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CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1. EL SECTOR AGROALIMENTARIO EN LA REGION DE MURCIA

El sector agroalimentario es uno de los pilares basicos de la economia regional. Las
condiciones para el cultivo en un clima arido mediterraneo, caracterizado por escasas
lluvias (apenas se alcanzan los 225 L m™ al afio) y por tanto minimos recursos hidricos,
unido a la mala calidad de las aguas y suelos pobres en nutrientes, han dado lugar a una
apuesta constante por la innovacion tecnologica, dirigida a encontrar soluciones efectivas
para obtener la mas alta rentabilidad y productos de primera calidad. Esto ha permitido que
actualmente la Region de Murcia sea una de las agriculturas mas avanzadas del mundo, a
pesar de consumir solo el 3% de los recursos hidricos de Espana. La superficie agraria util
que posee la Region de Murcia alcanza una extension de 550.948 ha, de las cuales una
tercera parte se dedica a la plantacion de cultivos lefiosos y una sexta parte a la produccion
de cultivos herbaceos (Anuario Estadistico de la Region de Murcia, 2011). Dentro de los

cultivos herbaceos, la produccion de hortalizas alcanza el 87,8% del total (Figura 1.1).

Cultivos forrajeros (3,8%)
Cereales para grano (3,8%) Otros (1,7%)
Tubérculos consumo humano (4,4%

Figura 1.1. Distribucion de la produccion de cultivos herbaceos en la Region de Murcia.

Datos extraidos del Anuario Estadistico de la Region de Murcia, 2011.
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Aunque en la Region de Murcia se cultivan més de treinta especies de hortalizas, la
mayor parte de la produccion se concentra en un reducido numero. En el ano 2011, las diez
especies mas importantes aportaron en torno al 95% de la produccion, cifra que ha
permanecido casi invariable desde el afio 2000. Las dos especies que mas contribuyeron a
la produccidn, casi por igual, fueron lechuga y tomate, aportando mas del 40% y que, junto
con melon (14,6%), brocoli (10,9%), sandia (7,9%) y pimiento (7,4%), supusieron
alrededor del 84% de la produccion (Figura 1.2).

Pimiento (7,4%)

Figura 1.2. Distribucion de la produccion de cultivos hortalizas en la Region de Murcia.

Datos extraidos del Anuario Estadistico de la Region de Murcia, 2011.

1.1.1. Cultivo de pimiento

1.1.1.1. Origen, morfologia y taxonomia

El pimiento es originario de Bolivia y Pert y fue traido al Viejo Mundo por Colén en
su primer viaje. En el siglo XVI se difundi6é su cultivo en Espafia, desde donde se

distribuy¢ al resto de Europa y del mundo con la colaboracion de los portugueses.

El pimiento es una planta herbacea anual del género Capsicum que pertenece a la

familia Solanaceae. El género Capsicum esta formado por al menos 25 especies silvestres
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y 5 especies de cultivo: C. annuum, C. baccatum, C. frutescens, C. pubescens y C.
chivense. Casi todas las variedades de pimiento cultivadas se engloban dentro de la especie
Capsicum annum L. (Milla, 1996). La planta de pimiento tiene una altura que oscila entre
1-2 m con un tallo principal que, a partir de cierta altura (30-40 cm), presenta
ramificaciones (3-4 ramas), formandose la estructura conocida como “cruz” del pimiento
(Figura 1.3A). El sistema radicular es voluminoso, pivotante y profundo, con numerosas
raices laterales. Las flores de Capsicum annuum son blancas y de tamafio pequefio,
hermafroditas y alogamas (Smith y Heiser, 1951) (Figura 1.3B). Las semillas son de color
amarillo, redondeadas y ligeramente reniformes, tienen de 3-5 mm de longitud y se
insertan sobre una placenta conica en disposicion central (Figura 1.3C). El fruto es una
baya constituida por un grueso pericarpio y un tejido placentario al que se unen las
semillas, dando lugar a una superficie hueca en forma de capsula. Las caracteristicas del
fruto, asi como su tamafio, dependen de la variedad (Nuez et al., 1996). Debido a las
numerosas variedades de pimiento, es complicado establecer una clasificacion general. La
mayoria de las clasificaciones estan basadas en conceptos relacionados con el grosor de la
carne, forma (rectangular, cuadrada o triangular), tamafo, color, sabor (picantes o dulces)

y destino (procesado o consumo en fresco).

Entre las variedades de pimientos dulces mas cultivadas podemos distinguir, en

funcion de su forma, tres tipos principales:

» Tipo California: constituido por frutos cortos y anchos de seccion cuadrada, cuya
longitud es similar a la anchura, con carne mas o menos gruesa, hombros muy
marcados y pronunciados. Se recolectan en estado inmaduro (verde) y maduro
(rojo, amarillo, naranja, etc.). Poseen requerimientos exigentes de temperatura,
por lo que suelen cultivarse en ciclos tempranos (desde mediados de junio a final
de julio) dependiendo de la climatologia y de la comarca de cultivo. No obstante,
también se comercializan variedades para transplantes de otofio y de ciclo corto

en primavera (Figura 1.3D).

» Tipo Lamuyo: los frutos son de gran tamafo, largos, de seccion rectangular
(longitud mayor que la anchura) y de carne gruesa. Se recolectan en estado verde
y rojo, aunque también se comercializan variedades de color amarillo,

principalmente para encurtidos. En general son plantas de vegetacion frondosa y
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vigorosa, menos sensibles al frio que los del tipo California y se cultivan para
plantaciones medias y tardias y en ciclos largos, desde julio hasta agosto e

incluso septiembre (Figura 1.3E).

» Tipo ltaliano: los frutos tienen forma alargada, son estrechos, puntiagudos, de
seccion triangular, carne fina y de color verde brillante que vira a rojo al
madurar. Se plantan desde junio a octubre, aunque los transplantes mas
habituales se realizan en los meses de agosto a septiembre. Son variedades
dirigidas al mercado nacional con buen aguante al transporte y a la conservacion

(Figura 1.3F).

Figura 1.3. Pimiento (Capsicum annuum L.): (A) planta, (B) flor, (C) semillas, (D)

fruto tipo California, (E) fruto tipo Lamuyo y (F) fruto tipo italiano.
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1.1.1.2. Importancia economica

Los frutos de pimiento han formado parte de la dieta humana desde hace mas de
7000 anos (Macneish, 1964). Ademas de servir como alimento, el fruto ha sido
ampliamente utilizado como especia y como colorante en alimentos y cosméticos (Bosland
y Votara, 1999). El éxito del pimiento radica en que es un cultivo con gran variedad de
formas de consumo (fresco, en conserva y para pimentén), siendo el consumo en fresco el
mas extendido. Espafia es el principal productor europeo de pimiento y el quinto en el
ambito mundial, siendo Murcia una de las primeras regiones de cultivo, produciendo
variedades de gran valor socio-econdémico como las que se utilizan para su consumo en
fresco y se cultivan en invernaderos. El pimiento para consumo en fresco es, actualmente,
el que acapara junto al tomate y la alcachofa, la mayor parte de la mano de obra que se
dedica al sector agricola en la Region. Las variedades de pimiento cultivadas en la Region
pueden resumirse fundamentalmente en tres segun la forma del fruto (Nuez et al., 1996):
Lamuyo (fruto rectangular), California (fruto cuadrado) e Italiano (fruto conico) (Figura
1.3D, E y C). La produccion de pimiento California se destina, casi en su totalidad, a la

exportacion, prefiriendo mayoritariamente el mercado nacional el Lamuyo.

1.1.2. Cultivo de lechuga

1.1.2.1. Origen, morfologia y taxonomia

El origen de la lechuga no parece estar muy claro. Algunos autores afirman que
procede de la India, aunque hoy dia los botanicos no se ponen de acuerdo por existir un
antecesor de la lechuga, Lactuca scariola L., que se encuentra en estado silvestre en la
mayor parte de las zonas templadas, siendo las variedades cultivadas actualmente una
hibridacién entre especies distintas. El cultivo de lechuga se remonta a una antigiiedad de
2500 anos, siendo conocida por griegos y romanos. Las primeras lechugas de las que se
tiene referencia son las de hoja suelta, aunque las acogolladas eran conocidas en Europa en

el siglo XVI.

La lechuga es una planta anual perteneciente a la familia Compositae, género

Lactuca sativa L. Posee un sistema radicular profundo y ramificado. Su tallo es cilindrico
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corto y muy ramificado. Sus hojas se disponen primeramente en roseta y después forman
un cogollo més o menos consistente y apretado, dependiendo de la variedad. Las hojas
pueden ser de forma redondeada, lanceolada o casi espatulada con el borde liso, ondulado
o aserrado, existiendo una amplia variabilidad varietal. Presenta inflorescencia en capitulos
florales amarillos dispuestos en racimos o corimbos. Es una planta autdgama cuyas
“semillas”, que en realidad son frutos en forma de aquenios tipicos, estan provistas de un
vilano plumoso. Los cultivares modernos de lechuga se clasifican, de acuerdo a la forma

del cogollo, en:

» Romana (Lactuca sativa var. Longifolia): tiene hojas erectas, alongadas, con
bordes enteros y nervadura central ancha. No forman un verdadero cogollo.
Dentro de este grupo se encuentran la lechuga Romana, la Mini Romana y la

Little Gem (Figura 1.4A, By C).

»  Acogollada (Lactuca sativa var. Capitata): forma un verdadero cogollo. Dentro

de este grupo se encuentran dos variedades principales:

- Lechuga Batavia o Trocadero: forma un cogollo suelto con hojas de textura

suave y aspecto aceitoso (Figura 1.4D y E).
- Lechuga Iceberg: forma un cogollo compacto y hojas apretadas (Figura 1.4F).

=  De hojas sueltas (Lactuca sativa var. Inybacea): Poseen las hojas sueltas y

dispersas. Entre ellas destaca la llamada hoja de roble (Figura 1.4G).

1.1.2.2. Importancia economica

La lechuga es uno de los cultivos horticolas mas importantes en Espaiia,
representando el 17% de la superficie cultivada y cerca del 12% de la produccion total. En
Espafia, la lechuga se cultiva practicamente en su totalidad al aire libre. Casi las dos
terceras partes de la produccion de lechuga se lleva a cabo de forma compartida en dos
Comunidades Auténomas: Murcia y Andalucia. En torno al 70% de la produccién de
lechuga corresponde a variedades acogolladas, fundamentalmente Iceberg, y el 30%

restante a la Romana. La produccion de lechuga acogollada se realiza mayoritariamente en
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Murcia y Andalucia, mientras que la de Romana estd mas repartida, pero de nuevo
destacan Andalucia y Murcia. El cultivo de lechuga en la Region de Murcia, se distribuye
principalmente en el Valle del Guadalentin y el Campo de Cartagena. En los tltimos afos,
la importancia del cultivo de la lechuga ha ido incrementdndose, debido tanto a la

diversificacion de tipos varietales como al reciente desarrollo de la industria de la IV gama

(Maroto et al., 2000; Davis et al., 2002).

Figura 1.4. Tipos de lechuga: (A) Romana, (B) Mini Romana, (C) Little Gem, (D)
Trocadero, (E) Batavia, (F) Iceberg y (G) Hoja de Roble.
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1.2. NUTRIENTES Y COMPUESTOS BIOACTIVOS

Los vegetales en general son una excelente fuente de nutrientes y otras sustancias
denominadas compuestos bioactivos o fitoquimicos, que no tienen una funcidén nutricional
definida, o no son considerados esenciales para la salud humana, pero que presentan
propiedades farmacoldgicas. Dichos compuestos bioactivos son metabolitos secundarios de
las plantas, muchos de ellos con actividad antioxidante, que juegan un papel importante en
la proteccion de la salud humana, reduciendo el riesgo de varias enfermedades crdnicas,
incluyendo ciertos tipos de cancer y enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas
(Stenmetz y Potter, 1996; Youdim y Joseph, 2001; Kris-Etherton et al., 2002). Entre los
nutrientes y compuestos bioactivos presentes en pimiento y lechuga, se encuentran los

siguientes:

1.2.1. Azucares

Los azucares de la dieta juegan un papel fundamental en la nutriciéon humana, ya que
proporcionan la principal fuente de energia necesaria para mantener las funciones
corporales. Ademads, contribuyen en gran medida a las caracteristicas de sabor y valor
nutritivo de las verduras (Luning et al., 1994). Sacarosa, glucosa y fructosa son los
principales azucares solubles presentes en vegetales y el dulzor de los frutos es altamente
dependiente de su concentracion; fructosa es de 2,3 y 1,7 veces més dulce que la glucosa y
la sacarosa respectivamente (Kulp et al., 1991). Por otra parte, los azlicares promueven la
estabilidad del 4cido ascorbico, mejorando asi el contenido de vitamina C (Birch y Pepper,

1983).

1.2.2. Acidos organicos

Los acidos organicos son compuestos oxigenados derivados de los hidrocarburos que
se forman al sustituir, en un carbono primario, dos hidrégenos por un oxigeno que se une al
carbono mediante un doble enlace, y el tercer hidrogeno por un grupo (OH), que se une

mediante un enlace simple. El grupo formado por esta sustitucion, recibe el nombre de
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carboxilo. Segin el numero de grupos carboxilo, los 4cidos organicos se clasifican en:

monocarboxilicos, dicarboxilicos y tricarboxilicos.

Las plantas contienen pequeiias cantidades de acidos organicos, metabolitos
intermediarios de diversos procesos, que se acumulan en vacuolas y confieren un sabor
acido o amargo (Fennema, 2000). El contenido de acidos organicos depende de la especie
vegetal, variando desde niveles muy bajos, como en el maiz dulce, a concentraciones muy
altas como en espinacas, fresas o grosellas (Fennema, 2000). Los principales acidos
organicos presentes en las hortalizas son el acido malico (mayoritario en cebolla, brécoli,
zanahoria o lechuga) y el 4cido citrico (mayoritario en remolacha, tomate, guisantes y
coles de Bruselas), si bien el 4cido oxalico se presenta en algunos vegetales en cantidades

elevadas (Oliveira ef al., 2008).

Los 4cidos organicos influyen en las propiedades organolépticas de las frutas y
verduras, ya que juegan un papel importante en la percepcion de sabor mediante la
modificacion del sabor de los azucares. El acido citrico enmascara la percepcion de la
sacarosa (Schifferstein y Fritjers, 1990; Bonnans y Noble, 1993) y fructosa (Pangborn,
1963), mientras que el acido malico parece mejorar la percepcion de la sacarosa (Fabian y
Blum, 1943). Ademads, los acidos orgédnicos afectan indirectamente al metabolismo
fenodlico mediante la alteracion del pH y actiian como precursores de compuestos fenolicos

y compuestos de sabor (Galdon ef al., 2008; Kader, 2008).

1.2.3. Vitamina C

La vitamina C es un compuesto hidrosoluble de 6 atomos de carbono que se
encuentra principalmente en alimentos de origen vegetal. El hombre carece de la enzima
que cataliza la etapa terminal de la sintesis de acido ascorbico, la gulonolactona oxidasa,
por lo que debe adquirirlo a través de la alimentacion. El acido L-ascorbico (AA) es la
principal forma activa de la vitamina C. El AA se oxida de forma reversible para formar
acido L-dehidroascorbico (ADHA), que también presenta actividad biologica (Figura 1.5).
Esta oxidacion puede ser inducida por la exposicion a altas temperaturas, pH alto, la luz o

la presencia de oxigeno.
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Figura 1.5. Oxidacion del 4cido ascorbico a dehidroascorbico.

La vitamina C actia como linea de defensa contra el estrés oxidativo y por lo tanto
puede prevenir las enfermedades crénicas, como diabetes, cancer y enfermedades
cardiovasculares (Joshipura et al., 1999; Nicolle ef al., 2004). Una de las funciones mas
claramente definida de la vitamina C en el metabolismo de animales y plantas, es la de
actuar como modulador de un gran niimero de reacciones enzimaticas que contienen hierro
o cobre en el sitio activo y que requieren AA para su maxima actividad. Este es el caso de
la ferro-dioxigenasa, involucrada en la generacion y el mantenimiento del colageno en la
piel, el cartilago y el tejido conectivo (Furusawa, 2001). Ademas, el AA protege a las
vitaminas A y E de la oxidacidn, asi como a algunas vitaminas del grupo B, tales como la
riboflavina, tiamina, acido folico y acido pantoténico (Tauguinas et al, 2004). También,
estimula la absorcion de hierro y bloquea la degradacion de la ferritina a homosiderina,
participa en la cicatrizacion de heridas, fracturas y hemorragias, es esencial para la
oxidacion de fenilalanina y tirosina e interviene en el metabolismo del triptofano y en la

sintesis de noradrenalina (Belitz y Grosch, 2004).

Otra de las funciones clave de la vitamina C es la de interactuar enzimatica y no
enzimaticamente con radicales de oxigeno perjudiciales y sus derivados, llamados especies
reactivas de oxigeno (ROS), tales como los radicales superoxido (O,"), oxigeno singlete
('0%), peréxido de hidrogeno (H,0,), y radicales hidroxilo (OH"). La toxicidad de las ROS
es debida a su capacidad para iniciar las reacciones de radicales en cascada que conducen a
la produccion del radical hidroxilo y otras especies perjudiciales que pueden causar dafios
a proteinas, peroxidacion lipidica, dafos en el ADN y finalmente la muerte celular

(Cadenas, 1995).
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1.2.4. Compuestos fenolicos

Los compuestos fenolicos constituyen una de las principales clases de metabolitos
secundarios de las plantas, donde desempeiian diversas funciones fisioldgicas ya que
intervienen en el crecimiento (los acidos fenolicos se han relacionado con la absorcion de
nutrientes, sintesis de proteinas, actividad enzimaética, fotosintesis, etc.), morfologia (color
y soporte mecanico), reproduccion (atraccion de aves e insectos que ayudan a la
polinizacidon) y contribuyen en procesos defensivos frente a patogenos, predadores o
radiacion ultravioleta (Harbone y Williams, 2000). Actualmente, este grupo de compuestos
fitoquimicos presentan un gran interés nutricional por su contribucion al mantenimiento de
la salud humana. De este modo, muchas de las propiedades beneficiosas descritas en los
alimentos de origen vegetal, asociadas principalmente a la actividad antioxidante, estan
relacionadas con la presencia y el contenido de compuestos fenolicos (Martinez-Valverde,
2000). Los compuestos fendlicos previenen el envejecimiento, la arterosclerosis, el cancer,
la inflamacion y ciertas enfermedades neurodegenerativas tales como Alzheimer y
Parkinson, mediante la inhibicion de la formacion de radicales libres y la peroxidacion de
lipidos (Poiroux-Gonord et al., 2010). Engloban todas aquellas sustancias que poseen una
o varias funciones fenol (hidroxibenceno) unidas a estructuras aromaticas o alifaticas
(Croteau et al., 2000). Atendiendo a su estructura basica, los compuestos fendlicos se
puede dividir en dos categorias: flavonoides y no flavonoides (Waterhouse, 2002) (Figura

1.6).

COMPUESTOS FENOLICOS

Flavanonas

Figura 1.6. Clasificacion de los compuestos fenolicos.
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1.2.4.1. Flavonoides

La estructura comun de los flavonoides consiste en dos anillos aromaticos (A y B)
conectados mediante un anillo heterociclico oxigenado (C) (Figura 1.7). Este grupo, a su
vez, se divide en varias clases, siendo las mds importantes: flavonoles, flavonas,
flavanonas, isoflavonas, antocianos y flavanoles. Las distintas clases difieren en el nivel de
oxidacién y en los sustituyentes de dicho heterociclo, mientras que los compuestos dentro
de cada clase difieren en los sustituyentes de los anillos aromaticos. Los flavonoides se
encuentran en las plantas en forma de aglicona o como glucdsidos, siendo esta ultima su

forma mas habitual.

Los flavonoles son los flavonoides mas abundantes en alimentos de origen vegetal.
Se acumulan en los tejidos de las plantas casi siempre en forma de conjugados glicosilados

y estan representados principalmente por quercetina, kaempferol y miricetina.

Las flavonas son estructuralmente similares a los flavonoles y difieren solo en la
ausencia de hidroxilacién en la posicion 3 del anillo C. Estan principalmente representadas
en la dieta por apigenina y luteolina, encontrandose principalmente en apio (Apium

raveolens), perejil (Petroselinum crispum) y alcachofa (Cynara scolymus) (Crozier et al.,

2006).

Las flavanonas estan representados principalmente por naringenina y hesperidina y
se encuentran principalmente en citricos (Manach et al., 2004) aunque también se han
encontrado en tomate, kiwi y banana (Krause y Galensa, 1992; Kanazawa y Sakakibara,

2000; Dégenéve, 2004).

Las isoflavonas, a diferencia de la mayoria de los flavonoides, se caracterizan por
presentar el anillo B en la posicion C3 en lugar de en la posicion C2. Las mas comunes son
genisteina, daidzeina, y gliciteina cuya distribucion es muy limitada en el reino vegetal,
encontrandose solo en grandes cantidades en leguminosas como la soja (Dixon y Steele,
1999). Las isoflavonas son conocidas por su actividad estrogénica y han recibido mucha
atencion debido a su posible papel en la prevencion del cancer de mama y la osteoporosis

(Barnes, 2003).

Los antocianos son los principales responsables de los colores rojo, azul y violeta de

las frutas. En la naturaleza se encuentran alrededor de diecisiete antocianos, pero solo seis
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de ellos (cianidina, delfinidina, petunidina, peonidina, pelargonidina y malvidina) son de

importancia en la dieta.

Los flavanoles, también llamados catequinas, se encuentran como agliconas o
esterificados con acido galico, siendo los méas comunes (+) catequina y (-) epicatequina, los
cuales se encuentran en grandes cantidades en albaricoque, uva, mora, melocotén y

nectarina (Porter, 1988; Hong et al., 2004).

Flavona

(0]
Flavonol
o o}
\ T o
OH
] __— Isoflavona
© C
-
R l ° ,\\\\\\\
X
° ~\\\\\\
G . OH
OH
Antociano Flavanol

Flavanona ol

Figura 1.7. Estructura basica de los principales grupos de flavonoides.

1.2.4.2. No Flavonoides

Dentro de los no flavonoides, encontramos tres grupos diferenciados: acidos

fenolicos, taninos hidrolizables y estilbenos.
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La estructura basica de los dcidos fendlicos es un anillo aromatico con un grupo
carboxilico sustituido en las dos posiciones meta- (respecto al grupo acido) y en posicion
para- (Figura 1.8). Se distinguen dos grupos: &cidos hidroxibenzoicos y 4acidos
hidroxicinamicos. Los dcidos hidroxibenzoicos, representados por el acido galico, acido
vainillinico, &cido p-hidroxibenzoico, acido protocatéquico y 4cido siringico, presentan el
grupo carboxilico directamente enlazado al anillo aromatico. Son muy raros en plantas y
aparecen en pequefias concentraciones en frutos rojos, rabano y cebolla (Herrmann, 1889).
Los dcidos hidroxicinamicos, como caféico, fertlico, p-cumarico y sinaptico, presentan el
grupo carboxilico enlazado partir de un sustituyente 2-propanilo y generalmente se
encuentran esterificados con el acido quinico. Se encuentran principalmente en caf€,
manzana, zanahoria y tomate (Clifford, 1999; Paganga et al., 1999; Alasalvar et al., 2001;
Clifford et al., 2003).

