidas solo entre los afios 2010-2014
donde mas de 2,000 nucleos familiares han abandonado la produccién cafetalera debido a la
pérdida de bosques, biodiversidad y el impacto en las zonas habiles para la produccién.(1) Estos
impactos ambientales van en aumento, donde las altas temperaturas provocan la prevalencia de
plagas y enfermedades, un ejemplo de esto es el impacto de la Roya del Café (Hemileia vastatrix
HV), un hongo que ataca las hojas de los cafetos y disminuye la productividad en mas de 50%.(2)

En la Republica Dominicana el café se produce como un Sistema Agroforestal (SAF), que se
define como “la forma de usar la tierra, que implica la combinacion de especies forestales, en
tiempo y espacio, con especies agrondmicas, en procura de la sostenibilidad del sistema”. Al
establecer un SAF se deben aplicar técnicas de manejo de uso del suelo, combinando arboles de
uso multiple y maderables con cultivos agricolas perennes(3)

Actualmente existe una tendencia productiva, tanto en Centroamérica como el Caribe, de
cafetales como monocultivo y altamente demandantes de insumos para suplir la demanda
mundial de café. Sin embargo, se ha demostrado que este sistema aumenta el uso de fertilizantes
minerales, creando impactos climaticos negativos, como el aumento de las emisiones de gases de
efecto invernadero (4,5).

Ante esto, se proponen buenas practicas agricolas (BPA), definidas como “un conjunto de
acciones o practicas que se realizan en una explotacion agricola, tendientes a reducir los peligros
quimicos, fisicos y microbiolégicos con métodos ecoldgicamente seguros, higiénicamente
aceptables y econémicamente factibles”(6).

La investigaciéon busca demostrar que “cuando se integran los beneficios econémicos y
ambientales el productor tiene la disposicién para adoptar buenas practicas agricolas para
aumentar su capacidad de adaptacion al cambio climatico, siempre y cuando se provean
incentivos, acompafiamientos y extension agricola”. Por ello, el objetivo de este trabajo es analizar
la disposicidn de los caficultores a adoptar BPA.

2. MATERIALES Y METODOS

El estudio de caso se desarroll6 en la Cuenca del Rio Yaque del Sur (CRYS) en la parte alta e
intermedia de la cuenca, ubicada en la regiéon Suroeste de Republica Dominicana con una
superficie de 5,067.07 km2 donde su parte mas alta es de 2,500 msnm, abarca las provincias de
San Juan, Azua, La Vega y Bahoruco.(8). Un SAF de café promedio en la Republica Dominicana se
caracteriza por combinar especies como son la Guama Inga edulis, Aguacate Persea americana,
Naranja Citrus x sinensis, Banano Musa x paradisiaca, Yautia Colocasia esculenta y Yuca Manihot
esculenta. (3).

2.1 Disefio de Experimento de Eleccién Discreta

La disposicion a adoptar las BPA por parte de los caficultores dominicanos se va a analizar
mediante un Experimento de Eleccion Discreta (EED). Un EED es un método de preferencias
declaradas y se basa en datos procedentes de encuestas donde se determina la disposicién a pagar
o percibir ingreso a cambio de una modificacién de su comportamiento actual para aumentar
algan activo natural o beneficiar a grupos. De este modo, cada caficultor elegira aquellas BPA que,
dado el incentivo mostrado, maximicen su nivel de utilidad. (9)
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Para la selecciéon de las BPA en un SAF de utilizé el manual de monitoreo y evaluacion de
BPA, las cuales representan los atributos del experimento. Al final del experimento se han
seleccionado las BPA: construccion de reservorio de agua, fertilizacién mineral eficiente,
fertilizacién organica, control biolégico, fumigaciéon con bioles, rotaciéon con leguminosas,
diversificacion con maderables, luego de esto se procedi6 hacer la caracterizacién econémica de
las BPA dando como resultado un incentivo de entre 200-1600 délares/ha/afio. Finalmente, los
atributos y niveles fueron combinados siguiendo un disefio S-eficiente ver figura 1. (11).

2.2 Modelo econométrico

Los experimentos de eleccion discreta estan basados en la teoria del bienestar de Lancaster,
por la cual la utilidad proporcionada por un bien o servicio se obtiene como la suma de la utilidad
proporcionada por cada una de las partes que lo componen. (12). El valor, o disposicion a aceptar,
de cada BPA depende del incentivo hipotético planteado, a partir de la relacién marginal de
sustitucion entre este y cada una de las BPA para la que se calcula.