R, COOH Rs \

R3 R2 R1

COOH

Acidos Hidroxibenzoicos Acidos Hidroxicinamicos

Figura 1.8. Estructura basica de los 4cidos fendlicos.

Los taninos hidrolizables tienen como nucleo central un alcohol polihidrico como la
glucosa y grupos hidroxilo que se encuentran esterificados parcial o completamente, bien
con el acido galico o bien con el 4cido elagico, formando galotaninos y elagitaninos,
respectivamente (Figura 1.9). Estos compuestos se encuentran principalmente en nuez,

frambuesa, fresa y granada (Espin y Tomés-Barberan, 2006).

14



Introduccion

OH

OH

OH
OH
[e]
OH
[e] O
OH
HO.
Q
o]
HO o) o 0
O
o
HO o)
OH
HO OH OH
HO

Figura 1.9. Estructura basica de los taninos hidrolizables.

Los estilbenos se caracterizan por la presencia de un nucleo 1,2-difeniletileno con
grupos hidroxilo en los anillos aromaticos (Figura 1.10). Pueden encontrarse en forma de
monomeros y oligomeros, siendo el mas conocido el resveratrol (3,5,4’-trihidroxiestilbeno)

tipico de la uva, el vino tinto y los cacahuetes (Burns ef al., 2002; Han et al., 2007).

Figura 1.10. Estructura basica de los estilbenos.

1.2.5. Folatos

El término folato se utiliza de forma genérica para denominar las distintas formas
quimicas reducidas y bioldégicamente activas derivadas del acido pteroilglutamico o acido

folico, una vitamina hidrosoluble del grupo B, concretamente la vitamina By. Los folatos
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son sintetizados tnicamente por bacterias y plantas, los mamiferos carecen de la capacidad
de sintesis de novo de esta vitamina, por lo que deben ingerirla con la dieta. Los folatos se
encuentran mayoritariamente en alimentos como el higado, las frutas, cereales, legumbres,
frutos secos y en especial en verduras de hoja ancha (espinaca, acelga, lechuga, escarola,

etc.) de donde proviene su nombre (“folium”, hoja).

Los folatos estan formados por un esqueleto de acido pteroico, constituido por un
anillo de pteridina unido a una molécula de acido para-aminobenzoico, conjugado con uno
(monoglutamatos) o mas residuos (poliglutamatos) de acido glutdmico (Figura 1.11).
Partiendo de esta estructura basica, las formas naturales de folatos difieren en el estado de
reduccion y naturaleza de los sustituyentes del anillo de pteridina y en el nimero de
residuos glutamato (generalmente 1-7) que se unen al acido pterioco. Los folatos que
presentan los anillos de pteridina completamente reducidos se denominan tetrahidrofolatos,
mientras aquellos que estan parcialmente reducidos son denominados dihidrofolatos. Estos
derivados reducidos presentan interconversion entre ellos, especialmente hacia el
tetrahidrofolato. El anillo de pteridina puede estar sustituido en la posicion N5 dando lugar
a 5-metil, si el sustituyente es un grupo metilo (CH3), 5-formil si se trata de un grupo
formilo (CHO-) y derivados formininos cuando el sustituyente es un grupo formimino

(NH=CH-) y en la posicién N10 dando lugar a derivados 10-formil.

NH CO——NH——CH——CH,

CH
HO »——COOH
N COOH
N ~
)\ P
H,N N N
| I I
| Pteridina Ac. p-aminibenzoico | Ac. Glutamico

Ac. Pteroico

Figura 1.11. Estructura basica de los folatos.

El papel de los folatos en el metabolismo se basa el transporte de unidades

monocarbonadas. De esta manera, participan en reacciones involucradas en la
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interconversion de aminoacidos y en la sintesis de acidos nucleicos, ademas de intervenir
como cofactor en numerosas reacciones de metilacion. Por su destacada funcion
metabolica, los folatos tienen una importante repercusion sobre la salud. La manifestacion
clinica clasica de deficiencia de folato es la anemia megaloblastica, siendo el acido folico
el empleado para el tratamiento de dicha anemia. Diversos ensayos han demostrado que la
ingesta de folatos naturales esta relacionada con la disminucion del riesgo de defectos pre-
y posconcepcionales, como el sindrome de Down (James et al., 1999; Fabré et al., 2000) y
los defectos del tubo neural (Botto et al., 1999; Bjorklund y Gordon, 2006), diversos tipos
de cancer, sobre todo de colon y recto (Giovannucci et al., 1993) y disfunciones

neurocognitivas tales como demencia y Alzheimer (Seshadri, 2002).

1.2.6. Carotenoides

Los carotenoides son un grupo de pigmentos liposolubles de origen vegetal que el
hombre no es capaz de sintetizar de novo y necesita adquirirlos a través de la dieta,
fundamentalmente a partir de frutas y hortalizas. La estructura basica de los carotenoides
es un tetraterpeno de 40 carbonos, simétrico y lineal formado a partir de ocho unidades
1soprenoides de 5 carbonos, unidas de manera que el orden se invierte en el centro (Figura
1.12). Este esqueleto basico puede modificarse por hidrogenacion, dehidrogenacion,
ciclacion, isomerizacion, etc., dando como resultado una gran diversidad de estructuras. Se
han aislado y caracterizado més de 600 carotenoides, que atendiendo a su composicion
quimica se dividen en carotenoides hidrocarbonados o carotenos, y -carotenoides
oxigenados o xantofilas. Los grupos oxigenados mas comunes son los hidroxi y epoxi.
También se encuentran carotenoides con grupos aldehido, ceto, carboxi, carbometoxi y
metoxi. Los carotenoides, ya sea carotenos o xantofilas, pueden ser aciclicos, monociclicos
o biciclicos. La ciclaciéon ocurre en uno o ambos extremos de la molécula, formando
anillos f- o anillos &- (Gross, 1987; Britton, 1998; Fraser y Bramley, 2004). El rasgo
estructural distintivo de los carotenoides es un sistema extenso de dobles enlaces
conjugados, el cual consiste en alternar enlaces carbono-carbono simples y dobles. Esta
parte de la molécula, conocida como cromoéforo, es responsable de la capacidad de los
carotenoides de absorber luz en la region visible y en consecuencia de su gran capacidad

de coloracion.
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Figura 1.12. Estructura de los principales carotenoides.
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Desde el punto de vista nutricional y fisioldgico, el interés de los carotenoides se
debe a su actividad provitamina A. Aproximadamente el 10% de los mas de 600
carotenoides identificados en la naturaleza son precursores de esta vitamina. Debido a
dicha actividad, los carotenoides previenen la degeneraciéon macular y la formacion de
cataratas (Van den Berg et al., 2000; Fraser y Bramley, 2004). Ademas, diversas pruebas
epidemioldgicas han relacionado a los carotenoides con un aumento del sistema inmune y
con la disminucion del riesgo de enfermedades degenerativas tales como cancer y
enfermedades cardiovasculares (Gerster, 1991; Ziegler, 1991; Bendich, 1994; Krinsky,
1994; Maoka et. al., 2001). Estos efectos biologicos son independientes de la actividad de
provitamina A y se han atribuido a una propiedad antioxidante de los carotenoides a través
de la desactivacion de los radicales libres y la captura del oxigeno singlete (Krinsky, 1989;
Palozza y Krinsky, 1992). La capacidad de los carotenoides para capturar el oxigeno
singlete se relaciona con el sistema de enlace doble conjugado y los que tienen nueve o

mas enlaces dobles otorgan la méxima proteccion (Foote et al., 1970).

1.2.7. Clorofilas

La clorofila, responsable del color verde de los vegetales, es capaz de absorber
energia luminosa y transmitirla, con el fin de ser utilizada en las plantas para la sintesis de
carbohidratos a partir de didxido de carbono y agua. La estructura de la molécula de
clorofila es un tetrapirrol con un atomo central de magnesio, llamado porfirina y
esterificado con un alcohol diterpeno, el fitol (Figura 1.13). Los dos tipos de clorofila més
importantes son la clorofila a y la clorofila » que se encuentran en proporcion 3:len la
mayoria de los vegetales. Sus estructuras se diferencian en que la clorofila a presenta un
grupo metilo (-CHj3) en la posicion 3 del anillo de porfirina, mientras que la clorofila b

presenta un grupo formilo (-CHO).

Varios estudios han demostrado que los pigmentos de las plantas juegan un papel
importante en la salud humana. El beneficio potencial para la salud de una dieta rica en
clorofila radica en su efecto protector frente al cancer atribuido a su actividad antioxidante

y antimutagénica (Dashwood et al., 1998; Ferruzzi, 2007).
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Figura 1.13. Estructura de la clorofila.

1.3. FACTORES QUE AFECTAN A LA CALIDAD DE LOS VEGETALES

La calidad de las frutas y hortalizas para consumo en fresco es un tema complejo.
Mientras que la composicion nutricional es un factor principal para definir la calidad de los
alimentos, la apariencia externa de las frutas, en particular su color y propiedades tales
como la firmeza y el grosor de pericarpio, también juegan un papel decisivo en la
evaluacion de la calidad, especialmente en cuanto a la aceptacion del consumidor se refiere
(Abbott, 1999). Muchos son los factores pre- y poscosecha que determinan la composicion
y calidad de los productos horticolas. Esta Tesis se centra en los factores precosecha entre
los que podemos destacar factores genéticos, fisiologicos, agrondomicos y
medioambientales. La influencia de cada uno de ellos puede variar en su intensidad y
hacerlo de forma individual o por interaccion con otros factores. Por lo tanto, la calidad
comienza a determinarse mucho antes de la cosecha y es importante conocer la manera en

la que estos factores afectan a la calidad poscosecha.
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1.3.1. Factores genéticos

Los factores genéticos tienen gran influencia en la calidad sensorial, rendimiento,
composicion nutricional y vida poscosecha de las frutas y hortalizas (Crisosto y Mitchell,
2007). La variabilidad genética entre variedades dentro de una misma especie es
relativamente amplia, por lo que la seleccion de la més apropiada es de gran importancia
para la calidad del producto final. Existen evidencias de como especies del mismo género y
variedades de la misma especie presentan variabilidad en el contenido de compuestos
bioactivos. Lee ef al. (1995) observaron concentraciones de vitamina C comprendidas en
un rango entre 64 y 168 mg lOOg'1 en cinco cultivares de pimiento, mientras que Dupont et
al. (2000) y Mou (2005) encontraron diferencias significativas en el contenido de
compuestos fendlicos y carotenos, respectivamente, en distintas variedades de lechuga. Por
ultimo, es importante considerar que el genoma, ademdas de determinar cuantitativa y
cualitativamente los pardmetros responsables de la calidad organoléptica y nutricional,
también determina otros parametros relativos al comportamiento de las frutas y hortalizas

tras la recoleccion y su capacidad de conservacion (Romojaro et al., 2006).

1.3.2. Factores fisiologicos

El estado de maduracién en la recoleccion tiene un papel esencial en la composicion
quimica del fruto y la calidad poscosecha de frutas y hortalizas (Kader, 2007). Durante la
maduracion se producen cambios bioquimicos y estructurales que originan cambios en los
constituyentes, alcanzando el fruto las caracteristicas sensoriales 6ptimas para su consumo.
Para el consumo en fresco, la recoleccion temprana permite prolongar la textura mas
tiempo, pero disminuye el contenido en compuestos volatiles que contribuyen al aroma y
flavor. La firmeza disminuye conforme aumenta el tamafio y avanza la maduracion, a
causa del aumento del tamafio celular y de la modificacion quimica de la pared celular.
Durante la maduracion se producen también cambios de color que se caracterizan por la
desaparicion de las clorofilas y la sintesis de pigmentos coloreados, fundamentalmente
carotenoides y antocianos. Asi, Couture et al. (1993), trabajando con lechugas
minimamente procesadas cosechadas en los estados inmaduro, maduro y sobremaduro,
encontraron que entre los 6 y 10 dias de almacenamiento existian diferencias significativas

en la calidad visual como consecuencia de diferentes niveles de pardeamiento. Por otro
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lado, Howard et al. (1994) determinaron que el contenido total de vitamina C en pimiento
rojo era un 30% superior al de pimiento verde. Es evidente por tanto, que los atributos
sensoriales (color, sabor, textura y aroma) y el contenido en compuestos responsables de
los aspectos nutricionales seran diferentes en funcion del momento de la recoleccion,

determinando la calidad en dicho momento y su evolucion en la posrecoleccion.

1.3.3. Factores ambientales

Los factores ambientales ejercen una gran influencia en la calidad y en el valor
nutricional de frutas y hortalizas. En particular, la /uz juega un papel esencial en la calidad
de los productos hortofruticolas, ya que es requerida para la fotosintesis y los multiples
procesos que derivan de ella. La intensidad luminosa esté relacionada de manera positiva
con la sintesis metabolitos secundarios, tal y como se ha observado en vegetales de hoja,
donde al aumentar la intensidad luminosa aumenta la concentracion de p-caroteno y
vitamina C (Oyama et al, 1999; Weerakkody, 2003). Ademds de influir en la
concentracion de compuestos bioactivos, la luz es el factor que mas influye en las
concentraciones de nitratos en las hortalizas. La acumulacion de nitratos en los tejidos de
las plantas es mas frecuente en condiciones de baja intensidad luminosa, especialmente en
las verduras de hoja verde, como lechuga y espinaca (Drews et al., 1997). Una
concentracion elevada de nitratos en las hortalizas se considera potencialmente perjudicial
para la salud humana, ya que se puede combinar con aminas secundarias dando lugar a

nitrosaminas que pueden aumentar el riesgo de cancer gastrointestinal (Hord et al., 2009).

La temperatura también afecta al crecimiento y desarrollo de las plantas por su
influencia sobre el metabolismo, la estructura celular y los componentes que determinan la
textura. Los efectos directos de las altas temperaturas incluyen dafios en las membranas
celulares, proteinas y 4acidos nucleicos y los indirectos, inhibicion de la sintesis de
pigmentos y degradacion térmica de los ya existentes (Kays, 1999). Segiin Romojaro et al.
(2006), la firmeza de los frutos es mayor y se mantiene durante mas tiempo a bajas
temperaturas. Ademas, en lechuga, cuando el cultivo se realiza a temperaturas altas, las
hojas pierden firmeza y desarrollan sabor amargo. La magnitud del dafio depende de la
temperatura, del tiempo de exposicion, de la susceptibilidad de la especie, del estado de

desarrollo, etc. Por otro lado, la sintesis de ciertos pigmentos como los carotenoides
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también ha demostrado ser sensible a la temperatura. Helyes et al. (2003) observaron que
el contenido de licopeno en tomates cherry cultivados en invernadero era tres veces
superior a temperaturas de 16 °C en comparacion con los cultivados a 25 °C. En otro
estudio, Oyama et al. (1999) observaron una mayor concentracion de pf-caroteno en
espinacas y lechugas expuestas a temperaturas bajas (15/10 °C dia/noche), en comparacion
con las cultivadas bajo temperaturas mas altas (20/15 °C dia/noche). La temperatura
también tiene un efecto sobre el contenido de nitratos en hortalizas. Como ejemplo, un
estudio de lechuga cultivada bajo diferentes temperaturas demostré que la exposicion a
temperaturas mas altas (14/6 °C dia/noche) daba lugar a un mayor contenido de nitratos
frente a las cultivadas a temperaturas mas bajas (6/6 °C dia/noche) (Behr y Wiebe, 1992).
Cuando ademas la alta temperatura va acompafiada de una radiacion solar intensa, se
pueden producir dafos fisiologicos, alteracion del color por disminucion de la sintesis de
pigmentos, pardeamiento y modificacion de las propiedades organolépticas, debido a

cambios en el contenido en solidos solubles y acidez titulable (Romojaro et al., 2006).

1.3.4. Factores agronomicos

1.3.4.1. Frecuencia de riego, poda y aclareo

Uno de los factores agrondomicos que condiciona la calidad en el momento de la
recoleccion y durante la conservacion poscosecha es la cantidad y el momento de
aplicacion del agua de riego. Los gradientes de potencial hidrico entre el tejido vegetal y el
aire, condicionan la importancia de la disponibilidad de agua y de la humedad relativa
ambiental, debido a que cuando la planta pierde agua se produce un flujo de la misma
hacia las hojas, disminuyendo el aporte hidrico y de nutrientes al fruto. Con una pérdida de
humedad superior al 5%, el turgor celular puede verse afectado y en consecuencia la
textura puede disminuir sensiblemente, sobre todo en los vegetales de hoja como espinaca
y lechuga (Shackel ef al., 1991). El riego presenta el dilema de tener que escoger entre
produccion y calidad; un estrés moderado reduce el rendimiento del cultivo pero puede
mejorar algunos atributos de calidad de la fruta. Cuando el riego se realiza en fechas

proximas a la recoleccion, se observa un aumento de tamafio y dilucién de los
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componentes celulares, con la consiguiente pérdida de calidad sensorial y rajado y

agrietado de los frutos (Romojaro et al., 2006).

Algunas practicas agricolas como la poda y el aclareo también condicionan la calidad
precosecha de los frutos. El aclareo incrementa el tamafio de los frutos por un aumento de
la relacion hoja/fruto. Sin embargo, hay que considerar que aunque el aclareo aumenta el
tamano de los frutos, a la vez reduce el rendimiento total, por lo que debe procurarse un
equilibrio entre el rendimiento y el tamafio de la fruta (Crisosto y Mitchell, 2007). Es
importante considerar que, generalmente, los maximos beneficios no se obtienen con la
maxima produccion comerciable, ya que es la fruta de mayor tamafio la que alcanza mayor

precio en el mercado.

La posicion de los frutos y la eliminacion de hojas son factores que también tienen
incidencia en la calidad de la fruta. El contenido de sélidos solubles, acidez y tamafio
difiere entre frutas ubicadas en la parte exterior y aquellas que se encuentran en la parte

interior del arbol.

1.3.4.2. Fertilizacion

El estado nutricional de la planta es un factor importante para la calidad en el
momento de la cosecha, asi como en la vida poscosecha de frutas y hortalizas (Crisosto y
Mitchell, 2007). Tanto el contenido de un nutriente como el equilibrio entre uno o mas
nutrientes afecta al crecimiento y al estado fisiologico del fruto pudiendo originar
desordenes fisiologicos, tanto por deficiencia como por una dosis excesiva (Soares-Gomes
et al., 2005). Nitrogeno, calcio y potasio son los nutrientes que mayor interés tienen, al
participar de forma activa en numerosos procesos metabolicos (Romojaro et al., 2006).
Dentro de éstos, el nitrogeno es el elemento que mayor efecto tiene en la calidad de frutas
y hortalizas (Crisosto y Mitchell, 2007). En general, se considera que un contenido
excesivo de nitrogeno se traduce en una mayor produccion foliar a costa de una menor
calidad del fruto; induciendo cambios en su composicion tales como la reduccion en el
contenido de carotenoides, vitamina C, azlcares, acidez y alteraciones en la proporcion de
aminoacidos esenciales (Crisosto y Mitchell, 2007). El calcio estd relacionado con

numerosas fisiopatias de considerable importancia econdmica para la produccion y calidad
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poscosecha de frutas y hortalizas, especialmente con la textura, ya que participa en
numerosos procesos de desarrollo y mantenimiento de la estructura de la pared celular, por
su capacidad para establecer enlaces i16nicos con los grupos carboxilatos de las pectinas
(Poovaiah et al., 1988). Estas fisiopatias pueden acentuarse si los niveles de potasio o
nitrogeno son altos o cuando los niveles de fosforo son bajos (Beverly et al, 1993;
Crisosto y Mitchell, 2007). El potasio lleva a cabo funciones vitales en el metabolismo,
crecimiento y adaptacion al estrés. En cuanto a su participacion en el metabolismo celular,
juega un papel clave en la fotosintesis, promueve la sintesis, translocacion y
almacenamiento de carbohidratos y optimiza la regulacion hidrica en los tejidos vegetales.
Ademas, activa el crecimiento radicular, aumenta la resistencia a la sequia y a las heladas y

disminuye la incidencia de plagas y enfermedades.

1.3.4.3. Cultivo bajo invernadero

Los cultivos protegidos juegan un papel importante en la produccion de verduras
frescas. Debido a los métodos de produccion intensiva y periodos mas largos de cultivo, el
rendimiento de hortalizas de invernadero es mucho mayor que el de hortalizas al aire libre.
Ademas, los productos de invernadero tienen generalmente alta calidad visual, de modo
que su valor de mercado es alto en comparacion con el de las hortalizas producidas al aire

libre.

La tecnologia de invernadero ofrece muchos recursos para controlar las condiciones
de luz, temperatura, humedad, concentracion de CO,, agua y la disponibilidad de nutrientes
(Gary, 2003). La gran ventaja es que los ambientes controlados ofrecen una manera de
optimizar los parametros ambientales y que el producto no esta expuesto directamente a los
cambios repentinos de las condiciones climaticas. El uso de invernaderos hace asi posible
la produccion fuera de la temporada normal. Si bien esto generalmente se traduce en un
mejor precio para el productor, la calidad del producto puede verse perjudicada. A pesar de
las ventajas obtenidas en comparacion con la produccion al aire libre, los invernaderos
nunca estan completamente libres de las influencias de las situaciones de estrés,
especialmente con respecto al calor y la energia de la luz (Peet, 1999; Tognoni et al.,
1999). Las plantas que crecen en ambientes controlados como los invernaderos presentan

una mayor tasa de crecimiento, casi siempre asociada a una mayor incidencia de
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alteraciones fisiologicas, tales como la quemadura de puntas (Everaarts y Blom-Zandstra,
2001; Frantz et al, 2004). Shinohara y Suzuki (1991), en un estudio realizado sobre
lechuga, encontraron que el peso fresco, el nimero de hojas y el contenido de azucares y
acido ascorbico disminuyeron notablemente en plantas cultivadas en invernadero frente a
las cultivadas al aire libre, debido probablemente al efecto del sombreado. Sin embargo,
una comparacion directa entre invernaderos con productos del campo es dificil, porque la

calidad es principalmente el resultado de los efectos interactivos de diferentes factores.

1.3.4.4. Sistemas de cultivo

El modelo de produccion intensiva, surgido a partir de mediados del siglo XX como
consecuencia de los avances cientificos y tecnoldgicos generados por la llamada
“Revolucion Verde”, contribuyd de forma notoria a incrementar la produccién de
alimentos para una poblacion humana en creciente aumento (Thévenet, 1995; Smil, 1997).
Este modelo, caracterizado por el uso abusivo de fertilizantes y otros agroquimicos,
laboreo excesivo de los suelos, uso del monocultivo, etc., esta basado en la aplicacion de
técnicas culturales que aumentan las producciones pero que, por otro lado, agravan los
problemas de degradacion de los suelos por erosion, salinidad, acidez, contaminacién por
plaguicidas y fertilizantes, etc. Debido a los problemas medioambientales y de salud
publica que este tipo de agricultura puede provocar, han surgido otros modelos de
produccion mas respetuosos con el medio ambiente y que garantizan una agricultura

sostenible, como son la Produccién Integrada, el cultivo ecologico o el cultivo sin suelo.

1.3.4.4.1. Produccion Integrada

Segun el Real Decreto 1201/2002, de 20 de noviembre (BOE n° 287), la Produccion
Integrada se define como un sistema de produccion agraria que, aprovechando al méximo
los recursos y los mecanismos de produccion naturales, asegura a largo plazo una
agricultura sostenible, introduciendo en ella métodos biologicos y quimicos de control y
otras técnicas que compatibilizan las exigencias en cuanto a calidad, con la proteccion del
medio ambiente y la productividad agraria. La finalidad de la Produccion Integrada es, en

consecuencia, obtener productos de alta calidad minimizando el uso de productos
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agroquimicos, disminuyendo los residuos y optimizando los métodos de produccion,
mediante una integracion total de los recursos disponibles. Sirve para garantizar la salud
del consumidor y, al mismo tiempo, respetar el medio ambiente. Para la consecucion de
estas finalidades, la Produccion Integrada da prioridad a la utilizacion selectiva de técnicas
menos agresivas y productos menos perjudiciales, tanto para los humanos como para la
flora y la fauna silvestres. A diferencia de lo que ocurre con la produccion ecologica, la
Produccién Integrada permite la utilizacién de productos agroquimicos de sintesis, como
fertilizantes y plaguicidas, aunque su utilizacion queda restringida a la autorizacion previa
de éstos y a la aplicacion correspondiente en cuanto a dosis que establezcan las normas

técnicas del cultivo que se trate.
Este sistema de explotacion agraria persigue los siguientes objetivos:

= Conservacion de recursos (edafologicos, hidraulicos, genéticos, etc.).

= Uso racional de insumos (energéticos, fitosanitarios, fertilizantes, etc.).

=  Gestion adecuada de residuos, tanto s6lidos como liquidos.

= Conservacion y mejora del medio (paisaje, ecosistemas, seguridad e higiene
de la poblacion rural, etc.).

Los principios en los que se fundamenta la Produccion Integrada son:

= Regulacion de todo el agrosistema de manera holistica.

* Minimizacion de impactos no deseados y de costes externos sobre la

sociedad.

= Renovacidn y actualizacion de los conocimientos sobre Produccion Integrada

de los agricultores.
» Equilibrio de los aportes y pérdidas de nutrientes.
* Conservacion y aumento de la fertilidad natural del suelo.

* Control integrado de plagas, patdogenos y malas hiervas como base en la

proteccion de cultivos.

= Refuerzo de la diversidad biologica.

27



Capitulo 1

. Evaluacion de la calidad de la produccion mediante pardmetros ecoldgicos

del sistema de produccion y pardmetros de calidad interna y externa.

Segun datos del anuario de estadistica de 2011, publicado por el Ministerio de Medio
Ambiente y Medio Rural y Marino, la superficie de Produccion Integrada en la Region de
Murcia ha experimentado un considerable aumento durante el periodo 2007-2011, pasando
de 11400 ha a 21549 ha, respectivamente (Figura 1.14). La mayor superficie esta destinada
a citricos (27%), frutales (27%) y frutos secos (21%), seguidos de la vid (13%), el olivar
(7%), vy las hortalizas (6%) (Figura 1.15). Entre las hortalizas, la que mas superficie ocupa
es el brocoli, abarcando casi el 50% de la superficie cultivada. Le siguen pimiento y
lechuga que ocupan igual superficie (20%) y en menor proporcion meldn y sandia con un

9% y un 6% respectivamente (Figura 1.16).
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Figura 1.14. Evolucion de la superficie de Produccion Integrada en la Region

de Murcia. Anuario Estadistico de la Region de Murcia, 2011.
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Frutos secos (21%)

Figura 1.15. Distribucion por tipo de cultivo de la superficie de Produccion

Integrada. Anuario Estadistico de la Region de Murcia, 2011.
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Figura 1.16. Distribucion de cultivos de hortalizas en Produccion Integrada.

Anuario Estadistico de la Region de Murcia, 2011.
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1.3.4.4.2. Agricultura Ecoldgica

Segtin el Reglamento (CE) n°® 834/2007, de 28 de junio de 2007 (DO L 189 de
20.7.2007), la produccion ecoldgica se define como un sistema general de gestion agricola
y produccién de alimentos que combina las mejores practicas ambientales, un elevado
nivel de biodiversidad, la preservacion de recursos naturales, la aplicacion de normas
exigentes sobre bienestar animal y una produccion conforme a las preferencias de
determinados consumidores por productos obtenidos a partir de sustancias y procesos
naturales. Asi pues, los métodos de produccion ecoldgicos desempefian un papel social
doble, aportando, por un lado, productos ecoldgicos a un mercado especifico que responde
a la demanda de los consumidores y, por otro, bienes publicos que contribuyen a la

proteccion del medio ambiente, al bienestar animal y al desarrollo rural.
La produccion ecolodgica persigue los siguientes objetivos generales:

= Asegurar un sistema viable de gestion agrario que:

- Respete los sistemas y los ciclos naturales y preserve y mejore la salud del

suelo, el agua, las plantas y los animales y el equilibrio entre ellos.
- Contribuya a alcanzar un alto grado de biodiversidad.

- Haga un uso responsable de la energia y de los recursos naturales como el

agua, el suelo, las materias orgénicas y el aire.
=  Obtener productos de alta calidad.

=  Obtener una amplia variedad de alimentos y otros productos agricolas que
respondan a la demanda de los consumidores de productos obtenidos
mediante procesos que no dafien el medio ambiente, la salud humana, la salud

y el bienestar de los animales ni la salud de las plantas.
La produccion ecoldgica estd basada en los siguientes principios:

= Disefio y gestion adecuada de los procesos bioldgicos basados en sistemas
ecoldgicos que utilicen recursos naturales propios del sistema.

= Restriccion del recurso a medios externos.

= Fstricta limitacion del uso de medios de sintesis.
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* Mantenimiento y aumento de la vida, la fertilidad, la estabilidad y la
biodiversidad del suelo, la prevencion y el combate de la compactacion y la
erosion de suelo, y la nutricion de los vegetales con nutrientes que procedan

principalmente del ecosistema edafico.

* Reduccion al minimo del uso de recursos no renovables y de medios de

produccion ajenos a la explotacion.

= Reciclaje de los desechos y los subproductos de origen vegetal y animal

como recursos para la produccion agricola y ganadera.

* Mantenimiento de la salud de los vegetales mediante medidas preventivas,
como la eleccion de especies y variedades apropiadas que resistan a los
parésitos y a las enfermedades, las rotaciones apropiadas de cultivos, los
métodos mecanicos y fisicos y la proteccion de los enemigos naturales de las

plagas.

En el ambito regional, la produccion ecologica ha experimentado desde el ano 2006
un importante crecimiento, tanto en superficie como en numero de operadores. Durante el
periodo 2006 a 2011 se ha producido un incremento de superficie y operadores del 149% y
del 187% respectivamente (Tabla 1.1).

Tabla 1.1. Evolucion de la superficie inscrita en Agricultura Ecoldgica (ha).

2006 2007 2008 2009 2010 2011

Total superficie calificada 23908 24683 37599 60742 61398 59645
Superficie Agricultura Ecolégica 18539 20595 21418 22442 4.069 53449
Superficie en Conversion 3970 2778 7238 33895 19160 4978
Superficie 1 afio practicas 1397 1308 8942 4404 2167 1218

Datos extraidos del Anuario Estadistico de la Region de Murcia, 2011.

Dentro de la superficie agricola ecoldgica cultivada, destacan los frutos secos que
representa un 41% de la superficie total inscrita, la vid con un 17% y los cereales y

leguminosas con un 16%. Le siguen hortalizas y tubérculos y el olivar y otros cultivos
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pequefios en superficie pero fundamentales por su dimensién econdémica como frutales y

citricos (Tabla 1.2).

Tabla 1.2. Evolucion de la superficie de Agricultura Ecologica segln tipo de

cultivo (ha).

TOTAL

Cereales/Leguminosas

Hortalizas/Tubérculos

Citricos
Frutales
Olivar
Vid

Frutos Secos

2006 2007 2008 2009 2010 2011
23907 24683 37599 60742 61398 59645
4188 3967 4375 10646 9757 9402
999 1485 1367 1356 1628 1595
169 236 458 479 562 719
393 411 487 527 529 497
1228 1236 1918 2666 2965 3021
3679 3465 5400 10945 10675 10418
7151 7917 17750 24240 24863 24678

Datos extraidos del Anuario Estadistico de la Region de Murcia, 2011.

En lo que se refiere a los operadores, su nimero ascendio a 2525 en 2011, lo que
supone un incremento del 50% frente a los 1683 del 2008, un paso mas en la consolidacion
del sector, puesto que los datos de 2008 ya registraron un incremento del 91% respecto a

2006 (Tabla 1.3).

Tabla 1.3. Evolucion del namero de operadores en Agricultura Ecologica.

2006 2007 2008 2009 2010 2011
TOTAL OPERADORES 879 919 1683 2393 2460 2525
Productores 752 785 1528 2222 2272 2282
Elaboradores/ comercializadores 124 151 174 170 183 238
Elaboradores 151 164 157 164 210
Otros (comercializadores) 10 13 19 28
Importadores 3 4 4 5 5 5

Datos extraidos del Anuario Estadistico de la Region de Murcia, 2011.
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1.3.4.4.3. Cultivo sin suelo

Los cultivos sin suelo son sistemas de cultivo en los que la planta desarrolla su
sistema radicular en un medio (s6lido o liquido) al cual se aflade una solucion de nutrientes
que contiene todos los elementos esenciales requeridos por la planta para su crecimiento
normal. Los cultivos sin suelo suelen clasificarse en cultivos hidroponicos (cultivo en agua
mas nutrientes o sobre materiales inertes) y cultivos en sustrato (cultivo sobre materiales
quimicamente activos, con capacidad de intercambio cationico). Ademas, los cultivos sin
suelo pueden funcionar como sistemas abiertos, a solucion perdida (no recirculante), o
como sistemas cerrados, con recirculacion de las soluciones nutritivas. Los sistemas de
cultivo sin suelo presentan unas caracteristicas diferenciales importantes en comparacion
con el cultivo en suelo, entre ellas cabe citar el control riguroso de los aspectos
relacionados con el suministro de agua y nutrientes (especialmente cuando se trabaja en
sistemas cerrados) y la capacidad de acogida de residuos y subproductos para ser utilizados
como sustratos de cultivo. En general, un control preciso de la nutricion de las plantas que
crecen en los cultivos sin suelo, favorece un mayor rendimiento y una mejora cualitativa de

los productos.

Los cultivos sin suelo presentan varias ventajas que los hacen mas competitivos

frente a los cultivos en suelo, entre las que destacan:

=  Optima relacion aire/agua en el sistema radicular de la planta, favoreciendo

por tanto el desarrollo del cultivo.
= Mayor control de la nutricion.

* Empleo de sustratos totalmente inertes, con ausencia de enfermedades tipicas
del suelo que convierten al sistema de cultivo sin suelo en una buena

alternativa al uso de desinfectantes como el bromuro de metilo.

= Obtencion de cultivos uniformes que facilitan las labores culturales, como
podas, entutorados, etc. y suprimen los trabajos de incorporacion de abonados
de fondo, preparaciones de suelo y eliminacion de malas hierbas, mejorando

en general las condiciones de trabajo.
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= Mayor precocidad y mayor potencial productivo, debido a que la planta
cuando toma la solucién nutritiva, consume menos energia para su desarrollo

que en los sistemas de cultivo en suelo.

= Mejor calidad de cultivo y por lo tanto del producto.

1.4. AUTENTICIDAD DE PRODUCTOS VEGETALES ECOLOGICOS

En los ultimos afos, la demanda de productos ecologicos ha aumentado de manera
notable, debido principalmente a la percepcion de los consumidores de que €stos son mas
sanos y mas seguros que los productos convencionales. Respecto a la produccion de frutas
y hortalizas ecologicas, se prohibe el uso de plaguicidas y fertilizantes de sintesis, lo que
dificulta el manejo del cultivo y aumenta los costes de produccion. Ante estas
circunstancias y dificultades para el cultivo, existe el riesgo de que productos producidos
convencionalmente sean etiquetados como ecologicos. Generalmente los controles
analiticos realizados sobre frutas y verduras ecoldgicas se limitan a la busqueda de
residuos de plaguicidas, siendo la ausencia o la presencia de estas sustancias el Unico
criterio para discriminar entre estos productos y los producidos bajo practicas
convencionales (Woese et al., 1997). Sin embargo, a diferencia de las herramientas
disponibles para detectar residuos de plaguicidas, no existe una metodologia fiable para
confirmar que los productos ecologicos han sido cultivados exclusivamente con
fertilizantes organicos. Los compuestos nitrogenados que componen estos fertilizantes
deben ser mineralizados antes de que el N sea absorbido por las plantas y la tasa de
mineralizacion depende de muchos factores tales como el tipo de suelo, el clima y la
actividad microbiologica (Bulluck et al., 2002). Una de las mayores limitaciones para el
cultivo de plantas bajo produccidon ecoldgica, es la baja disponibilidad de N, lo que
produce efectos negativos sobre el rendimiento y la calidad del fruto. Por tanto, uno de los
fraudes mas probables y a su vez mas dificiles de detectar en Agricultura Ecoldgica, es la
aplicacion de fertilizantes de sintesis, principalmente nitrogenados.

Con el fin de desarrollar una herramienta analitica que garantice la autenticidad de

los productos ecologicos, se han investigado diversos marcadores isotopicos (Georgi et al.,
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2005; Suzuki et al., 2009). Entre ellos, la abundancia natural del isétopo >N ha mostrado
ser un indicador prometedor para la autentificacion de frutas y hortalizas ecolodgicas, tales
como tomate (Nakano y Uehara, 2007), pimiento (Flores et al., 2007), patata (Camin ef al.,
2007), lechuga (Sturm et al., 2011) y naranja (Rapisarda et al., 2005). El patron de
referencia que se utiliza para estudiar la abundancia natural de >N de una muestra, es el N,
atmosférico, que presenta una relacion "N/"*N de 0,0036765 que corresponden a 0,3663
atomos % de "°N. En concreto, la abundancia natural de °N de una muestra se expresa en
forma de 0"°N, que indica la desviacion de la relacién ’N/"*N de la muestra con respecto a

la del N, atmosférico, expresada en tanto por mil.

5N (%0) = (R — Rga) / Ryta)*1000
donde R,, = °N/ "N de la muestra

y  Rga="N/"N del patrén

Los fertilizantes nitrogenados de sintesis tienen valores de 0'°N proximos a 0%o
(normalmente comprendidos entre -3 y 2%o0) ya que su N proviene del N, atmosférico,
(cuyo 6"°N es 0) y tiende a haber poco fraccionamiento durante el proceso de produccion
(Wassenaar, 1995). Por otro lado, los fertilizantes de origen organico tienen, por lo general,
un valor de 6"°N mayor que el de los fertilizantes de sintesis, con valores medios alrededor
del 8%o0 (Wassenaar, 1995; Choi et al., 2002). Esto se debe a que la volatilizacion del
amoniaco, durante el proceso de descomposicion de la materia organica, se produce
preferentemente sobre el isotopo mas ligero ('*N), enriqueciéndose el abono en el mas
pesado (°N) (Kerley y Jarvis, 1996). Estas diferencias sugieren que los valores de 6"°N en
suelo, planta y fruto pueden ser utilizados como indicador del sistema de produccion
utilizado (Choi et al, 2003). Sin embargo, dichos valores pueden verse alterados como
consecuencia del fraccionamiento isotdpico que tiene lugar durante los diferentes procesos
fisicos, quimicos y bioldgicos que intervienen en la mineralizacion de los compuestos
nitrogenados y, la absorcion y distribucion del N a lo largo de la planta. Entre los factores
que pueden afectar a la composicion isotopica de frutas y hortalizas, se encuentran la
especie cultivada, el tipo de suelo, la duracion del ciclo de cultivo y, especialmente, el tipo,

la dosis, frecuencia y modo de aplicacion de los fertilizantes nitrogenados (Handley y
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Scrimgeour, 1997; Evans, 2001; Choi et al., 2003). Por otro lado, existen variaciones entre
los valores de 6"°N de los frutos en comparacion con los de la planta, puesto que las
reacciones enzimaticas implicadas en la removilizacion y redistribucion del N
generalmente dan como resultado frutos con valores de 6'°N més bajos (Flores et al.,
2007). A pesar del alto potencial del valor de 6'°N como herramienta para detectar el uso
de fertilizantes nitrogenados de sintesis, y debido a las desviaciones de los valores de 6'°N
respecto a los de la fuente original de N, los resultados no son siempre concluyentes y es

dificil definir unos valores umbrales generales para clasificar los productos ecoldgicos.

Ademas de la abundancia natural de is6topos estables, otro parametro que ha sido
considerado como una firma analitica del producto y por lo tanto que puede ayudar en la
discriminacién entre productos cultivados bajo diferentes sistemas agricolas, es el perfil de
metabolitos de frutas y hortalizas (Capuano et al., 2012). Este enfoque parece ser
prometedor, ya que los perfiles de metabolitos vegetales son potencialmente una fuente
muy rica de biomarcadores. En particular, el contenido en vitamina C y compuestos
fenolicos de productos ecoldgicos en relacion con sus homologos convencionales ha sido
ampliamente investigado. Camin et al. (2011) observaron que el contenido de &4cido
ascorbico, unido al contenido de solidos solubles fueron los parametros mas importantes
para diferenciar entre fresas, naranjas y melocotones convencionales y ecologicos.
También se ha observado un aumento de la concentracion de determinados metabolitos en
productos ecoldgicos respecto a los obtenidos en productos cultivados bajo practicas
convencionales i.e. flavonoides en tomate (Chassy et al., 2006; Mitchell et al, 2007),
espinaca, ajo y pimiento verde (Ren ef al., 2001), antocianinas en arandanos (Wang et al.,
2008) y compuestos fendlicos totales en berenjenas (Raigon et al., 2010), melocoton y pera
(Lairon, 2010). El mayor contenido de compuestos fenolicos observado en diferentes
vegetales ecologicos ha sido atribuido por algunos autores, a la prohibicion del uso de
plaguicidas de sintesis, dando lugar a una mayor exposicion de la planta a situaciones de
estrés, lo que la llevaria a aumentar la sintesis de metabolitos secundarios como un
mecanismo de defensa (Woese et al., 1997; Winter y Davies, 2006). Por el contrario, la
disponibilidad de N también puede modular las vias biosintéticas de la planta, dando como
resultado una limitada sintesis de compuestos fendlicos en los cultivos ecologicos (Daniel
et al., 1999). Por otro lado, las plantas producidas bajo cultivo ecoldgico generalmente

tienen periodos de maduracion mas largo en comparacion con las plantas convencionales,
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lo que hace que los metabolitos secundarios, que se forman durante este periodo, se
acumulen en concentraciones mas altas (Grinder-Petersen et al, 2003). Sin embargo, a
pesar de que este enfoque puede mejorar la clasificacion de los vegetales en grupos
ecologicos y convencionales, también presenta algunas limitaciones. Como ejemplo, en un
estudio realizado sobre tres variedades de maiz, cultivadas bajo produccion ecoldgica y
convencional en dos localidades diferentes, solo se observaron diferencias atribuibles al
sistema de cultivo en la concentracion de tres metabolitos (acido malico, myo-inositol y
fosfato) de los trescientos detectados por cromatografia de gases con detector
espectrometro de masas (Rohlig y Engel, 2010). En este estudio, el analisis estadistico de
componentes principales (ACP) demostré que la separacion de datos fue debida
principalmente a las diferencias genéticas (variedades) y a la influencia del

medioambiente.

Ademas de los estudios comparativos sobre el perfil de metabolitos, se han realizado
diversos trabajos sobre la composicion mineral de cultivos ecologicos y convencionales
(Woese et al., 1997; Magkos et al., 2003; Dangour et al., 2009; Lairon, 2010). Aunque los
resultados no son consistentes, existen evidencias que sugieren diferencias sistemdticas en
las concentraciones de ciertos elementos como Mn, Ca, Cu y Zn entre dichos cultivos.
Kelly y Bateman (2010) analizaron muestras de tomate y lechuga ecologicos y
convencionales, encontrando concentraciones significativamente mayores de Ca, Cu, Zn y
Rb en tomate y de Cu y Rb en lechuga y una concentracion significativamente menor de
Mn en tomate ecologicos. Segliin estos autores, cuando los valores de concentracion de
estos elementos se combinan con los de §'°N, se optimiza la discriminacién entre tomate
ecologico y convencional, pero no se observa ninguna mejora adicional en la clasificacion
de lechuga. A la vista de los antecedentes, los valores de 6'°N pueden ser utilizados como
una valiosa herramienta para la autentificacion de productos ecologicos, sobre todo si se
combina con otros marcadores como la composicion mineral o el contenido de compuestos

bioactivos en un enfoque multivariado.
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CAPITULO 2. OBJETIVOS

Los vegetales en general, y el pimiento y la lechuga en particular, son una excelente
fuente de nutrientes como azucares, acidos organicos y compuestos bioactivos con efectos
beneficiosos para la salud tales como vitamina C, compuestos fendlicos, folatos, carotenoides
y clorofilas. Estos compuestos con actividad antioxidante juegan un papel importante en la
proteccion de la salud humana, reduciendo el riesgo de varias enfermedades cronicas,
incluyendo ciertos tipos de cancer y enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas. Sin
embargo, el contenido de estos compuestos bioactivos puede verse alterado por una serie de
factores precosecha, entre los que podemos destacar factores genéticos y algunas précticas

agrondmicas como el sistema de cultivo.

El objetivo principal de esta Tesis Doctoral es estudiar el efecto de las técnicas de
cultivo y la influencia del genotipo sobre la calidad de pimiento y lechuga respectivamente y
desarrollar una metodologia para detectar posibles aplicaciones fraudulentas de fertilizantes de
sintesis en Agricultura Ecoldgica. Para la consecucion del objetivo principal, se han

contemplado los siguientes objetivos especificos:

1. Estudiar las caracteristicas fisicas y la composicion mineral y antioxidante de pimiento
cultivado bajo sistemas de produccion ecoldgica, convencional y sin suelo, incluyendo
estudios realizados en explotaciones comerciales y bajo condiciones controladas en

invernaderos experimentales.