Los resultados del EED se han analizado siguiendo un modelo logaritmico condicional (LC)
siguiendo la siguiente expresion:

Uijt = Bo * SQ + By * WREj; + B, * FE.EFj; + 5 * FE.ORGj; + fB,BControly; + s * BiolFj; + B¢ x ROTA;; + B7 * DIVER;
+ *ﬁSINCTV]t +£ijt

El coeficiente S, representa la utilidad percibida por el agricultor para continuar con las
practicas de cultivo actuales. Por su parte, los coeficientes 1, 32, B3, B4, B5, B6, B7 representan la
utilidad marginal asociada a cada BPA, mientras que 38 se asocia con la probabilidad de que el
productor seleccione el conjunto de practicas que le provee un incentivo econémico mas alto.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 1 se muestra los resultados preliminares del modelo logaritmo condicional, que
presenta coeficientes negativos asociados a cada atributo, lo que indica que un coeficiente mas
alto se asocia a una menor probabilidad de seleccionar la BPA, tal como se presenta en el estudio,
Es decir, la adopcién de las BPA asociada a una utilidad marginal negativa, la DAA resulta un
incentivo de $US612.23 ha/afo caficultor esta dispuesto a renunciar a su situacion actual (estatus
quo) con la finalidad de adoptar BPA aun con un incentivo menor al conjunto de todas las
practicas. Estos datos representan una similitud con otros trabajos con relacién a practicas
agricolas en Nicaragua (14) aunque se diferencia que este estudio hizo una clasificacion de la
poblacién por su nivel adquisitivo y las practicas agricolas estan enfocadas en la adaptacién al
cambio climatico.

4. CONCLUSIONES

Este estudio aporta los lineamientos necesarios para poder desarrollar politicas de gestion
parala conservacion de SAF de café, los cuales representan una importancia econémica, ambiental
y social para la Republica Dominicana. Parte de este estudio también ofrece herramientas para
comenzar un proceso de transiciéon de la produccién convencional a una produccién sostenible y
finalmente con esto queda demostrado que se pueden proponer soluciones objetivas y adaptadas
a las realidades de los caficultores.
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Figura 1. Ejemplo ficha de conjunto de eleccion
Tabla 1. Resultados Logaritmo Condicional (LC) y Disposicion a Aceptar (DAA)
Bloque No. Grupo de Practicas | Grupo de Practicas | Situacidn actual Atributo LC DAA
EscenarioNo.___ 1 z /5Q Coef. | SE | Z | USS/hajaio | SE | Z
Reservorio de agua l l SQ -1.83%** 0.275  -6.36 346.10 71.4 4.5
> ! E ! Reservorio de agua -0.47%+* 0.099 -4.76 89.83 18.5 4.52
=) ad
= Y Fertilizacion mineral -0.42%* 0107 -3.96 80.88 1858  4.05
Fertilizacién mineral eficiente d ED & =0 eficiente
JFertilizacién organica m W, m ¥k Fertilizacién organica -0.51%** 0.107  -4.68 95.73 20.7 4.29
Control biolégico 2038 0.090  -4.15 72.29 147 458
Control bioldgico , , Fumigacién con bioles -0.57%%* 0.093  -6.09 108.21 19.07 5.28
Rotacién con 20.85%* 0102 -8.10 159.29 1976 7.5
— - leguminosa
Fumigacion con bioles V‘\,. \ v\. \ Diversificacién -0.03** 0080 -033 5.05 1426 033
by y Incentivo 0.005*** 0.001 10.32
P S——— N 238
otacion con leguminosa i': 3 i‘: 3 Log-Likelihood (LL) -1003.17
- i LR chi2 1182.30
Prob > chi2 0.000
Diversificacion i i Pseudo R2 0.38
3 ; a. $ i a’ Akaike Information 1.960.15
I 1 Criterion (AIC)
- - - Bayesian Information 2.017.3
Incentivo délares por hectarea 200, 400, 600, 800, 200, 400, 600, 800, Criteri C
por afio (Duracién 5 aﬁos) 1000, 1200, 1400, 1600 1000, 1200, 1400, 1600 riterion (BI ]
- ***Statistically significant at a level of 0.01 x«Statistically significant at a level of 0.05
Elecciones (Marcar X) [ [ ] *Statistically significant at a level of 0.1
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