2. Evaluar la calidad de diferentes cultivares de lechuga, perteneciente a los tipos Romana,

Mini Romana y Little Gem, en funcion de sus caracteristicas fisico-quimicas y contenido
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en compuestos bioactivos, ofreciendo informacién que permita su seleccion por sus

propiedades beneficiosas para la salud y/o su adecuacion para un determinado uso.

. Estudiar la viabilidad de una aproximacion multivariante para discriminar pimiento y

lechuga cultivados bajo sistemas de produccion ecologico y convencional, considerando
como variables la composicion mineral, abundancia natural de "N (8"°N) y el perfil de

metabolitos.
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CAPITULO 3. TECNICAS ANALITICAS

3.1. DETERMINACION DE LA COMPOSICION MINERAL EN MATERIAL
VEGETAL

3.1.1. Cationes y fosforo total

La determinacion de la concentracion de cationes (K, Ca, Mg, Fe, Cu, Mny Zn) y
fosforo total (P) en hoja y fruto se realizo siguiendo el método descrito por Chapman y
Pratt (1961). Se pesaron 100 mg de material vegetal seco y molido y se afiadieron 3 mL de
una mezcla de HNO3/HCIO4 (2/1 v/v) y se mantuvo a temperatura ambiente durante 24 h
tapado con un embudo de cristal. Posteriormente se realizdo una digestion en un termo
bloque Bloc Digest Selecta u40 (Barcelona, Espafa) en varias etapas; la primera 2 h a 50
°C, la segunda 2 h a 100 °C, la tercera 2 h a 150 °C y por ultimo a 200 °C hasta que la
muestra se decolord totalmente. Una vez a temperatura ambiente, el residuo que contenia
los elementos minerales se aford hasta 25 mL con agua desionizada. La determinacion se
realizd mediante un espectrofotometro de emision atomica por plasma de acoplamiento
inductivo (ICP) Varian Vista MPX (Victoria, Australia) mediante la seleccion de las
siguientes longitudes de onda (nm): 766.491 (K), 445.478 (Ca), 285.213 (Mg), 238.204
(Fe), 324.754 (Cu), 259.372 (Mn), 213.857 (Zn) y 213.618 (P).

3.1.2. Aniones

Para la determinacion de aniones (CI, SO4*, NOs” y PO4Y), se utilizd el método
descrito por Abbas et al. (1991). Se pesaron 50 mg de material vegetal seco y se le
adicionaron 10 mL de agua desionizada. Posteriormente se agitaron durante 30 min en un

agitador orbital Heidolph Reax 2 (Schwabach, Alemania) y se filtraron mediante filtros de
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jeringa de 45 um de diametro de poro. La concentracién de aniones se determind en un
cromatdgrafo idnico Dionex ICS-3000 DC (Sunyvale, Ca, EEUU) provisto de una
supresora ASRS-ULTRA II 4 mm, utilizando una precolumna AG9-HC 4 x 50 mm y una
columna AS9-HC 4 x 250 mm. La fase movil utilizada fue Na,CO3; 9 mM y el flujo de 1

.
mL min .

3.1.3. Nitrogeno total

El nitrogeno total (No,1) se determind directamente en el material seco y molido (3

g) utilizando un Analizador Elemental Leco FP528 (St. Joseph, Mo, EEUU).

3.2. DETERMINACION DE PARAMETROS FISICOS

3.2.1. Peso fresco, peso seco y contenido en agua

El peso fresco se determind con un granatario Mettler Toledo PG 6002-S (Uznach,
Suiza), con una precision de 0,01 g. Para la determinacion del contenido en agua, las
muestras se secaron en una estufa Selecta (Barcelona, Espafia) manteniéndolas a 65 °C
durante 3 dias hasta peso constante. El contenido en agua de fruto y hoja se calculd con la

siguiente formula:

Peso Fresco — Peso Seco
% agua = x 100
Peso Fresco
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3.2.2. Calibre ecuatorial y longitudinal

El calibre ecuatorial y longitudinal de los frutos de pimiento se determind con un
calibre milimétrico con lectura digital Mitutoyo (Andover, Inglaterra). Estos valores se

utilizaron para el calculo del indice de forma (IF), segln la siguiente formula:

Calibre Ecuatorial
Calibre Longitudinal

3.2.3. Color

El color de las muestras de pimiento y lechuga se midi6 por reflectancia utilizando
un colorimetro Minolta CR-200 (Ramsey, NJ, EEUU) a través de la lectura directa en tres
areas diferentes de la superficie de la muestra seleccionadas al azar, tomando la media de
las tres mediciones como la definitiva. Los datos se expresaron como CIEL*a*b*, donde
L* indica la luminosidad (0, negro; 100, blanco), y a* (+, rojo; -, verde) y b* (+, amarillo; -
, azul) son las coordenadas de cromaticidad (Figura 3.1). Los valores numéricos de a* y b*
se convirtieron en fono (hue = tan” b*/a*) y croma [C= (a** + b*")""?]. El tono es un
angulo con valores de 0° a 360° (0°, rojo; 90°, amarillo; 180°, verde; 270°, azul; 360°,

violeta), mientras que croma es la intensidad o la pureza del tono (McGuire, 1992).

Figura 3.1. Espacio de color CIELab.
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3.2.4. Espesor de pulpa

Para determinar el espesor de la carne, los frutos de pimiento se cortaron
longitudinalmente por la mitad y se realizaron tres medidas a lo largo de la superficie del

corte con un calibre milimétrico con lectura digital Mitutoyo (Andover, Inglaterra).

3.2.5. Firmeza

La firmeza se midi6 mediante un penetrometro manual Bertuzzi FT 327 (Bertuzzi,

Italia), con un émbolo 8§ mm de diametro, realizandose 3 medidas por fruto.

3.3. DETERMINACION DE METABOLITOS Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
EN LAS FRACCIONES HIDROFILICA Y LIPOFILICA

3.3.1. Separacion de fracciones hidrofilica y lipofilica

La separacion de la fracciones hidrofililla y lipofilica de pimiento y lechuga se llevo
a cabo siguiendo el método descrito por Cano et al. (2002) y Cano et al. (2005),
respectivamente. Se pesaron 3-5 g de muestra en una balanza de precision Mettler Toledo
PG 6002-S (Uznach, Suiza) y se homogeniz6 mediante un Polytron PT-MR 3100
(Kinematica AG, Littau, Suiza) con 10 mL de tampon fosfato (50 mM, pH 7,5). Se
afiadieron 10 mL de acetato de etilo y se homogeniz6 de nuevo. El extracto se centrifugo a
8000 r.p.m. (10 min, 4 °C) en una centrifuga Eppendorf 5810R (Hamburgo, Alemania).
Una vez separadas las fracciones hidrofilica y lipofilica se retir6 el sobrenadante (fase
lipofilica). El proceso se repitid tres veces utilizando 5 mL de acetato de etilo. La
combinacion de todas las fases lipofilicas se llevo a un volumen final de 25 mL con acetato
de etilo. Esta fraccion se utilizd para la determinacion de la actividad antioxidante
lipofilica (AAL) y para el andlisis de carotenoides totales y clorofilas. La fraccion

hidrofilica se filtré a través de un filtro Millipore de 0,45 pm (Milford, MA, EEUU) y se
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utilizd para la determinacion de la actividad antioxidante hidrofilica (AAH) y del

contenido en azlcares solubles, dcidos organicos y compuestos fendlicos totales.

3.3.2. Determinacion de la actividad antioxidante

La medida de la actividad antioxidante proporciona una estimacion global del
contenido de metabolitos con propiedades antioxidantes presentes en la muestra. Para la
determinacion de dicha actividad en las fracciones hidrofilica y lipofilica se utilizaron los
métodos ABTS [2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)] y FRAP (Poder

Antioxidante de Reduccion Férrica).

3.3.2.1. Analisis de la actividad antioxidante mediante ABTS

Este método de decoloracion, basado en la capacidad de las moléculas antioxidantes
para reducir el radical ABTS™ a ABTS, se determind en ambas fracciones siguiendo el
método descrito por Cano et al. (2002). Para la determinacion de la capacidad antioxidante
en la fraccion hidrofilica se preparé una disolucion de ABTS 5 mM, H,0, 30 uM y
peroxidasa de rabano picante (HRP) 0,25 uM en tampoén fosfato 50 mM (pH 7,5). Una vez
preparada la mezcla se midio la absorbancia de la misma (Ag) (A=730 nm), se anadio la
muestra, se agitd y tras 2 min se midi6 la absorbancia final (A). La medida de la pérdida de
coloracion se obtuvo por la diferencia entre las lecturas de absorbancia inicial tras la
formacion del radical y la lectura final, una vez adicionada la muestra. Para la
determinacion de la capacidad antioxidante de la fraccion lipofilica se prepard una
disolucion de ABTS 0,0625 mM, H,0, 30 uM y HRP 0,25 uM en etanol fosforico (0,7%).
Las medidas de absorbancia inicial y final se realizaron segun el procedimiento descrito
para la fraccion hidrofilica. El célculo de la actividad antioxidante hidrofilica, expresada
como equivalentes de 4cido ascoérbico (AEAC), y de la actividad antioxidante lipofilica,
expresada como equivalentes de trolox (TEAC), se realizd por comparacion con una recta
de calibrado de acido ascoérbico o trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido

carboxilico), respectivamente, mediante las siguientes formulas:
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% Inhibicidén — a

b

Indice AEAC o TEAC =

donde:

A
% Inhibicion= —  x 100

siendo:

Ao = absorbancia inicial de la muestra.

A = absorbancia final de la muestra.

Los parametros a y b se obtienen de la recta de calibrado: y=a + b * x
siendo:

y = % inhibicidn del estdndar.

X = concentracion de estandar.

3.3.2.2. Analisis de la actividad antioxidante mediante FRAP

El método FRAP consiste en la formacion de un complejo férrico con el reactivo
2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) el cual, en presencia de compuestos antioxidantes se
reduce formando el correspondiente complejo ferroso de color azul (Fe’-TPTZ) con un
maximo de absorbancia a 593 nm (Benzie y Strain, 1999). La aparicion del color indica la
capacidad reductora de la muestra, que es proporcional a la concentracion de antioxidantes
en la misma. Para el analisis de la actividad antioxidante en la fraccion lipofilica el extracto
de acetato de etilo se llevo previamente a sequedad y se redisolvid en metanol. Para la
determinacion de la capacidad antioxidante en ambas fracciones, se prepar6 una disolucion
que contenia tampon acetato 300 mM (pH 3,6), TPTZ 10 mM en HCl 40 mM y
FeCl3:6H,O 20 mM. Una vez preparada la mezcla se midié la absorbancia inicial, se

anadio la muestra, se agitd y tras 1 h de incubacion a 37 °C se midid la absorbancia final.
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La medida del cambio de coloracién se obtuvo por la diferencia entre las lecturas de
absorbancia final e inicial. El célculo de la actividad antioxidante se realizd6 por
comparaciéon con una recta de calibrado utilizando Fe*™ (FeSO, 7H,0) o trolox como

patron.

3.3.3. Determinacion de carotenoides totales y clorofilas

La determinacion de carotenoides totales y clorofilas se realiz6 en la fraccion
lipofilica con un espectrofotometro VIS/UV Shimadzu UV-2401PC (Kyoto, Japon) a tres
longitudes de onda; 450 nm para p-caroteno, y 663 y 645 nm para clorofilas. La
cuantificacion de f-caroteno se realizoé por comparacion de la concentracion de f-caroteno
de la muestra con una curva estandar (1-5 mg L) de S-caroteno (Fluka, Steinheim,
Alemania), expresandose la concentracion de las muestras en pg g de peso fresco. Las
concentraciones de clorofila a y b se calcularon mediante las ecuaciones corregidas de

Nagata y Yamashita (1992):

Concentracion de clorofila a (Cl a) expresada en mg/100 mL
Cla=1[0,9999 * Abs (663)] —[0,0989 * Abs (645)]

Concentracion de clorofila b (CI b) expresada en mg/100 mL
Clb=1-0,328 * Abs (663)] + [1,77 * Abs (645)]

Concentracion de clorofilas totales expresada en mg/100 mL

Cltotal=Cla+Clb

3.3.4. Determinacion de compuestos fendlicos totales

Los compuestos fendlicos totales se midieron en la fraccion hidrofilica por el método

descrito por Singleton y Rossi (1965). A una alicuota de 50 uL. de muestra se afiadieron
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250 pL de reactivo Folin. Se agitd, se dejo reposar durante 8 min, a continuacion se
adiciond 1 mL de carbonato sodico 2%, se agitd nuevamente y se incubd a 40 °C durante
20 min. La concentracion fenolica se calculd mediante el registro de la densidad optica de
cada muestra a 765 nm en un espectrofotometro Shimadzu UV-2401PC (Kyoto, Japon),
comparandola con la de una curva estandar de 4cido galico (Fluka, Steinheim, Alemania )

con concentraciones comprendidas entre 50 y 300 mg L™.

3.3.5. Determinacion de azicares solubles

La determinacion de los azlcares solubles en la fraccion hidrofilica se realizé en un
cromatografo de liquidos Agilent serie 1100 (Waldbronn, Alemania), provisto de un
detector de indice de refraccion. La separacion se llevd a cabo en una columna
CARBOSep CHO-682 LEAD 300 x 7,8 mm (Transgenomic, San Jose, CA, EEUU)
utilizando agua ultrapura como fase mévil y un flujo de 0,4 mL min'. Para obtener la
linealidad de la respuesta del detector y los limites de deteccion de los azucares estudiados
se inyectaron soluciones estandar de glucosa, fructosa y sacarosa (Sigma, Steinheim,

Alemania), en concentraciones 1-10 g L™.

3.3.6. Determinacion de acidos organicos

El anélisis de acidos organicos se realizd segin el método desarrollado por Flores et
al. (2012), utilizando un cromatdgrafo de liquidos Agilent serie 1200 (Waldbronn,
Alemania) equipado con detector DAD y columna C,g Prontosil 250 x 3 mm, 3 um de
tamafio de particula (Bischoff, Alemania), utilizando 4cido férmico 0,1% (v/v) como fase
mévil y un flujo de 0,4 mL min™'. El analisis espectral de masas se realizd en un
espectrometro de masas de tipo triple cuadrupolo G6410A de Agilent equipado con un
sistema de ionizaciébn por electroespray (ESI) operando en modo negativo. La
cuantificacion se realizd usando las siguientes transiciones para cada uno de los acidos
analizados: acido malico (m/z 133 — 115), citrico (m/z 191 — 111), fumarico (m/z 115 —
71), glutamico (m/z 146 — 128), tartarico (m/z 149 — 87), quinico (m/z 191 — 85), o-
cetoglutarico (m/z 145 — 101), succinico (m/z 117 — 73), siquimico (m/z 173 — 93) y
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malénico (m/z 103 — 59) (Sigma, Steinheim, Alemania). El intervalo de linealidad estuvo

comprendido entre 0,05-2000 ug mL™' para cada 4cido orgénico.

3.4. DETERMINACION DEL PERFIL DE COMPUESTOS FENOLICOS

3.4.1. Extraccion

Los compuestos fenolicos libres se extrajeron con metanol/acido formico (97/3, v/v)
de acuerdo con el método descrito por Cantos et al. (2002). Se pesaron 3 g de muestra y se
homogenizaron con 5 mL de metanol/acido féormico en un Polytron PT-MR 3100
(Kinematica AG, Littau, Suiza). El homogenizado se centrifug6 a 10000 r.p.m. (15 min, 4
°C). El sobrenadante se retird y el proceso se repitié adicionando 5 mL de metanol/acido
formico. La combinacion de sobrenadantes se llevd a sequedad en un evaporador rotativo

Biichi modelo R-205 (Flawil, Suiza) y el residuo se redisolvié en 2 mL de MeOH.

La extraccion e hidrolisis simultanea de los compuestos fenolicos ligados se llevo a
cabo siguiendo el método descrito por Luthria et al. (2006). Se pesaron 3 g de muestra y se
homogenizaron con 5 mL de medio de extraccion, que contenia NaOH 2 N, EDTA (4cido
etilendiaminotetraacético) 10 mM y dacido ascorbico 1% (p/v). El extracto se incubd
durante 30 min a 40 °C en un bafio en agitacion y posteriormente se acidifico con 1,4 mL
de HCL 7,2 N. Los compuestos fendlicos hidrolizados se extrajeron de la mezcla con
acetato de etilo (dos veces), el sobrenadante se llevo a sequedad en un evaporador rotativo

Biichi modelo R-205 (Flawil, Suiza) y el residuo se redisolvié en 2 mL de MeOH.

3.4.2. Determinacion

Ambos extractos (metanolico e hidrolizado) se inyectaron en un cromatografo de
liquidos Agilent serie 1200 (Waldbronn, Alemania) equipado con un detector de
espectrometria de masas de tipo triple cuddruplo equipado con un sistema de ionizacién

por electroespray (ESI) operando en modo negativo. La separacion se realizd en una
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columna C;g3 Licrosphere 250 x 4 mm de 5 um de tamafio de particula (Agilent
Technologies, Waldbronn, Alemania) con acido formico 5% (v/v) (disolvente A) y
acetonitrilo (disolvente B) como fase mdvil a una velocidad de flujo de 1 mL min”. El
gradiente se inici6 con un 5% de B, hasta alcanzar el 10% de B en 9 min, un 30% de B en
50 min y se increment6 a 100% de B en 2 min, se mantuvo a 100% de B durante 3 min,
volviendo a las condiciones iniciales en 1 min y permaneciendo en isocratico durante 6
min. La identificacidon y cuantificacion se realizé usando las siguientes transiciones: acido
protocatéquico (m/z 153 — 108), acido clorogénico (m/z 353 — 191), &cido cafeico (m/z
179 — 135), 4cido p-cumarico (m/z 163 — 119), rutina (quercetina 3-O-rutinésido) (m/z
609 — 300), luteolina, (m/z 285 — 133), apigenina (m/z 269 — 117), kaempferol (m/z 285
— 117) y floridzina (floretina 6'-O-glucosido) (m/z 475 — 273) (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Alemania). Los compuestos fenolicos ligados se cuantificaron como la
diferencia entre los compuestos fendlicos libres determinados en el extracto metandlico y
los determinados en el extracto hidrolizado, expresandose como derivados del acido

cafeico y derivados del acido p-cumarico.

3.5. DETERMINACION DEL PERFIL DE CAROTENOIDES

3.5.1. Extraccion

Los carotenoides y las clorofilas se extrajeron segin el método descrito por Bohm
(2001). A 1 g de muestra se le anadieron 200 mg de MgO y 500 pL de f-apo-8'-carotenal
(estandar interno) y se homogenizaron en un Polytron PT-MR 3100 (Kinematica AG,
Littau, Suiza) con metanol/tetrahidrofurano (1/1, v/v) que contenia 0,1% (p/v) de BHT
(Butil hidroxitolueno). El homogenizado se centrifugd a 10000 r.p.m. durante 10 min a 4
°C en una centrifuga Eppendorf 5810R (Hamburgo, Alemania). La solucidn resultante se
llevo a sequedad en un evaporador rotativo Biichi modelo R-205 (Flawil, Suiza). El
residuo se redisolvid en 2 mL de metanol/metil tert-butil éter (1/1, v/v) y se utiliz6 para el

analisis cromatografico.
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3.5.2. Determinacion

La determinacion se realizd en un cromatografo de liquidos Agilent serie 1200
(Waldbronn, Alemania) equipado con un detector diodos array (DAD). La separacion se
realizé en una columna Prontosil C;3p 250 x 4,6 mm, 3 um (Bischoff, Leonberg, Alemania)
con metanol (disolvente A) y metil tert-butil éter (disolvente B) como fase moévil. Las
condiciones iniciales fueron 15% de B durante 10 min, seguido de un aumento lineal hasta
90% de B durante 20 min. La elucion se realizo a una velocidad de flujo de 1,3 mL min™
con un volumen de inyeccion de 20 pL. La deteccion se realizo a 450 nm para f-caroteno,
444 nm para luteina, 461 nm para p-apo-8'-carotenal y clorofila a, y 438 nm para
neoxantina, violaxantina lactucaxantina y clorofila b. La identificacion de los compuestos
se logro mediante la comparacion de los tiempos de retencidon, espectros UV utilizando
estandares o referencias bibliograficas (Kimura y Rodriguez-Amaya, 2003) y los valores
de m/z obtenidos mediante el analisis realizado en un cromatografo de liquidos Agilent
1200 (Waldbronn, Alemania), provisto de un detector espectrometro de masas tipo triple
cuadrupolo, utilizando una fuente de ionizacion quimica a presion atmosférica (APCI)
operando en modo positivo. La cuantificacion se realizd usando estandares disponibles de
carotenoides (DHI LAB, Hoersholm, Dinamarca) y clorofilas (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Alemania), excepto para lactucaxantina, que se estim6 utilizando neoxantina como

referencia.

3.6. DETERMINACION DE VITAMINA C

3.6.1. Extraccion

La determinacion de vitamina C, se realizd de acuerdo con la metodologia
desarrollada por Fenoll ef al. (2011). Para la extraccion se homogenizaron 3 g de muestra
con 10 mL de EDTA 0,05% (p/v) en un Polytron PT-MR 3100 (Kinematica AG, Littau,
Suiza). El homogenizado se centrifugd (10000 r.p.m., 10 min, 4 °C) utilizando una
centrifuga Eppendorf 5810R (Hamburgo, Alemania). El sobrenadante se filtr6 a través de
filtros de 0,45 um (Millipore, Milford, MA, EEUU) y se pasé a través de un cartucho de
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extraccion en fase solida Sep-Pak C18 previamente activado (Millipore, Milford, MA,
EEUU). Finalmente las muestras se diluyeron con EDTA 0,05% (p/v), se le afiadi6 DL-
1,4-ditiotreitol (DTT) 5 mM para inducir la reduccion de acido dehidroascérbico (ADHA)
a acido ascorbico (AA), se dejaron incubar durante 30 min a 30 °C y se analizaron

inmediatamente.

3.6.2. Determinacion

La determinacién de vitamina C se llevoé a cabo utilizando un cromatografo de
liquidos Agilent serie 1200 (Waldbronn, Alemania) equipado con una columna Cig
Prontosil 250 x 3 mm, 3 pum tamaio de particula (Bischoff, Leonberg, Alemania),
utilizando acido férmico 0,2% (v/v) como fase movil a una velocidad de flujo de 0,4 mL
min"'. El anlisis espectral de masas se realizo6 mediante un detector de masas de tipo triple
cuadrupolo G6410A de Agilent equipado con un sistema de ionizacion por electroespray
(ESI) operando en modo negativo. La cuantificacion se realizd por comparacién con un
estandar de AA, usando la transicion m/z 175 — 115 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EEUU).

3.7. DETERMINACION DE FOLATOS

La determinacion de folatos se realizd por cromatografia liquida de acuerdo a la
metodologia descrita por Vatheristo ef al. (1996). El andlisis de folatos se lleva a cabo por
la hidrolisis de éstos a monoglutamatos y directamente como poliglutamatos, ya que la
diferencia entre la concentracion de folatos en la muestra, con y sin adicion del enzima
conjugasa, es una medida de la cantidad de poliglutamatos de la matriz del alimento. El
tratamiento de las muestras antes de su analisis puede ser dividido en tres etapas diferentes:

extraccion, desconjugacion y purificacion.
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3.7.1. Extraccion

A 4 g de muestra se le adicionaron 25 mL de tampoén de extraccion, 50 mM Ches/50
mM Hepes (pH 7,8), conteniendo 2% (p/v) de ascorbato soddico y 2-mercaptoetanol 10
mM. Las muestras se homogenizaron en un Polytron PT-MR 3100 (Kinematica AG,
Littau, Suiza) y se sometieron a atmosfera de nitrogeno durante 10 segundos.
Posteriormente se mantuvieron en ebullicion durante 10 min. Tras este tiempo, las
muestras se enfriaron inmediatamente en hielo y una vez frias se enrasaron a 50 mL con
tampon de extraccion. El pH se ajust6 a 4,9 y se aplicd de nuevo nitrogeno con el fin de

evitar la oxidacion.

3.7.2. Desconjugacion

La hidrolisis enzimatica de poliglutamantos a monoglutamatos se llevo a cabo por
adicion del enzima pteroilglutamato hidrolasa o folato conjugasa (EC3.4.22.12),

proveniente de rinon de cerdo (Leichter ef al., 1979).

3.7.2.1. Extraccion del enzima conjugasa en tejido renal

La solucion enzimatica fue preparada segun el procedimiento descrito por Gregory et
al. (1984), a partir de rifiones de cerdo frescos recién sacrificados, obtenidos en el
matadero de Mercamurcia (El Palmar, Murcia). Una porcion de 400 g de tejido renal fue
homogenizada en un Polytron PT-MR 3100 (Kinematica AG, Littau, Suiza) con 1200 mL
de 2-mercaptoetanol 10 mM. La suspension obtenida se ajust6 a pH 5,0 con acido acético 1
M y seguidamente, se centrifugd (7500 r.p.m., 2 °C, 33 min) en una centrifuga Beckman
modelo J2-21 (Fullerton, Ca, EEUU). El sobrenadante obtenido se introdujo en un bafio a
50 °C durante 2 h en agitacion continua. Trascurrido este tiempo se volvio a centrifugar
(7500 r.p.m., 20 min, 2 °C). La fraccion sobrenadante se precipitd entre el 50 y el 75% de
saturacion con sulfato de amonio. De nuevo se centrifugdé en las mismas condiciones, se
desecho el sobrenadante y el precipitado se introdujo en una membrana de dialisis de 21,5
mm de didmetro, con tamafio de poro de 12-14000 Daltons de peso (Dialysis Tubing-

Visking Code DTV 12000.06.000, Medicell Int. LTD, Inglaterra) y se almacend durante
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toda la noche en un matraz Erlenmeyer con 2 L de tampodn acetato potasico 0,05 M (pH
5,0), el cual contenia 2-mercaptoetanol 10 mM. El dializado fue almacenado en pequeios

voltimenes a -35 °C hasta su posterior analisis.

3.7.2.2. Procedimiento de descojugacion

Para la hidrdlisis de los folatos se tomaron 5 mL de extracto y se adicionaron 1 mL
de conjugasa de rifion de cerdo y 1 mL de a-amilasa en ascorbato 1% (p/v) (20 mg mL™).
Posteriormente se aplicéd nitrégeno y la muestra se introdujo en un bafio durante 3 h a 37 °C
con agitacion constante. Pasado este tiempo, se llevo a ebullicion durante 5 min con el fin
de inactivar el enzima. A continuacion la muestra se enfrid en hielo y se paso a través de

un filtro de 0,45 um de tamafio de poro (Millipore, Milford, MA, EEUU).

3.7.3. Purificacion

Posteriormente a la filtracion, las muestras fueron purificadas, empleando columnas
de extraccion en fase sdlida con intercambio fuerte de aniones (SAX) de 500 mg
(LiChrolut®, Merck, Alemania). Para su activacion, los cartuchos se lavaron con hexano
(2 veces), seguido de metanol, agua Mili-Q y finalmente solucion de purificacion (tampon
fosfato potasico 0,01M, 2-mercaptoetanol 0,1% pH 7,0). Una vez activados se hizo pasar
lentamente la muestra y por altimo 2 mL de solucion de elucion (NaCl 10%, acetato de
sodio 0,1 M y 4cido ascorbico 1%) que fue recogida en tubos, previamente pesados, para

su posterior cuantificacion.

3.7.4. Determinacion

La determinacion de los folatos se realizé segiin el método descrito por Vatheristo et
al. (1996), utilizando un cromatégrafo de liquidos Merck-Hitachi 7000 (Tokio, Japon)
equipado con un detector de fluorescencia con unos valores de excitacion y emision de 280
y 350 nm, respectivamente y un detector UV con una longitud de onda de 290 nm. La

separacion se realizd en una columna LiChrocart® 250 x 4 mm, HPLC Cartridge, con
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precolumna: LiChrocart ®4-4, LiChrospher® 100 RP-18 (5 pm) (Darmstadt, Alemania).
La fase movil estuvo constituida por una mezcla de tampoén fosfato potasico 30 mM (pH
2,2) (disolvente A) y acetonitrilo (disolvente B). Las condiciones iniciales del gradiente
para la fase movil fueron 6% de B, mantenido de manera isocratica durante los primeros 6
min y un aumento lineal hasta un 25% durante 20 min. El flujo fue 0,9 mL min" y la
temperatura de la columna 35 °C. Para la cuantificacion se prepararon disoluciones
estandar de  tetrahidrofolato  (THF), 5-metil-tetrahidrofolato  (5-MTHF), 5-
formiltetrahidrofolato (5-FTHF) y é&cido foélico (Dr. Schirck’s Laboratorio, Jona, Suiza) en
tampon borato 0,05 M pH 6,0, conteniendo 1% (p/v) de 4cido ascorbico y 0,1% (v/v) de 2-
mercaptoetanol. Los folatos totales se calcularon como la suma de las concentraciones de
las formas detectadas tras la adicion de conjugasa, mientras que las formas poliglutamicas
se determinaron mediante la resta de las formas monoglutdmicas, presentes de forma

natural en el alimento, a los folatos totales.

3.8. ANALIS DE LA ABUNDANCIA NATURAL DE ISOTOPOS ESTABLES (5°°N)

Para el analisis de la abundancia natural de "N (6'°N) se pesaron, en una
microbalanza Mettler Toledo MX5 (Uznach, Suiza), 3-4 mg de suelo o material vegetal
seco previamente encapsulado en cdpsulas de estafio. La determinacioén se llevo a cabo
usando un analizador elemental FlashEA 1112 ThermoFinnigan (Milén, Italia), acoplado a
un espectrometro de masas de relaciones isotopicas de isdtopos estables DELTAplus
Finnigan MAT (Bremen, Alemania), mediante una interfase de conexion ConFlo II
Finnigan MAT. Los valores de la relacion de iso6topos se expresaron en d %o, utilizando
como estandar la relacidn isotopica de nitrogeno en aire y realizando la calibracion del gas
con IAEA-N-1 (NH4),SO4), IJAEA-N-2 ((NH4),SO4) y IAEA-NO-3 (KNO3), de acuerdo

con la formula:

1SN/MI\ImuestIa - 1SN/MNesténdar
0 %o = x 1000

15Ny /14
N/ Nesténdar
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3.9. IDENTIFICACION DE RESIDUOS DE PLAGUICIDAS EN FRUTOS DE
PIMIENTO

3.9.1. Extraccion

Para la extraccion de residuos de plaguicidas en las muestras de pimiento se pesaron
10 g de fruto previamente triturado y se homogenizaron con 20 mL de acetona, usando un
homogenizador (Kinematica AG, Littau, Suiza). A continuacion se afiadieron 20 mL de
una mezcla de acetato de etilo/ciclohexano (1/1, v/v), se agitd y se centrifugd durante 10
min a 4000 r.p.m. con una centrifuga Eppendorf modelo 28 10R (Hamburgo, Alemania). El
extracto se filtro a través de filtros de papel Albet DP302, de 150 mm de diametro
(Barcelona, Espafia). La fase organica se llevo a sequedad en un evaporador rotativo Biichi
modelo R-205 (Flawil, Suiza). El residuo se redisolvi6 en 5 mL de acetato de

etilo/ciclohexano (1/1, v/v) y se utiliz6 para el andlisis cromatografico.

3.9.2. Identificacion

Para la identificacion de residuos de plaguicidas se empled un cromatografo de gases
Agilent modelo HP 6890 (Waldbronn, Alemania) equipado con un detector espectrometro
de masas modelo 5973N. Se emple6 una columna capilar de silica (30 m, 0,25 mm d.i.)
suministrada por Agilent Technologies. Se utilizd6 como sistema de ionizacion el impacto
electronico con una energia de ionizacion de 70 eV. La temperatura de la fuente de iones
fue 230 °C y la del cuadrupolo 150 °C. El voltaje del multiplicador de electrones se
mantuvo a 1300 v. Se emple6 He como gas portador. La temperatura de la columna se
mantuvo a 70 °C durante 2 min y posteriormente se incrementd a una velocidad de 25 °C
min” hasta 150 °C, 3 °C min' hasta 200 °C y 8 °C min™ hasta 280 °C, manteniendo esta
temperatura final durante 10 min. La buasqueda de residuos se realizé usando una biblioteca

creada con mas de 200 estdndares de los plaguicidas mas comunes.
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CAPITULO 4. CALIDAD DE PIMIENTO BAJO SISTEMAS DE
PRODUCCION ECOLOGICA, CONVENCIONAL Y SIN SUELO

La demanda de productos ecoldgicos aumenta constantemente, principalmente
debido a la percepcion que tienen los consumidores de que son mas sanos y seguros que
los productos de alimentacion convencionales. Si bien parece evidente su menor contenido
de contaminantes, desde el punto de vista cientifico aln estd por demostrar que la
produccion ecologica aporte alimentos de mejor calidad nutricional. En la bibliografia se
encuentra una amplia gama de estudios que han tratado de investigar si existen diferencias
en el valor nutricional de los productos hortofruticolas procedentes de cultivos ecoldgicos
y convencionales, pero los resultados obtenidos son contradictorios. Existen estudios en los
que se concluye un efecto beneficioso de la produccion ecologica sobre la composicion
nutritiva de frutas y hortalizas (Carbonaro et al, 2002; Caris-Veyrat et al, 2004;
Lombardi-Boccia, 2004). Sin embargo, otros autores afirman que los productos ecoldgicos
no presentan diferencias consistentes en la composiciéon nutricional respecto a los
productos convencionales (Woese et al., 1997; Magkos et al., 2003). Incluso, algunos
autores han encontrado mayor calidad nutricional en frutas y hortalizas cultivadas bajo
produccion convencional (Warman, 2005; Lester, 2006). Con el fin de obtener resultados
mas concluyentes, Magkos et al. (2003) propusieron que la realizacion de este tipo de
estudios comparativos abarcara tres categorias diferentes: 1) Estudios sobre productos
procedentes del mercado, ii) Estudios realizados en explotaciones comerciales y iii)
Estudios realizados bajo condiciones controladas, en parcelas experimentales. Este trabajo
de Tesis incluye estudios dentro de las dos ultimas categorias. Los estudios realizados en
invernaderos experimentales bajo condiciones controladas, se consideran el método mas
reproducible, ya que las plantas se cultivan en suelos similares, bajo las mismas
condiciones climaticas y son muestreados al mismo tiempo. Sin embargo, este tipo de
estudio no puede ser considerado como un reflejo real del sistema comercial de produccion

y debe realizarse de manera complementaria con estudios en explotaciones comerciales.
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Otro sistema de produccion en auge, debido a los altos rendimientos que proporciona
incluso en zonas con condiciones de crecimiento adversas, es el sistema de cultivo sin
suelo. Estd técnica surge como respuesta al progresivo deterioro del suelo de los
invernaderos y de las zonas de produccion horticola en general, debido al agotamiento del
suelo, la contaminacion por productos quimicos de alta persistencia y la salinizacion del
suelo, cada vez mas extendida. Se basa en el cultivo de plantas en un medio inerte (perlita,
fibra de coco, arena gruesa, turba, vermiculita, etc.), al que se agrega una solucion nutritiva
que contiene todos los elementos esenciales requeridos por la planta para su crecimiento
normal, intentando asi subsanar los problemas que plantea la degradacion del suelo
(Jensen, 2001). Ademés de mejorar la productividad de los cultivos y dada su elevada
tecnificacion, la técnica de cultivo sin suelo permite consumir unicamente el agua
necesaria, minimizando todo tipo de pérdidas y aportando solamente la cantidad de agua
que las plantas estrictamente necesitan. A pesar de estas ventajas, los estudios
comparativos sobre la calidad de los productos hortofruticolas obtenidos por diferentes
sistemas de produccion, por lo general no incluyen el cultivo sin suelo y, en consecuencia,
existe poca informacion sobre esta materia. Ademas de cultivo ecologico y convencional,
esta investigacion incluye el estudio comparativo de la calidad de pimiento cultivado bajo

sistemas de produccion sin suelo.

4.1. APROXIMACION COMERCIAL
4.1.1. Material y métodos

4.1.1.1. Sitio de estudio y material vegetal

El estudio se llevd a cabo durante dos afios consecutivos (2005 y 2006) en el sureste
de Espana (37 ° 51' N, 0° 48' E, 50 m sobre el nivel del mar), en invernaderos ubicados en
Murcia y Alicante, con un clima mediterraneo y un suelo clasificado como xerosol célcico.
Para este trabajo se empled pimiento (Capsicum annuum L.) tipo California variedad
Quito. Esta variedad corresponde a un pimiento corto y de carne gruesa, destinada al

mercado en fresco. Los pimientos fueron suministrados por productores de pimiento,
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adscritos a los diferentes sistemas de produccion contemplados en el estudio (ecologico,
convencional y sin suelo). Todos los invernaderos seleccionados se encontraban dentro de
los margenes delimitados en el mapa representado en la Figura 4.1. La seleccion de
invernaderos vecinos respondié a la necesidad de minimizar la influencia de las
condiciones ambientales (clima y las caracteristicas del suelo). Ademads, en todos los

invernaderos se siguieron similares procedimientos presiembra.
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Figura 4.1. Localizacion de los invernaderos comerciales seleccionados para el

estudio. Fuente: Cartomur.com

Los datos climaticos (radiacion neta y temperatura media diaria) de la zona de
ensayo, durante el periodo de estudio, fueron suministrados por el Sistema de Informacion

Agraria de Murcia (SIAM) (Figura 4.2).
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Figura 4.2. Radiacion neta (%) y temperatura media (°C) diaria durante los
ciclos de cultivo correspondientes a los afios 2005 (lineas continuas) y 2006

(lineas punteadas).

4.1.1.2. Manejo del cultivo

Las parcelas elegidas para este estudio estaban inscritas, en el caso de la produccion
ecologica, dentro del Consejo de Agricultura Ecologica de la Region de Murcia, que
controla y certifica este tipo de produccion. Las parcelas seleccionadas bajo produccion
convencional, estaban inscritas en el Registro de Produccion Integrada y/o sometidas a
normas o protocolos privados (EUREP-GAP, UNE 155.000). En el caso de cultivo sin
suelo, las parcelas elegidas cumplieron las normas de Control Integrado, referentes al
control de plagas, incluidas en las Normas Técnicas de Produccion Integrada para pimiento

bajo invernadero.
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Para el manejo de la nutricion mineral en invernaderos bajo cultivo convencional o
sin suelo, se emplearon los fertilizantes sintéticos KNO3;, NH4NO3, Ca(NO3),, Mg(NOs3),,
NH4H,PO,4 y microelementos (Fe, Zn y Mn). Ademas, en los cultivos convencionales se
emplearon HNO3 y H3PO,4 y se aplicéd antes de la siembra enmienda organica (estiércol de
oveja). En ambos sistemas de cultivo, las plagas fueron controladas de acuerdo con el
Protocolo de Produccion Integrada para cultivo de pimiento mediante la aplicacion de
plaguicidas sintéticos, azufre y enemigos naturales. La preparacion de los suelos en
invernaderos ecoldgicos incluyd la biofumigacién y solarizacion (biosolarizacion) del
mismo, durante los meses de verano antes del trasplante. Ademas se realizd una
fertilizacion adicional con fertilizantes solubles de origen orgénico, incluyendo extractos
de abonos organicos, aminoacidos procedentes de algas marinas y microelementos. El

manejo de plagas incluyo6 el uso de trampas para insectos, azufre y enemigos naturales.

4.1.1.3. Diseiio experimental

El diseno experimental incluy6 un total de 24 invernaderos (ocho por tratamiento),
cada uno de ellos dividido en dos subparcelas. Los frutos de pimiento fueron cosechados
en dos estadios de maduracion: frutos verdes totalmente desarrollados sin zonas de color
marrdn o partes rojas y frutos rojos, sin partes verdes o marrones. Las muestras de hoja y
fruto fueron recolectadas de diez plantas por subparcela seleccionadas al azar (resultando
16 repeticiones por tratamiento, con diez frutos por repeticion) en tres épocas de muestreo,
marzo (M1), mayo (M2) y julio (M3). Cada uno de los pimientos de una repeticion se peso
en fresco y se determino el color, el calibre ecuatorial y longitudinal, la dureza y espesor de
la pulpa. Posteriormente los pimientos se lavaron con agua desionizada, se retiraron las
semillas y se trocearon. Los pimientos de una misma repeticion se dividieron en dos partes.
Una parte se homogeneiz6 con N, liquido y se congeld a -80 °C para la determinacion de
plaguicidas, compuestos fendlicos, clorofilas y carotenos, azucares solubles, acidos
organicos, asi como la capacidad antioxidante del fruto. La otra parte, al igual que las

hojas, se secod en una estufa a 60 °C y se molio para el anélisis de la composicién mineral.
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4.1.1.4. Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos se realiz6 con el programa SPSS 18.0. Los datos
se sometieron a analisis de varianza (ANOVA) para estudiar el efecto de los factores
principales (sistema de cultivo y muestreo) y la interaccion entre ambos. Los valores
medios se compararon con el test de rango multiple de Tukey y para detectar correlaciones

bivariadas significativas se realizd la prueba de Pearson.

4.1.2. Resultados

4.1.2.1. Control de la gestion agricola y produccion

Durante el ensayo se realizaron controles para detectar la posible presencia de
residuos de plaguicidas en los frutos procedentes de los diferentes sistemas de cultivo. Se
recogieron muestras de forma aleatoria sin tener en cuenta el plazo de seguridad
establecido para cada plaguicida, ya que el proposito de estos andlisis era determinar si los
protocolos especificos para cada sistema agricola con respecto a la gestion de plagas se
estaban siguiendo. Por lo tanto, los andlisis fueron cualitativos y los residuos de
plaguicidas no fueron cuantificados. En frutos cultivados bajo el sistema de cultivo
ecologico (E), no se encontraron residuos de plaguicidas en ningin momento del ciclo de
cultivo. En pimientos cultivados en sistemas convencional (C) y sin suelo (SS), se
detectaron residuos de pirimicarb, piriproxifeno, buprofezin y/o ciprodinil dependiendo del
muestreo. Todos estos plaguicidas estaban incluidos entre los permitidos para el control de
plagas, de acuerdo con el Protocolo de Produccion Integrada para los cultivos de pimiento

(BORM, 2007).

Aunque alin no existe una metodologia establecida para discriminar los sistemas de
cultivo en funcion del tipo de fertilizacion aplicada, existen evidencias de que el valor de
abundancia natural de "N (6"°N) es un indicador del origen (organico o de sintesis) de la
fuente de nitrogeno y por tanto puede ser una herramienta para la autentificacion de frutas
y hortalizas ecologicas. En este estudio, el valor de 6'°N se utilizo6 como garantia del origen

de los fertilizantes utilizados en los invernaderos cultivados bajo sistemas de cultivo
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;. 15 . . . .
ecoldgico. Los valores de 6 "N en hoja aumentaron en los diferente sistemas de cultivo

segun el orden SS < C <E (Tabla 4.1).

Tabla 4.1. Rango de valores de 0"°N (%o) en hoja de
invernaderos comerciales seleccionados para el estudio, bajo

cultivo ecologico (E), convencional (C) y sin suelo (SS).

Sistema de cultivo
E C SS
10,7-13,7 3,9-8,9 1,2-4,8

El rendimiento total de la cosecha fue determinado por los agricultores mediante
maquinarias a escala comercial (Tabla 4.2). El mayor rendimiento se alcanzé en el sistema
sin suelo y el mas bajo en el sistema ecoldgico aunque, en este ultimo, no se observaron

grandes diferencias respecto a los valores alcanzados en el sistema convencional.

Tabla 4.2. Valores maximo y minimo del rendimiento total
(kg m?), de pimientos de invernaderos comerciales
seleccionados para el estudio, bajo cultivo ecoldgico (E),
convencional (C) y sin suelo (SS) durante los afios 2005 y

2006.

Sistema de cultivo
E C SS
6,2-9,1 7,3-10,0 9,5-17,3
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4.1.2.2. Composicion mineral en hoja

Las concentraciones de N, NO;, K, Ca y Mg, en hoja, se vieron afectadas
significativamente por el sistema de cultivo (Tabla 4.3). El cultivo SS dio como resultado
una concentracion mayor de N, NOj3 y K, pero menor concentracion de Mg que los
sistemas E y C, mientras que los valores de Ca fueron similares a los obtenidos en los
sistemas C y E. Cuando se compararon los resultados obtenidos en los cultivos E y C, se
observd una menor concentracion de NOs', Ca y Mg y una mayor concentracion de K en
hojas procedentes de plantas bajo cultivo E. Sin embargo, la concentracion de N fue
similar en ambos sistemas. Por Gltimo, no se observaron diferencias significativas entre los
sistemas de cultivo en cuanto a la concentracion de P. Las concentraciones de N, P y K
aumentaron a lo largo del ciclo de cultivo, mientras que la concentracion NOj3™ fue menor
al final del ciclo de cultivo (M3) que al principio (M1) y a mitad (M2) (Tabla 4.3). La
concentracion de Ca mas baja se encontréo en M2, mientras que la concentraciéon de Mg no
se vio afectada por el muestreo. ANOVA detectd una interaccion significativa entre el
sistema de cultivo y la época de muestreo (SC x M) para N, NO;, P y K (Tabla 4.3).
Mientras que en los cultivos E y C no se observaron diferencias en el contenido de N entre
muestreos, en el cultivo SS se observd un aumento significativo en la concentracion de este
nutriente del M1 y M2 al M3. Respecto a NOs, las concentraciones en hoja fueron
similares a lo largo del ciclo de cultivo para los sistemas E y C, pero disminuy6 en el M3
para el sistema SS. En el cultivo E, la concentracion de P aumentd del M1 al M2 y se
mantuvo constante en el M3. Sin embargo, en los cultivos C y SS se observo un aumento
del M2 al M3. Finalmente, en el cultivo E no se observaron diferencias significativas en la
concentracion de K entre los muestreos, mientras que se observé un aumento del M2 a M3

en los cultivos C y SS.
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Tabla 4.3. Efecto de los sistemas de cultivo (SC), ecolédgico (E), convencional (C) y
sin suelo (SS) y de la época de muestreo (M), al principio (M1), mediados (M2) y

final (M3) del ciclo de cultivo, sobre la composicion mineral (mmol kg™ PS) en hoja.

N NO;y P K Ca Mg
SC
E 3006,9* 73,0° 86,6 1118,6° 441,0° 281,4°
C 2973,7° 115,8° 83,9 1024,1°  504,7°  322,1°
SS 3246,9° 176,5° 87,3 1266,9 4742  1982°
skkk skkk n.s. skkk kk skokk
M
M1 2974,8° 139,0° 71,2° 1018,9° 520,8° 2754
M2 3002,8° 133,2° 79,7° 1078,3*  4449°  265,0
M3 3299,7° 111,9° 109.3°  1338,6°  471,9* 2573
skksk sk skksk skkk skksk n.s.
SCxM
E M1 27843 70,7 63,7 994,6™° 4445 275,1
M2 3125,0° 80,7 98,5 1167,3¢ 476,7 310,3
M3 3107,6° 63,0° 97,5  1201,5° 4515 260,0
C M1  2891,8 130,5% 65,4 930,2% 5322 321,3
M2 2904,5 89,7° 75,9 895.3% 471,1 326,9

M3 31249 127,6™ 109,9°  1246,8¢ 510,7 3182
SS Ml 3165,0® 185,8% 81,1% 1121,2° 554,8 2281

M2  3017,1* 212,8° 70,5 1200,1° 4254 1805
M3  3558,5° 118,0*° 114,6°  1518,6° 441,7 184,3
* ke e * n.s. n.s.

* ek y #k% - diferencias significativas entre medias a 5, 1 y 0,1% niveles de probabilidad, n.s., no
significativo a p=5%. Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas entre
medias segun el test de Tukey. Los valores son medias (n=16).

4.1.2.3. Composicion mineral en fruto

En pimiento verde, el sistema de cultivo tuvo un efecto significativo sobre la
concentracion de Ca y Mg del fruto (Tabla 4.4). La concentracion de Ca fue mayor en E y
C que en SS, mientras que la concentracion de Mg fue mayor en C que en E y SS. El
muestreo afectd significativamente a las concentraciones de NO;, P, K y Mg. La
concentracion NOj3™ disminuy6 al final del ciclo de cultivo, mientras que la concentracion
de K aument6. Las concentraciones de P y Mg mostraron sus niveles mas bajos a mitad del
ciclo (M2). El efecto del sistema de cultivo dependi6é del muestreo (interaccion SC x M)

para todos los minerales analizados, excepto para Ca (Tabla 4.4). En el cultivo E, la mayor
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concentracion de N se observo en el M2, momento en el cual los frutos cultivados bajo
sistemas C y SS mostraron la concentracion mas baja. La concentracion NOj3™ disminuy6
dréasticamente del M1 al M2 en el cultivo E, pero no en los otros dos sistemas de cultivo. A
diferencia de los cultivos E y C, donde no se observaron diferencias en la concentracion de
P entre muestreos, en el cultivo SS la concentracion aument6d del M2 al M3. En cuanto a la
concentracion de K, en los sistemas C y SS no se observaron diferencias entre muestreos,
mientras que en frutos ecologicos se observo un aumento del M1 al M2. La concentracion

de Mg aument6 significativamente del M1 al M2 en frutos ecoldgicos, mientras que no se

observaron diferencias en los cultivados en C y SS.

Tabla 4.4. Efecto de los sistemas de cultivo (SC), ecolédgico (E), convencional

(C) y sin suelo (SS) y de la época de muestreo (M), al principio (M1),

mediados (M2) y final (M3) del ciclo de cultivo, sobre la composicion mineral

(mmol kg''PS) de pimiento verde.

SC

SS

Ml
M2
M3

SCxM

E MI
M2
M3

C Ml
M2
M3

SS MI
M2
M3

N NO; P K Ca Mg
14534 6,4 107,6 833,1 46,7° 81,6
1477,9 5,9 111,5 884,7 50,0° 93,0
1468,6 4,9 109,9 815,6 37,1° 76,4
n.s. n.s. n.s. n.s. ok ok
1480,7 7,6°  111,8"  822,6° 48,6 84,3%
1457,7 6,2° 101,3*  825,8° 40,9 79,9
1469,0 3,0° 1178  894,1° 43,4 88,4
n.s. skskk Kk Kk n.s. skkk
1352,1° 11,8 101,2*  639,9° 53,9 71,4%
1579,6°  44*  1150" 9875 45,5 91,4%
1385,4* 2.8 1032 811,2*" 496 78,02
1490,3" 6,9  1133"  8854™ 559 96,9
1439,0° 6,7  1042" 849,12 43,6 85,7
1504,6° 42 117,1°  920,9 49.9 96,6
15434° 59 1157°  851,3" 397 78,17
1392,6° 7,1 88,5° 687,1% 37,7 65,7
1470,0° 1,8 124.8°  904,4™ 33,7 85,1
sksk % % sksksk n.s. sksksk

* ¥k y kxE - diferencias significativas entre medias a 5, 1 y 0,1% niveles de probabilidad, n.s.,
no significativo a p=5%. Diferentes letras en la misma columna indican diferencias

significativas entre medias segun el test de Tukey. Los valores son medias (n=16).
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En pimiento rojo, las concentraciones de Ca y Mg de frutos E y C fueron mas altas

que las observadas en frutos SS (Tabla 4.5). La época de muestreo y su interaccion con el

sistema de cultivo afectd significativamente a la concentracion de todos los elementos

minerales, excepto a la concentracion de Ca (Tabla 4.5). La concentracion N en frutos C se

redujo del M1 al M2, mientras que no se detectaron diferencias significativas en frutos E y

SS durante el ciclo de cultivo. En los sistemas C y SS se observd un aumento de la

concentracion de NO;3™ en el M2, no observada en el sistema C. Ademas, el cultivo SS dio

lugar a un aumento de la concentracion de P del M2 al M3. Las concentraciones de K y

Mg de los frutos E aumentaron del M1 al M2, mientras que en los sistemas C y SS el

aumento se observé del M2 al M3 (significativo so6lo en el caso de K en frutos SS).

Tabla 4.5. Efecto de los sistemas de cultivo (SC), ecoldgico (E), convencional

(C) y sin suelo (SS) y de la época de muestreo (M), al principio (M),

mediados (M2) y final (M3) del ciclo de cultivo, sobre la composicion mineral

(mmol kg''PS) de pimiento rojo.

SC

SS

Ml
M2
M3

SCxM

E Ml
M2
M3

C M1
M2
M3

SS M1
M2
M3

N NO; P K Ca Mg
1283,8 1,9 87,7 733,6 27,6° 65,2
1273,1 1,8 89,4 703,9 26,1° 67,2°
1232,9 1,7 83,4 669,2 19,5° 57,6°
n.s. n.s. n.s. n.s. ** **
1313,7° 0,9 79,4° 613,1 222% 5820
1192,3*  3,6° 79,4° 687,9° 27,6° 62,5
12782 0,8" 102,9° 797,3¢ 21,6 69,0°
* sksksk sksksk sksksk * kok
1202,6° 1,6° 778" 570,9* 18,0 49,1
1473,5° 23" 103,9"  867,7° 37,9 78,9°
1090,2* 1,7 743% 720,5" 25,9 63,1%
1425,9° 0,7 89,4 646,7% 28,1 68,0
1100,7* 4,2¢ 72,1% 646,1%° 27,5 61,1
1293,2° 0,5 107,3*  822,7% 23,2 72,8
1264,0°  0,6° 70,0° 601,7 18,2 53,0°
1087,3* 3,9 69,4 603,4 21,7 52,3
1350.4* 0,7 111,7° 807,0° 18,8 67,8%
sksksk skskk skeskeosk sksksk n.s. sksksk

* kg #kx diferencias significativas entre medias a 5, 1 y 0,1% niveles de probabilidad, n.s.,
no significativo a p=5%. Diferentes letras en la misma columna indican diferencias

significativas entre medias segun el test de Tukey. Los valores son medias (n=16).
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4.1.2.4. Propiedades fisicas del fruto

El efecto del sistema de cultivo en las propiedades fisicas de los frutos de pimiento
dependi6 del estado de maduracion estudiado. En pimiento verde, el sistema de cultivo
tuvo un efecto significativo sobre los parametros de color (L*, a* y b*), la firmeza y el
espesor de la carne (Tabla 4.6). El cultivo SS presenté menor valor de L* (luminosidad) y
b* (amarillo frente azul) y mayor de a* (rojo frente a verde) que los cultivos E y C. Los
frutos cultivados bajo sistema SS presentaron los valores mas altos de firmeza y espesor.
La época de muestreo tuvo un efecto significativo sobre todas las propiedades fisicas del
fruto (Tabla 4.6). En general, los frutos del M1 mostraron mayor peso medio, firmeza y
espesor. Por otro lado, los frutos del M3 presentaron los mayores valores de L*, b*, indice
de forma y contenido en agua. Se observo una interaccion significativa SC x M para todos
los parametros analizados, excepto para el indice de forma (Tabla 4.6) ya que la evolucion
de las propiedades fisicas de los frutos a lo largo del ciclo dependid del sistema de cultivo
estudiado. En general, el cultivo C mostrd las menores diferencias en peso, firmeza, L* y
a* entre los muestreos M1 y M2, pero present6 las mayores diferencias al comparar el M2

con el M3.

En pimiento rojo, a diferencia de los resultados encontrados en pimiento verde, el
peso del fruto y el indice de forma se vieron influenciados significativamente por el
sistema de cultivo (Tabla 4.7). Los frutos cultivados bajo el sistema SS presentaron los
valores de peso y firmeza més bajos, pero mayor espesor. Ademads, estos frutos presentaron
los menores valores de a* y b*. ANOVA detectdé un efecto significativo del muestreo
(Tabla 4.7) y una interaccion SC x M sobre todos los parametros analizados, a excepcion
de la interaccion SC x M para a* (Tabla 4.7). Mientras que en los sistemas E y SS no se
observaron diferencias en el peso del fruto entre los diferentes muestreos, en el M2 del
sistema C se alcanzaron valores significativamente mayores respecto al M1 y M3.
Respecto al indice de forma, en los sistemas E y C existi6 una tendencia a aumentar a lo
largo del ciclo de cultivo mientras que en el SS se observo una disminucion en el M2. La
tendencia del valor de firmeza a lo largo del ciclo también dependid del sistema estudiado;
mientras que en E y C el valor de firmeza disminuyd, en SS no se observaron diferencias
entre muestreos. Por ultimo, la disminucién del espesor con el tiempo fue mas acusada en

SSqueenEoC.
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Tabla 4.6. Efecto de los sistemas de cultivo (SC), ecologico (E), convencional (C) y
sin suelo (SS) y de la época de muestreo (M), al principio (M1), mediados (M2) y
final (M3) del ciclo de cultivo, sobre el peso (g), indice de forma (IF), firmeza (Firm;
kg cm™), espesor (Esp; mm), parametros de color (L* a* b*) y contenido en agua (%)

en pimiento verde.

Peso IF Firm Esp L* a* b* Agua
SC
E 186,9 0,99 51* 63 373"  -124° 153" 944
C 193,7 0,98 51* 6,7° 37,5  -12,3* 153" 94,7
SS 1914 1,00 56> 7,00  36,9* -11,7° 141 95,0
n.s. n.s. sksksk sksksk sksksk sksksk sksksk n.s.
M
M1 197,7° 0,95* 6,1° 72" 368  -11,7° 13,9° 94,4
M2 187.4* 1,000 53 64 37,00 -12,0° 148" 94,6
M3 187,1* 1,01° 43 64 379"  -12,7*  16,1°  951°
sksksk sksk skskk sksksk sksksk sksksk sksksk sk
SCxM

E M1 194,1% 1,01 58  6,6™ 372*  -12,6° 152° 93,9
M2 178,8° 1,03 48 6,0 37,00  -122™ 15,1 952
M3 1882 098  43® 63" 379 124%™ 156°  94,2°

C M1 200,9° 0,95 57° 7,5 37,00 11,9 141> 945"
M2 200,8° 1,00 55  63® 37,1 -11,8° 14,7  944®
M3 179,6™ 0,99  4,1* 63 384 -133 17,19  952%

SS M1 198.2¢ 0,95 6,6 7,5 363 -10,7%  124* 94,9
M2 1823 1,00 5,65 68 369"  -11,9 14,6 944°
M3 193,7°¢ 1,03 45" 6,6 37,5  -12,3"  154° 957°

skesksk n.s sksksk skeskosk & keskeosk eskeosk k3k

*xkx oy % diferencias significativas entre medias a 5, 1 y 0,1% niveles de probabilidad, n.s., no
significativo a p=5%. Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas entre
medias segun el test de Tukey. Los valores son medias (n=16).
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Tabla 4.7. Efecto de los sistemas de cultivo (SC), ecologico (E), convencional (C) y sin
suelo (SS) y de la época de muestreo (M), al principio (M1), mediados (M2) y final (M3)
del ciclo de cultivo, sobre el peso (g), indice de forma (IF), firmeza (Firm; kg cm™),

espesor (Esp; mm), parametros de color (L* a* b*) y contenido en agua (%) en pimiento

10jo.
Peso IF Firm Esp L* a* b* Agua
SC
E 201,0° 1,00 45" 6,5 358" 253> 157° 92,7
C 195,5° 0,99° 44>  64° 353* 26,66 16,1° 922
SS 187,77 1,03* 420 72 350 24,00 151* 924
sksksk sksk sksksk skskk sksksk sksksk sksksk n.s.
M
M1  189,3° 0,98°  46°  7,3b 359" 26,6 159 91,8
M2 202,7° 0,99° 44> 6,5 3500 256>  156°  92,1°
M3 1916 1,05 4,0* 64" 3510 23,60 154  93,1°
sksksk sksksk sksksk skskk sksksk sksksk sksk sksksk
SCxM

E M1 2022  49° 7,15 0,96® 36,7 294  15,8° 923%™
M2 2012 43" 61* 1,01 34,80 258 153  92,6%
M3 199,0°¢  4,1% 6,4* 1,04 36,07 23,3  16,0® 93,0°

C ML 183,00 46 6,7 092 354 285  16,6°  92.,6™
M2 21559 4,7% 6,3 0,99 358 26,5 16,5 91,5%
M3 1877 3.8 6,2 1,04  346™ 24,7 153"  924™

SS M1 181,9 42% 81% 1,05 358 251 15,2 90,7
M2 191,3% 4% 7,15 098° 343 247 14,90 922%
M3 1898  4,1% 6,5° 1,055 348" 23,6 150 94,1°

skesksk skesksk skesksk ks ek n.s * sksksk

*xx oy Fxx 0 diferencias significativas entre medias a 5, 1 y 0,1% niveles de probabilidad, n.s., no
significativo a p=5%. Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas entre medias
segun el test de Tukey. Los valores son medias (n=16).

4.1.2.5. Azucares solubles

En pimiento verde, la concentracion de azucares solubles no se vio afectada por el
sistema de cultivo pero si por la época de muestreo (Tabla 4.8). La concentracion de
glucosa y fructosa disminuyo6 al final de la cosecha, mientras que la concentracion de
sacarosa aumentd conforme avanzaba la temporada. Finalmente, ANOVA detecté una
interaccion significativa entre el sistema de cultivo y el muestreo (SC x M) para la

concentracion de sacarosa. Mientras que en el cultivo C no se observaron diferencias en el
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contenido de sacarosa entre los muestreos, en los cultivos E y SS se observd un aumento

significativo en la concentracion de este metabolito a lo largo de la temporada de cultivo.

Tabla 4.8. Efecto de los sistemas de cultivo (SC),
ecoldgico (E), convencional (C) y sin suelo (SS) y de
la época de muestreo (M), al principio (MI),
mediados (M2) y final (M3) del ciclo de cultivo,
sobre la concentracion de glucosa, fructosa y

] ..
sacarosa (mg g ) en pimiento verde.

Glucosa  Fructosa Sacarosa

SC
E 15,0 16,2 5,0
C 13,6 14,2 4,8
SS 14,8 15,6 4,7
n.s. n.s. n.s.
M
Ml 15,2° 16,5° 3,7
M2 16,1° 17,0 5,1%
M3 12,0 12,5 5,8°
sksksk sksksk sksksk
SCxM
E Ml 15,4 16,6 2,7°
M2 17,6 19,2 6,1
M3 11,9 12,7 6,3°
C Ml 13,7 15,0 4,3
M2 15,4 16,0 5,3%
M3 11,6 11,7 4.8
SS Ml 16,6 17,8 4,0
M2 15,3 15,9 3,8%
M3 12,4 13,0 6,3"
n.s. n.s. *

* Rk y k% diferencias significativas entre medias a 5, 1y 0,1%
niveles de probabilidad, n.s., no significativo a p=5%.
Diferentes letras en la misma columna indican diferencias
significativas entre medias seglin el test de Tukey. Los valores
son medias (n=16).

En pimiento rojo, las concentraciones de glucosa y fructosa fueron aproximadamente

1,8 veces mayores que en los pimientos verdes, mientras que la concentracion de sacarosa
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fue menor (Tabla 4.9). El sistema de cultivo C mostré concentraciones significativamente
mas bajas de sacarosa en comparacion con el cultivo E y el SS. A diferencia de los
resultados encontrados en pimiento verde, la concentracion de aztcares solubles no se vio

afectada por la época de muestreo.

Tabla 4.9. Efecto de los sistemas de cultivo (SC),
ecologico (E), convencional (C) y sin suelo (SS) y de
la época de muestreo (M), al principio (M1),
mediados (M2) y final (M3) del ciclo de cultivo,
sobre la concentracion de glucosa, fructosa y

_l .o .
sacarosa (mg g ) en pimiento rojo.

Glucosa Fructosa Sacarosa

SC
E 24,2 26,6 2,0%
C 27,5 31,6 1,7
SS 28,7 32,7 2,4°
n.s. n.s. *x

M
M1 27,2 31,2 2,2
M2 27,5 31,1 2,1
M3 25,6 28,6 1,9
n.s. n.s. n.s.

SCxM

E M1 24,9 28,2 2,3
M2 23,9 26,1 1,7
M3 23,9 25,4 2,0
C M1 29,5 34,2 1,7
M2 26,8 30,8 1,7
M3 26,0 30,0 1,6
SS Ml 27,1 31,3 2,5
M2 31,9 36,5 2,7
M3 27,0 30,5 2,1
n.s. n.s. n.s.

* ek y e diferencias significativas entre mediasa 5, 1y 0,1%
niveles de probabilidad, n.s., no significativo a p=5%.
Diferentes letras en la misma columna indican diferencias
significativas entre medias segun el test de Tukey. Los valores
son medias (n=16).
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4.1.2.6. Acidos orgdnicos

En pimiento verde, el sistema de cultivo tuvo un efecto significativo en la
concentracion de acidos malico y citrico en fruto, pero no se observaron diferencias en la
concentracion de acido ascorbico (Tabla 4.10). En general, la concentracion de acidos
organicos disminuy6 significativamente a lo largo del ciclo de cultivo. El efecto del
sistema de cultivo sobre la concentracion de acido malico dependio de la época de
muestreo (interacciéon SC x M); mientras que en el cultivo ecoldgico la concentracion de
acido malico disminuyd del M1 al M2, en los cultivos convencionales y sin suelo no se

observaron diferencias significativas entre muestreos.

En pimiento rojo no se detectd acido malico, mientras que la concentracion de acido
citrico fue aproximadamente 4 veces superior a la encontrada en frutos verdes. El sistema
de cultivo tuvo un efecto significativo sobre las concentraciones de acido ascoérbico y acido
citrico (Tabla 4.11). Los pimientos cultivados bajo sistema de cultivo SS mostraron la
mayor concentracion de acido ascorbico y, de forma similar a los resultados observados en
pimiento verde, los pimientos convencionales mostraron el valor mas alto de acido citrico.
Al igual que los pimientos verdes, los frutos rojos mostraron una disminucion de las
concentraciones de acido ascorbico y acido citrico a medida que avanzaba el ciclo de
cultivo (Tabla 4.11). El efecto del sistema de cultivo sobre la concentracion de dichos
compuestos dependi6 de la época de muestreo (Tabla 4.11). A diferencia del cultivo
ecoldgico, donde no se observaron diferencias significativas en la concentracion de 4cido
ascorbico entre muestreos, en los sistemas de cultivo C y SS la concentracion disminuy6
con el avance de la temporada. La concentracion de 4cido citrico disminuy6 del M1 al M2

en el cultivo C, mientras que permanecio constante en los otros dos sistemas de cultivo.
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Tabla 4.10. Efecto de los sistemas de cultivo (SC), ecolédgico (E), convencional (C)
y sin suelo (SS) y de la época de muestreo (M), al principio (M1), mediados (M2) y
final (M3) del ciclo de cultivo, sobre la concentracion de acido malico, acido
ascorbico, acido citrico y compuestos fendlicos totales, expresado como mg g PF,
clorofilas y carotenoides totales (f-caroteno), expresado como ug g'PF, en

pimiento verde.

Malico Ascorbico Citrico Fenolicos Clorofilas f-caroteno

SC
E 1,38° 1,48 0,83" 0,45 64,5 28,6
C 1,27 1,58 1,14° 0,46 67,2 28,0
SS 1,13* 1,60 0,96 0,47 67,2 27,8
ok n.s. Hkok n.s. n.s. n.s.
M
M1 1,42° 1,75° 1,08° 0,46° 80,1° 31,7°
M2 1,13° 1,47 0,97 0,52° 56,7 26,4
M3 1,22 1,43 0,89* 0,40 62,2° 26,3
skkk skkk sk skkk kkk kkk
SCxM
E M1 1,90 1,55 0,80 0,40 78,2 31,4
M2 1,02° 1,52 0,91 0,59¢ 543 29,1%
M3 1,22 1,39 0,79 0,37° 60,9 25,0
C M1 1,48 1,88 1,33 0,50 78,6 31,2%
M2 1,11 1,49 1,16 0,50 58,8 26,1%
M3 121%™ 1,37 0,94 0,38° 64,4 26,8
SS M1 0,89 1,83 1,10 0,49" 83.4 32,5
M2 127" 1,41 0,85 0,48 57,0 24,1°
M3 123" 1,55 0,94 0,44™ 61,3 26,8
Hokok n.s. n.s. *k n.s. *

¥ Rk y ok diferencias significativas entre medias a 5, 1 y 0,1% niveles de probabilidad, n.s., no
significativo a p=5%. Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas entre
medias segun el test de Tukey. Los valores son medias (n=16).
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Tabla 4.11. Efecto de los sistemas de cultivo (SC), ecolégico (E), convencional (C)
y sin suelo (SS) y de la época de muestreo (M), al principio (M1), mediados (M2) y
final (M3) del ciclo de cultivo, sobre la concentracion de acido malico, acido
ascorbico, 4cido citrico y compuestos fendlicos totales, expresado como mg g ' PF,
clorofilas y carotenoides totales (f-caroteno), expresado como ug g'lPF , en

pimiento rojo.

Malico Ascorbico Citrico Fenolicos Clorofilas f-caroteno

SC
E n.d. 1,93 431° 0,60° 42 102,4
C n.d. 1,95° 4,57 0,64° 4.4 113,5
SS n.d. 2,13° 4,16 0,71° 4,7 112,4
skkk skkk skkk n.s. n.s.
M
Ml  nd. 2,15¢ 4.61° 0,78° 1,2 124,1¢
M2  nd. 1,99 4,09 0,67 4,1 112,0°
M3  nd. 1,87 433" 0,50° 8,0° 92,2°
skkk skkk skkk kkk skkk
SCxM
E Ml  nd. 2,00 4,50° 0,73 1,2° 114,4%
M2  nd. 1,89%® 4,10° 0,60 7,87 116,3%
M3  nd 1,91%° 432° 0,47 3,7%° 76,6°
C Ml  nd. 2,16% 5,19° 0,80 1,2 141,6°
M2  nd 1,96 4.11° 0,66 1,9 101,1%°
M3  nd. 1,74 4.41° 0,46 9,9% 97,7%®
SS Ml  nd. 2,30° 4,12° 0,82 1,3 116,3%
M2  nd. 2,11%% 407" 0,73 2.4% 118,6™
M3  nd. 1,98 428° 0,58 10,3 102,4®
skck skkk n.s. * skksk

* ¥k y *¥x% | diferencias significativas entre medias a 5, 1 y 0,1% niveles de probabilidad, n.s., no
significativo a p=5%. Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas entre
medias segun el test de Tukey. n.d. no detectado. Los valores son medias (n=16).

4.1.2.7. Compuestos fendlicos totales

El efecto del sistema de cultivo sobre el contenido de compuestos fenolicos totales

solo fue significativo en pimiento rojo (Tablas 4.10 y 4.11), observandose una mayor
concentracion en frutos cultivados bajo sistema de cultivo SS. En ambos estados de
maduracion, verde y rojo, la concentracion de compuestos fendlicos disminuy6 al final del

ciclo de cultivo (Tablas 4.10 y 4.11). En pimiento verde, ANOVA detectd una interaccion



Capitulo 4

significativa SC x M (Tabla 4.10); en pimientos ecologicos se observo un ligero aumento
en el contenido compuestos fendlicos totales del M1 al M2, seguido de una disminucion en
el M3, mientras que, en pimientos convencionales, el contenido disminuy6 del M1 y M2 al
M3, y en pimientos cultivados en el sistema SS no se detectaron diferencias significativas

durante el ciclo de cultivo.

4.1.2.8. Clorofilas y carotenoides totales

El sistema de cultivo adoptado no afectd al contenido de clorofilas y carotenoides
totales en pimiento verde y rojo. Sin embargo, la concentracion total de estos compuestos
se vio significativamente afectada por la época de muestreo (Tablas 4.10 y 4.11). En
general, las concentraciones de clorofila y f-caroteno disminuyeron a medida que
avanzaba el ciclo de cultivo, excepto en pimiento rojo, donde la concentracion de clorofila
aumentd de M1 a M3 (Tabla 4.11). En pimiento rojo, ANOVA detecté una interaccion
significativa entre el sistema de cultivo y el muestreo (SC x M), para ambos compuestos,
mientras que en pimiento verde esta interaccion so6lo fue significativa para la concentracion
de p-caroteno. Respecto a pimiento rojo, mientras que en cultivo ecologico no se
observaron diferencias en el contenido de clorofilas entre muestreos, en convencional y sin
suelo se observd un aumento significativo en la concentracion de este compuesto de M2 a
M3. En pimiento verde cultivado en sistema sin suelo se observé una disminucion de la
concentracion de f-caroteno de M1 a M2, no observada en los otros dos sistemas de

cultivo.
4.1.2.9. Actividad antioxidante

Tanto en pimiento rojo como en verde, la actividad antioxidante de la fraccion
hidrofilica (AAH) fue entre 100 y 250 veces mayor que la actividad antioxidante de la
fraccion lipofilica (AAL) (Tabla 4.12). La mayor AAH de pimiento se obtuvo en el cultivo
SS en estado de maduracion rojo. La AAH, en general, aument6 seglin el orden E < C <
SS, tanto en fruto verde como en rojo, aunque en verde se observaron algunas excepciones
debido a una interaccion con el muestreo. Respecto a la AAL, en pimiento verde no se

observaron diferencias entre sistemas de cultivo o muestreos. Sin embargo, en pimiento
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rojo se observd una tendencia a aumentar durante el ciclo de cultivo, dependiente del

sistema de cultivo (interaccion SC x M).

Tabla 4.12. Efecto de los sistemas de cultivo (SC), ecoldgico
(E), convencional (C) y sin suelo (SS) y de la época de muestreo
(M), al principio (M1), mediados (M2) y final (M3) del ciclo de
cultivo, sobre la actividad antioxidante hidrofilica (AAH),
expresada como equivalentes de ascorbico (AEAC), y la
actividad antioxidante lipofilica (AAL), expresada como

equivalentes de trolox (TEAC), en pimiento verde y rojo.

Pimiento verde Pimiento rojo
AAH AAL AAH AAL
SC
E 2,217 0,009 4,68° 0,059
C 2,55%® 0,009 5,25° 0,061
SS 2,62° 0,008 6,17° 0,061
* n.s. Hdok n.s.
M
M1 2,86° 0,009 5,27 0,055°
M2 2,24° 0,008 5,43 0,058"
M3 2,28° 0,009 5,40 0,068°
Hdok n.s. n.s. Hokok
SCxM
E Ml 2,40%° 0,009 4,17 0,049°
M2 2,27 0,007 4,43 0,057
M3 1,96° 0,010 5,43 0,070°
C M1 3,09° 0,009 5,54 0,064™°
M2 2,427 0,009 5,36 0,051*
M3 2,15%® 0,010 4,84 0,068°
SS M1 3,09° 0,010 6,10 0,053%
M2 2,03 0,007 6,49 0,066
M3 2,74% 0,008 5,94 0,064
* n.s. n.s. Hokok

*xx oy xx* - diferencias significativas entre medias a 5, 1 y 0,1% niveles de
probabilidad, n.s., no significativo a p=5%. Diferentes letras en la misma
columna indican diferencias significativas entre medias segun el test de
Tukey. Los valores son medias (n=16).
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4.1.2.10. Correlaciones

El valor de actividad antioxidante de la fraccion hidrofilica (AAH) se correlacion6
significativamente (Pearson, P<0,01) con el contenido de 4cidos organicos y compuestos
fenolicos del fruto (Tabla 4.13). En pimiento verde, el mayor valor de coeficiente de
correlacion con la AAH fue el obtenido con acido ascorbico, seguido de los compuestos
fendlicos. Sin embargo, la correlacion entre AAH y los compuestos fenolicos en frutos
rojos fue mayor que la observada para el acido ascorbico. A pesar de que la concentracion
de acido citrico fue menor en pimiento verde que en rojo (Tablas 4.10 y 4.11), la tnica
correlacion entre el acido citrico y la AAH se observo en el primer estado de maduracion.
Los valores de AAL se correlacionaron significativamente con la concentracion de

clorofilas (en pimiento verde y rojo) y carotenoides totales (en pimiento rojo).

Tabla 4.13. Valores de significancia (P) segun el test de Pearson para las
correlaciones entre la actividad antioxidante (AAH y AAL) y la
concentracion de compuestos antioxidantes, como compuestos fenolicos

totales, acido malico, acido ascorbico, acido citrico, clorofilas y f-

caroteno.
Correlaciéon Pimiento verde Pimiento rojo

AAH - Fenolicos totales 0,467++ 0,571++
AAH - Milico -0,322++ -
AAH — Ascorbico 0,660++ 0,367++
AAH - Citrico 0,436++ -0,148
AAL - Clorofilas 0,480++ 0,235++
AAL - B-caroteno 0,036 0,500++
Clorofilas — -caroteno 0,414++ 0,044

+,++ correlaciones significativas a 0,05 y 0,01 respectivamente.
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4.1.3. Discusion

Los andlisis de plaguicidas en pimientos cultivados bajo sistemas C y SS mostraron
residuos de compuestos permitidos para el control de plagas de acuerdo con el Protocolo
de Produccion Integrada de pimiento. Por el contrario, no se observaron residuos de
plaguicidas en los pimientos bajo cultivo E. En cuanto a la fertilizacion con N, los valores
de 0N en hoja fueron significativamente diferentes entre sistemas de cultivo. Aunque
estos resultados no son concluyentes, reflejan las diferentes practicas de fertilizacion
realizadas en cada sistema de cultivo. Los valores mas altos de "N de los fertilizantes
organicos comparados con los de los fertilizantes de sintesis es debido a que la
volatilizacioén del amoniaco, durante el proceso de descomposicion de la materia organica,
se produce preferentemente sobre el isotopo mas ligero (‘*N), enriqueciéndose el abono en
el mas pesado (°N) (Flores et al., 2007). Los resultados encontrados en nuestro estudio,
son indicativos de que la fertilizacion nitrogenada en el cultivo E se baso exclusivamente
en productos de origen organico (mayores valores de §'°N), mientras que en el cultivo SS
el N provenia de fertilizantes sintéticos (menores valores de d'°N). Los valores registrados
para el cultivo C estuvieron entre los valores del cultivo E y el SS, ya que en este caso el N

provenia tanto de los fertilizantes sintéticos como de la materia organica del suelo.

La limitacion del aporte de N en agricultura ecologica es, segin diversos autores, uno
de los principales problemas de este sistema de cultivo ya que, aunque los abonos
organicos por lo general contienen la cantidad necesaria de N para el crecimiento de la
planta, solo una parte de este nutriente estd en formas inmediatamente disponibles
(Haraldsen et al., 2000; Bafiuelos y Pasakdee, 2002; Haneklaus et al., 2002). Sin embargo,
en el presente estudio, no se observaron diferencias en la concentracion de N en hoja entre
los cultivos E y C. Por el contrario, la concentracion de NO;™ fue mayor en el sistema de
cultivo C que en el E. E1 NO3™ se acumula en el tejido de la planta a través de un “consumo
de Iujo” (Grindlay, 1997) y por lo tanto, en condiciones no limitantes de N, las diferencias
en la concentracion de N en la planta son més evidentes en la fraccion nitrica (Flores et al.,
2007). Debido a la menor disponibilidad de N en el cultivo ecolédgico, las frutas y verduras
cultivadas bajo este sistema contienen, por lo general, menores concentraciones de NOj5
que las cultivadas en sistema convencional (Worthington, 2001; Rembialkowska, 2003).

Esto contribuye a la percepcion de que los productos cultivados bajo produccion ecoldgica
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son mas saludables, ya que el nitrato presente en los alimentos puede ser metabolizado a
compuestos potencialmente cancerigenos (Santamaria, 2006). Sin embargo, a pesar de las
diferencias observadas en la concentraciéon de NOj3™ en hoja, en general, no se detectaron
diferencias significativas entre sistemas de cultivo en los frutos de pimiento. Ademas, al
comienzo de la cosecha (M1), el cultivo E mostr6 los valores de concentracion de NOj
mas altos, probablemente por la mayor disponibilidad de N procedente del suelo debido a

la descomposicion de la materia organica durante la biosolarizacion.

El sistema de cultivo SS presentd los valores mas altos de concentracion de K en
hoja. Sin embargo, en el fruto, no se observaron diferencias entre los sistemas de cultivo,
probablemente debido a que, bajo condiciones no limitantes de K, y debido a la alta
movilidad de este elemento en la planta, los 6rganos preferentemente suministrados via
floema (frutos) estan repletos en este nutriente independientemente del K suministrado y
por lo tanto, el aumento de la dosis de K no conduce a aumentar el contenido de K en los
frutos (Flores et al., 2004). Los valores de concentracion de Ca en el fruto fueron mayores
en los sistemas de cultivo en suelo (E y C) que en el cultivo sin suelo (SS), tanto en
pimiento verde como en rojo. El transporte de Ca en el xilema se produce principalmente
por flujo de masa, y la competencia entre la transpiracion de las hojas y la débil
transpiracion de las zonas meristematicas es altamente dependiente de las relaciones
hidricas en la planta (Clarkson, 1984). Por lo tanto, las diferencias observadas en la
concentracion de Ca de los frutos entre los sistemas de cultivo se pueden atribuir a
diferencias en la disponibilidad de agua para la planta en cultivos de suelo y sin suelo; y
por consiguiente a diferencias en el transporte de Ca al fruto. En frutos, la concentracion de
Mg aumento segun el orden SS < E < C. En los cultivos SS, el Mg se aplica generalmente
en forma de sales inorganicas, mientras que en los cultivos E proviene del suelo y de
compuestos organicos. Sin embargo, en los cultivos C, el Mg proviene del suelo y de sales
inorganicas, altamente disponibles para la planta. Esto podria explicar los valores mas altos

de Mg en pimientos C en comparacion con pimientos E y SS.

El sistema de produccion utilizado afectd al color, firmeza y espesor de la carne de
los frutos. Los pimientos bajo cultivo SS presentaron los valores mas bajos de L*, lo que
significa una disminucién de la luminosidad con respecto a los pimientos E y C. Ademas,
los pimientos SS presentaron los mayores valores de a* (menos verde) en pimiento verde y

los menores valores de a* (menos rojo) en pimiento rojo, aunque estas diferencias no
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fueron significativas en todas las etapas de maduracion. Estos resultados reflejan una
menor calidad respecto al color de los frutos de los pimientos SS con respecto a pimientos
E y C. Por otro lado, los frutos en estado de maduracion verde cultivados bajo sistema SS
presentaron los valores mas altos de firmeza y espesor. Sin embargo, en el mismo sistema
de cultivo, los frutos rojos presentaron los valores mas bajos de firmeza (excepto en M3), a
pesar de tener el mayor espesor. En un estudio previo realizado con frutos de tomate
cherry, se encontraron diferencias en la morfologia de las células del pericarpio entre frutos
cultivados bajo sistemas ecoldgico, convencional e hidropdnico, que podrian explicar las
diferencias en el espesor y la firmeza encontradas (Stertz, 2005). Por ultimo, las diferencias
encontradas en el tamano de frutos rojos entre sistemas de cultivo pudieron deberse a los
criterios seguidos por los agricultores durante la recoleccion; los pimientos verdes se
recogieron cuando aproximadamente el 90% de los frutos estaban desarrollados
completamente, mientras que, siguiendo criterios econdémicos, un numero variable de
frutos se mantuvieron en la planta hasta el estado de maduracion rojo. Por lo tanto en
pimientos rojos los parametros del fruto relacionados con el tamafio podrian verse
afectados por esta practica. Las propiedades fisicas del fruto que se vieron afectadas por el
sistema de cultivo también se vieron afectadas, en un grado similar o incluso mayor, por la

época de muestreo. Ademas, se observaron multiples interacciones entre estos dos factores.

Las diferencias encontradas entre sistemas de cultivo en la concentracion de azucares
solubles alcanzaron valores del 38% (para sacarosa, comparando pimientos verdes
ecoldgicos y sin suelo del segundo muestreo), mientras que, las diferencias entre
recolecciones llegaron a alcanzar valores del 55% (para sacarosa, comparando pimientos
verdes ecoldgicos del primer y segundo muestreo). El factor mas importante que determiné
la concentracion de azucar en pimiento fue el estado de maduracion, siendo el pimiento
rojo el que presentd una mayor concentracion de glucosa y fructosa. Estos resultados se
atribuyen tanto a la acumulacién de hexosas durante la maduracion, a través de la enzima
invertasa 4cida, como a la descomposicion de sacarosa durante la ultima fase de

maduracion a traveés de la sacarosa sintasa (Nielsen ef al., 2006).

Entre los compuestos analizados, el acido ascorbico es de particular importancia, ya
que estd implicado en procesos fisioldogicos importantes tales como la biosintesis de
coldgeno y de hormonas y por su papel protector en procesos inflamatorios a través de sus

propiedades antioxidantes (Li y Schellhorn, 2007; Aguirre y May, 2008). Varios autores
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describen un mayor contenido de vitamina C en vegetales cultivados en sistemas
ecoldgicos, en comparacion con los cultivados sistemas convencionales (Worthington,
2001). En pimiento, las diferencias en vitamina C entre los sistemas de cultivo fueron
significativas so0lo en estado de maduracion rojo; los frutos bajo sistema SS mostraron
valores mas altos de vitamina C que los cultivados en suelo (E y C), mientras que no se
observaron diferencias entre pimientos E y C. De la misma manera, la concentracion de
compuestos fenolicos s6lo se vio afectada por el sistema de cultivo en frutos rojos,
observandose de nuevo los valores mas altos en pimientos SS. Por el contrario, la
concentracion de clorofilas y f-caroteno no se vio afectada por el sistema de cultivo. Segun
algunos autores, el mayor contenido de compuestos bioactivos en frutas y hortalizas
ecologicas respecto a las convencionales se debe principalmente a un efecto de
concentracion como consecuencia de un menor contenido de agua (Hajslova et al., 2005).
Segun otros autores, el mayor contenido de nutrientes en los vegetales ecoldgicos se debe
principalmente a la baja disponibilidad de N (Magkos et al., 2003). Sin embargo, en
nuestro estudio no se encontraron diferencias en el contenido de agua de los frutos entre
los sistemas de cultivo y ademas, no se observaron diferencias en el contenido de N entre
cultivos E y C. Las diferencias encontradas con respecto a los resultados mostrados en
otros estudios pueden deberse, por un lado, a que en muchos de esos trabajos se
comparaban cultivos convencionales, en los que se utilizaban altas dosis de fertilizacion,
con cultivos ecologicos en los que la nutricién nitrogenada limitaba el desarrollo de la
planta (Haneklaus et al., 2002). Por el contrario, en el manejo de la nutricion mineral de los
invernaderos ecoldgicos incluidos en nuestro estudio, se utilizaron diversas fuentes de N de
origen organico (extractos solubles de estiércol, aminoacidos, extractos de algas marinas,
etc.), por lo que las plantas disponian de una fuente de N constante y no limitante. De
acuerdo con otros estudios en pimiento en los que un aumento de la concentracion de N en
el medio de crecimiento no condujo a modificaciones en las concentraciones de acido
ascorbico y compuestos fendlicos o en el contenido de agua de las frutas (Flores et al.,
2004), en nuestro estudio no son de esperar grandes diferencias en el contenido de
metabolitos en pimiento ecologico, atribuibles a una limitacion en la nutricidon mineral.
Existe poca informacion sobre la calidad de los frutos obtenidos en sistemas de produccion
sin suelo respecto a los cultivados en suelo. Rouphael et al. (2004) encontraron
concentraciones de minerales y carbohidratos mayores en los frutos de calabacin

cultivados sin suelo respecto a los cultivados en suelo. Estos autores atribuyen la mayor
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calidad y rendimiento obtenido en los sistemas de cultivo sin suelo a un mejor control de la
nutricién y una mayor eficiencia del uso del agua en comparacion con el cultivo realizado
en suelo. En tomate, s6lo se observaron pequeiias diferencias en la composicion mineral y
el contenido de azucares y acido ascorbico entre los dos métodos de produccion (Kunsch et
al., 1994). En tomate cherry y lechuga, se observaron diferencias en la evolucion de las
concentraciones de acido ascorbico y minerales durante el almacenamiento entre productos
cultivados en suelo y sin suelo (Chiesa et al, 2005). Segin Chassy et al. (2006) la
composicion nutricional de pimiento esta poco influenciada por los sistemas de cultivo y
muestra una respuesta diferente de otros cultivos en cuanto a la biodisponibilidad de
nutrientes. En el presente estudio se observo una tendencia a disminuir la concentracion de
metabolitos de los frutos a lo largo del ciclo de cultivo atribuible al aumento paralelo de la
produccion que podria conducir a una dilucion de metabolitos en frutas y a la disminucion

de la energia y reserva de nutrientes de la planta en las ultimas etapas fenologicas.

La medida de actividad antioxidante constituye una cuantificacion global del
contenido de metabolitos con propiedades antioxidantes, a los que se le atribuye la
capacidad de mitigar los efectos del estrés oxidativo en el desarrollo de diversas
enfermedades y en el proceso de envejecimiento (Kalt, 2005). En frutos, los antioxidantes
mas abundantes son la vitamina C, los carotenoides y los compuestos fenodlicos. En
particular, en pimiento, la actividad antioxidante de la fraccion hidrofilica (AAH) se
correlacioné significativamente con el contenido de acido ascorbico y compuestos
fenolicos de fruto, y aumento, paralelamente a la concentracion de dichos metabolitos, del
estado de maduracion verde al rojo. La actividad antioxidante de la vitamina C y de los
compuestos fendlicos se basa en la donacién de electrones y, en el caso de algunos
compuestos fenodlicos, en la quelacion de iones metalicos. En particular, se ha demostrado
en diversos frutos que la actividad antioxidante se correlaciona con los compuestos
fenolicos en mayor grado que con la vitamina C (Bahorun et al., 2004). El pimiento
cultivado sin suelo mostro los valores mas altos de AAH en ambos estados de maduracion.
La actividad antioxidante de la fraccion lipofilica (AAL) representd una proporcion muy
baja de la actividad antioxidante total. En pimiento verde, la AAL se correlacion6
significativamente con el contenido en clorofilas. La clorofila y sus derivados son
conocidos por poseer actividad antioxidante a través de su capacidad para reducir los

radicales libres (Ferruzzi et al., 2002). Por ultimo, en pimiento rojo, se observod una
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disminucién de la concentracion de clorofilas y un aumento de la de carotenoides, que se

correlaciond significativamente con un aumento de los valores de AAL.

4.2. APROXIMACION EXPERIMENTAL

4.2.1. Material y métodos

4.2.1.1. Sitio de estudio, material vegetal y diseiio experimental

El estudio se realiz6 en la finca experimental "Torreblanca" del Instituto Murciano
de Investigacion y Desarrollo Agrario y Alimentario (IMIDA), ubicada en Torre-Pacheco
(Murcia), en el sureste de Espafia (37° 47°, 0° 53° O, 45 m sobre el nivel del mar). Se
cultivaron plantas de pimiento (Capsicum annuum L.) de dos variedades comerciales:
Almudén (tipo Lamuyo) y Quito (tipo California). El cultivo se realizo de acuerdo con el
manejo de la nutricién propia de los sistemas de produccion ecologica (E), convencional
(C) y sin suelo (SS). Por cuestiones de disponibilidad, el estudio comparativo se realizé en
dos fases. En un primera fase (campana 2007), se realiz6 el ensayo comparativo entre el
sistema ecoldgico y convencional. Dentro del invernadero, las plantas se dividieron en
cuatro subparcelas (dos por tratamiento). Dentro de cada subparcela, las plantas se
distribuyeron en filas, con un marco de plantacion de 0,4 x 1 m (once filas por
tratamiento). Los frutos se recolectaron de plantas situadas en las filas centrales para evitar
el “efecto borde”. Siguiendo el mismo disefio experimental, en una segunda fase (campafa
2008) se realizé el ensayo comparativo entre los sistemas de cultivo en suelo y sin suelo,

utilizando dos invernaderos adyacentes, uno para cada sistema de cultivo.

4.2.1.2. Manejo del cultivo

4.2.1.2.1. Ensayo 1: ecologico vs convencional

El suelo donde se desarrollaron los sistemas de produccion ecoldgico y convencional

presentaba una textura franco arcillosa y se desinfecté mediante biosolarizacion, aplicando
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enmienda ovina y gallinicea a razon de 5 kg m™. El estiércol utilizado presentaba las
siguientes caracteristicas: pH (1:10 p/v) = 7,4, conductividad eléctrica (1:10) 8,7 dS m'l,
41% de materia organica, 1,8% N, 0,2% P, 1,4% K, 7,1% Ca, 1,0% Mg, 0,2 ppm Fe, 76,8
ppm Mn, 49,3 ppm Zn, 12,5 ppm Cu y relacion C/N = 13,2. Después de la aplicacion de
estiércol el suelo se cubrid con una pelicula de pléstico y el invernadero se cerrd durante 3
meses (agosto-octubre). Las caracteristicas del suelo de las parcelas ecoldgicas y
convencionales en el momento de la siembra se presentan en la Tabla 4.14. En el cultivo
ecoldgico, la fertilizacion se realizdO con abonos organicos certificados segun el
Reglamento Europeo (CE) 834/2007 para su uso en cultivos ecologicos: Ecoamin®
(aminoécidos con un 3,0% de N total y un 1,9% de N organico) y Basuras Pedrin® (1,0%
N, 0,02% P, 1,0% K, 350 ppm Ca, 250 ppm Mg, 350 ppm Fe, 275 ppm Mn, 600 ppm Zn y
0,5 ppm Cu). Las plantas del cultivo convencional se fertilizaron con Ca(NO;),, KH,;POy,
NH4NO;, KNO3; y MgSOs, siguiendo las pautas de bajos insumos, a razén de 373 N, 56 P,
485 K, 65 Ca 'y 26 Mg kg ha™, respectivamente. El control de plagas se realizé de acuerdo
al Protocolo de Produccion Integrada para los cultivos de pimiento (BORM, 2007).

Tabla 4.14. Caracteristicas iniciales del suelo (después de la biofumigacion

y antes del comienzo del cultivo).

Ensayo 1 Ensayo 2

Convencional Ecolégico Suelo
pH 7,6 7,9 7,7
CE (dSm™) 15,4 11,7 17,1
Na soluble 55,2 56,0 75,2
CI' (meq L™ 82,1 60,6 100,5
SO (meq L™ 51,0 55,1 63,0
NO; (meq L™ 30,0 14,2 26,9
P asimilable (mg L") 131,0 114,9 125,7
K" soluble (meq L™) 19,5 19,8 16,9
Ca*" soluble (meq L) 38,6 43,6 46,6
Mg** soluble (meq L) 53,1 44,9 57,7
N organico (%) 0,18 0,20 0,20
Materia organica (%) 2,98 2,96 3,0
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4.2.1.2.2. Ensayo 2: suelo vs sin suelo

El manejo del cultivo en suelo se realizo siguiendo las mismas pautas especificadas
para el cultivo convencional (ensayo 1). En el sistema sin suelo, las plantas se cultivaron
en sustrato de perlita (30%) y fibra de coco (70%). La solucion de nutrientes utilizada para
el riego, tenia la siguiente composiciéon (mM) de macronutrientes: 18,0 NO;3", 1,0 H,PO4,
1,0 SO42', 5,5 Ca, 6,5 K y 1,7 Mg. La concentracion de micronutrientes (ppm) fue la
siguiente: 2,0 Fe, 1,0 Mn, 0,1 Zn, 0,3 B, 0,1 Cu y 0,06 Mo. El control de plagas se llevo a
cavo segun el Protocolo de Produccion Integrada para los cultivos de pimiento (BORM,

2007).

4.2.1.3. Recoleccion y preparacion de las muestras

Los frutos de pimiento se recolectaron en estado de maduracion verde. En cada
muestreo se recogieron seis repeticiones por tratamiento, cada uno compuesto de diez
frutos de diferentes plantas. En el primer ensayo (ecoldgico vs convencional) se realizaron
tres muestreos a 164 (M1), 186 (M2) y 223 (M3) dias después del trasplante. En el
segundo ensayo (suelo vs sin suelo) se realizaron dos muestreos a 159 (M1) y 181 (M2)
dias después del trasplante. Los pimientos se pesaron en fresco y se determino el color, el
calibre ecuatorial y longitudinal, la dureza y el espesor de la pulpa. Posteriormente los
pimientos se lavaron con agua desionizada, se retiraron las semillas y se trocearon. Los
pimientos de una misma repeticion se dividieron en dos partes. Una parte se homogeneizo
con N, liquido y se congelo a -80 °C para la determinacion de compuestos fenolicos,
clorofilas, carotenos, aztcares solubles, acidos organicos, asi como la capacidad
antioxidante del fruto. La otra parte, se seco en estufa a 60 °C y se molio para determinar la

composicion mineral.

4.2.1.4. Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos se realizé con el programa SPSS 18.0. Los datos
se sometieron a analisis de varianza (ANOVA) para los factores principales (sistema de

cultivo y muestreo) y la interaccion entre ambos. Los valores medios se compararon con el
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test de rango multiple de Tukey y para detectar correlaciones bivariadas significativas se

realizo la prueba de Pearson

4.2.2. Resultados

Independientemente del sistema de cultivo estudiado, los frutos de los cultivares
Almudén y Quito, pertenecientes respectivamente a los tipos de pimiento Lamuyo y
California, mostraron diferencias en sus caracteristicas fisicas y su composicion mineral
(Tabla 4.15). Los frutos de Almudén fueron mas grandes (mayor peso medio) y mas largos
(mayor indice de forma), mientras que los frutos de Quito eran mas duros (mayor firmeza)
y mas gruesos (mayor espesor de la carne). En cuanto a los parametros de color, Almudén
mostrd mayor valor de b* (amarillo frente azul) y croma (saturacion del color), pero menor
a* (rojo frente a verde) y hue (tono) que Quito. No se observaron diferencias significativas
en L* (luminosidad) entre cultivares. Respecto a la composicion mineral de fruto, Quito
acumuld mas P y Mg mientras que Almudén mostrdé una mayor concentracion de NOs’,

aunque no se observaron diferencias significativas en la concentracion de N entre ellos.

Tabla 4.15. Parametros fisicos y composicion mineral de pimiento Almudén (A) y Quito (Q):
Peso del fruto (g), indice de forma (IF), firmeza (Firm; kg cm™), espesor de la carne (Esp; mm),

parametros de color (L* a* b*), hue (h°), croma (C) y concentracion mineral (mmol kg™ PS).

Peso IF Firm Esp L* a* b* h° C Ca K Mg P N NO5
A 2052 14 3,6 5,5 38,6 -13,4 17,2 128,4 21,8 30,2 668,7 64,3 104,7 14259 44
Q 1850 1,0 4,1 6,0 38,1 -12,6 15,5 129,4 20,0 31,2 676,5 72,4 115,6 14943 24

skeskeosk sesfesk sk seskesk n.s. kk skesfesk skeskeosk skeskosk n.s. n.s. skesksk % n.s. *

* k% oy kx% | diferencias significativas entre medias a 5, 1 y 0,1% niveles de probabilidad, n.s., no significativo a
p=5%. Los valores son media (n=6).

Las diferencias entre Almudén y Quito respecto a su calidad nutricional, dependieron
del sistema de cultivo estudiado (Tabla 4.16). En cultivos ecoldgicos y convencionales,
Quito mostr6 una mayor concentracion de compuestos antioxidantes lipofilicos como,

clorofilas y carotenoides totales (P<0,01). No se observaron diferencias significativas entre
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cultivares en la concentracion de los compuestos hidrofilicos, excepto en glucosa y
fructosa, que fueron mayores en Almudén. En el cultivo sin suelo, Almudén mostré una
mayor concentraciéon de compuestos hidrofilicos tales como compuestos fendlicos totales,
acido ascorbico, acido citrico, y fructosa (P<0,05), pero no se observaron diferencias

significativas en la concentracion de compuestos lipofilicos entre los dos cultivares.

Tabla 4.16. Composicion nutricional de pimiento Almudén y Quito bajo cultivo
ecoldgico, convencional y sin suelo. Actividad antioxidante en la fraccion hidrofilica
(AAH) vy lipofilica (AAL), expresada como moles equivalentes de trolox g,
concentracion de clorofilas (Clorof) y carotenoides totales (f-carot), expresadas como
ug ¢,y concentracién de compuestos fenolicos totales (Fenolic), acido ascorbico
(AA), acido citrico (Citric), glucosa (Glu), fructosa (Fru) y sacarosa (Sac), expresadas

-1
comomgg’.

AAL AAH Clorof p-carot Fenolic AA Citric Glu Fruc Sac

Ecologico

Almudén 0,14 4,05 50,1 255 0,33 1,27 146 17,8 17,5 28

Quito 0,15 4,770 55,5 29,3 0,37 1,45 1,46 16,1 154 46
n.s. n.s. ok ok n.s. n.s. n.s. * ok n.s.

Convencional

Almudén 0,11 3,79 452 235 0,34 1,31 1,60 182 18,0 4,6

Quito 0,12 483 554 275 0,40 1,53 1,73 15,7 14,8 6,7
n.s.  n.s. ok ok n.s. n.s. n.s. RRE S REE g,

Sin Suelo

Almudén 0,22 4,88 59,5 284 0,43 1,21 0,57 10,6 12,7 2,1

Quito 0,20 4,24 533 26,0 0,31 0,81 0,36 9,8 11,0 1,2
ns. ns. ns. n.s. * * * n.s. * n.s.

* kg k% diferencias significativas entre medias a 5, 1 y 0,1% niveles de probabilidad, n.s., no
significativo a p=5%. Los valores son media (n=6).

Independientemente de la variedad y del sistema de cultivo estudiado, la fraccion
hidrofilica represent6 el 96% de la actividad antioxidante total de los frutos de pimiento.
Mientras que la actividad antioxidante de la fraccion lipofilica de los frutos (AAL) estuvo
principalmente correlacionada con la concentracion de compuestos lipofilicos como

clorofilas y carotenoides totales (P<0,01), la actividad antioxidante de la fraccion
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hidrofilica (AAH) se correlacion6 significativamente con la concentracion de compuestos

fenolicos, acido ascorbico y sacarosa (P<0,01).

4.2.2.1. Ecologico vs convencional

Respecto a la composicion mineral del fruto, los pimientos cultivados bajo sistema C
mostraron una mayor concentracion de N y P que los frutos ecologicos,
independientemente de la variedad estudiada (Tablas 4.17 y 4.18). En Almudén se observo
la mayor concentracion de NOs™ en frutos convencionales. Ademas, en este cultivar se
detectd un efecto del muestreo (M) sobre la concentracién de N, NOs', P y Ca (Tabla 4.17).
En el segundo muestreo (M2), las concentraciones de N y Ca alcanzaron los valores mas
alto y mas bajo del ciclo de cultivo, respectivamente. La concentracion de P aumento al
final de la cosecha (M3), mientras que la concentracion de NOs3™ disminuyd. En Quito, el
efecto del muestreo so6lo fue significativo para P y Ca, mostrando un patrén a lo largo del
ciclo de cultivo similar al observado en Almudén (Tabla 4.18). Ademas, se observd una
interaccion significativa entre el efecto del sistema de cultivo y el muestreo (SC x M) sobre
la concentracion de Mg en Almudén, debida a que, mientras en el cultivo C dicha
concentracion se mantuvo constante durante la temporada de cosecha, en el cultivo

ecologico fue mayor al final del ciclo de cultivo (Tabla 4.17 ).
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Tabla 4.17. Efecto de los sistemas de cultivo (SC), ecoldgico (E) y
convencional (C), y de la época de muestreo (M), al principio (M),
mediados (M2) y final (M3) del ciclo de cultivo, sobre la composicion

mineral (mmo kg PS) de pimiento Almudén.

N NO;y P K Ca Mg
SC
E 13374 23 95,1 666,7 30,4 66,5
C 14430 3.6 104,7  649,0 34,7 63,1
*k * *k n.s. n.s. n.s.
M
M1 1333,9°  34° 92,7° 623.6 23.4° 65,2
M2  1475,6° 3.5° 92,7° 646,5 11,9° 63,2
M3 1361,0° 1,5 114,4° 7034 62,4° 66,0
kk Kk skksk n.s. kkok n.s.
SCXM
E Ml 12773 3.2 84,2 6147 23,1 64,7
M2 14353 2,7 89,1 652,5 9,5 63,9

M3 12996 0,9 112,1 7327 58,7 70,9°

C MIl 1390,6 3,6 101,1 632,4 23,8 65,8
M2 1515,9 4.5 96,2 640,4 14,3 62,5°
M3 14224 2,4 116,7 674,1 66,1 61,1°

n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. *

* Fx oy kxk | diferencias significativas entre medias a 5, 1 y 0,1% niveles de probabilidad,
n.s., no significativo a p=5%. Diferentes letras en la misma columna indican diferencias
significativas entre medias segun el test de Tukey. Los valores son media (n=6).
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Tabla 4.18. Efecto de los sistemas de cultivo (SC), ecologico (E) y
convencional (C), y de la época de muestreo (M), al principio (M1),
mediados (M2) y final (M3) del ciclo de cultivo, sobre la composicion

mineral (mmol kg™ PS) de pimiento Quito.

N NOy P K Ca Mg
SC
E 1350,1 1,0 101,5 626,1 30,4 72,9
C 1536,4 0,9 116,5 653,7 359 73,3
ok n.s. * n.s. n.s. n.s.
M
M1 1397,5 0,9 102,4*  604,2 21,9° 70,7
M2 1425,6 1,1 101,4*  633,7 13,2° 68,4
M3 1524,0 0,8 125,5°  688,0 68,0° 81,1
n.s. n.s. ok n.s. ok n.s.
SCXM

E M1 12944 1,1 95,9 576,2 22,6 68,5
M2 1383,6 0,8 98.3 661,7 10,1 70,8

M3 1377,9 1,1 1124 664,0 65,5 81,1
C M1 1500,6 0,6 108,9 632,3 21,3 72,9
M2 1467,6 1,3 104,6 605,6 16,4 65,9
M3 1641,0 0,5 136,0 723,1 70,0 81,2
n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

* kg Rk diferencias significativas entre medias a 5, 1 y 0,1% niveles de probabilidad,
n.s., no significativo a p=5%. Diferentes letras en la misma columna indican diferencias
significativas entre medias segun el test de Tukey. Los valores son media (n=6).

El sistema de cultivo afectd a las propiedades fisicas del fruto de forma similar en
ambos cultivares; los pimientos convencionales mostraron mayores valores de peso medio,
firmeza y espesor que los pimientos ecologicos, aunque el efecto sobre el espesor solo fue
significativo en Quito (Tablas 4.19 y 4.20). No se observaron diferencias significativas en
el indice de forma entre pimientos ecologicos y convencionales en ninguno de los
cultivares estudiados. La época de recoleccién (muestreo) tuvo una influencia significativa
sobre todos los atributos fisicos del fruto, excepto sobre el indice de forma. Almudén y
Quito mostraron una disminucién del peso medio del fruto con el avance del ciclo de
cultivo. Los valores mas altos de firmeza se observaron a mitad (M2) y los més bajos al
final (M3) del ciclo de cultivo. ANOVA detect6 una interaccion significativa entre SC x M
sobre el peso medio del fruto en ambos cultivares; mientras que en el cultivo C el peso del

fruto disminuyd a medida que avanzaba el ciclo de cultivo, en el cultivo E este parametro

91



Capitulo 4

se mantuvo constante. Ademads se observo una interaccion entre SC x M sobre el espesor

en Quito, debido a que este parametro aumentd de M1 a M2 en frutos ecoldgicos, pero no

en convencionales.

Tabla 4.19. Efecto de los sistemas de cultivo (SC), ecologico (E) y

convencional (C), y de la época de muestreo (M), al principio (M1), mediados

(M2) y final (M3) del ciclo de cultivo, sobre el peso (g), indice de forma (IF),

firmeza (Firm; kg cm™), espesor (Esp; mm) y parametros de color (L* a* b*) en

pimiento Almudén.

SC

M1
M2
M3

SCXM

E MI
M2
M3

C MI
M2
M3

Peso IF Firm Esp L* a* b*
184,3 1,38 3,1 53 39,8 -14,2 18,6
210,1 1,32 3,5 5.4 39,0 -13,5 17,2
ke n.s. ke n.s. n.s. * *
218,1° 1,32 3,4° 5,9° 37,6°  -12,0° 14,9°
207.4° 1,37 3,5° 5.4° 38,9° -13,3° 17,1°
166,0° 1,36 3,0° 4.7 41,6  -163*  21.7°
skkk n.s. skokk skkk kkk skkk skkk
186,5° 1,32 3,2 5,8 38,6 -12,9° 16,6
186,5° 1,39 3,2 5,3 39,2 -13,6° 17,5
179,8° 1,42 3,0 477 41,6 -16,2° 21,7
2498 1,32 3,6 6,0 36,6 -11,0°¢ 13,1
2283° 1,35 3,8 5,6 38,6 -13,0° 16,8
152,2* 1,30 3,1 477 41,6 -16,5* 21,8
Hokok n.s. n.s. n.s. n.s. * n.s.

* ek y k% diferencias significativas entre medias a 5, 1 y 0,1% niveles de probabilidad, n.s.,
no significativo a p=5%. Diferentes letras en la misma columna indican diferencias
significativas entre medias segun el test de Tukey. Los valores son media (n=6).
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Tabla 4.20. Efecto de los sistemas de cultivo (SC), ecolédgico (E) y convencional

(C), y de la época de muestreo (M), al principio (M1), mediados (M2) y final

(M3) del ciclo de cultivo, sobre el peso (g), indice de forma (IF), firmeza (Firm;

kg cm™), espesor (Esp; mm) y parametros de color (L* a* b*) en pimiento Quito.

Peso IF Firm Esp L* a* b*
SC
E 168,0 1,04 3,7 5.8 384  -13,1 16,1
C 190,4 1,02 4,0 6,0 39,1 -13,1 16,3
ok n.s. o * * n.s. n.s.
M
M1l 199,1° 1,04 3,8 6,0°  37,1°  -10,8 12,7°
M2 1792 1,01 44 6,3 39,1 -13,1° 16,4°
M3 159,3* 1,04 34 5,3° 40,1°  -154° 19,5°
skksk n.s. skkk skkk skkk skkk skokk
SCXM
E M1 177,9" 1,03 3,6 5,6 372 -11,0° 13,1°
M2 166,6° 1,05 43 6,3° 39,1°  -13,6° 17,1%
M3 159,5° 1,04 3,3 5.4° 38,9  -14,8° 18,0°
C MI 2203 1,05 4,1 6,4° 37,00 -10,7° 12,3°
M2  191,7° 0,98 4.4 6,4° 39,1°  -12,7¢ 15,6°
M3 159,1° 1,04 3,4 5.2 413°  -16,0° 20,91
sksk n.s. n.s sksk sksksk kk sksksk

* Fxy k% diferencias significativas entre medias a 5, 1 y 0,1% niveles de probabilidad, n.s., no
significativo a p=5%. Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas

entre medias segun el test de Tukey. Los valores son media (n=6).

En Almudén, los pimientos ecoldgicos mostraron valores menores de a* y mayores
valores de b* que los pimientos convencionales (Tabla 4.19). Sin embargo, no se
observaron diferencias significativas en la luminosidad (L*) entre sistemas de cultivo. Por
el contrario, en Quito, el sistema de cultivo s6lo tuvo un efecto significativo sobre la
luminosidad, siendo los pimientos ecologicos los que mostraron el valor mas bajo (Tabla
4.20). En ambos cultivares, los valores de L* y b* aumentaron y los de a* disminuyeron
con el avance del ciclo de cultivo. Se observo una interaccion significativa entre el sistema
de cultivo y el muestreo (SC x M) sobre los pardmetros del color en Almudén (a*) y Quito
(L*, a*, b*), debido al hecho de que el incremento de L* y b* y la disminuciéon de a*
observada durante la temporada de crecimiento fue mas pronunciada en el sistema C que
en el E. El efecto del sistema de cultivo y el muestreo sobre el color de los pimientos se

describi6 en términos de hue y croma (Figura 4.3). En Almudén, todos los datos aparecen
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alineados a lo largo del mismo hue, lo que indica que el color verde de los pimientos no se
vio afectado por el sistema de cultivo o el muestreo (Figura 4.3A). Sin embargo, los
pimientos ecologicos mostraron mayor croma (mayor intensidad de color) que los frutos
convencionales en los muestreos M1 y M2. Ademas, el valor de croma aument6 con el
avance del ciclo de cultivo en ambos sistemas de produccion. En Quito, el valor de hue
disminuyo ligeramente y el de croma aumentd con el muestreo. Las diferencias en croma
entre frutos ecoldgicos y convencionales dependi6é del muestreo; los pimientos ecoldgicos
mostraron valores mas altos que los pimientos convencionales en el primer y segundo

muestreo, mientras que al final de la temporada ocurrid lo contrario (Figura 4.3B).

Amarillo Amarillo

90 90

Verde 180 Verde 180

Figura 4.3. Efecto de los sistemas de cultivo, ecoldgico (morado) y convencional
(naranja), y de la época de muestreo, al principio (circulos), mediados (tridngulos) y final

(cuadrados) del ciclo de cultivo, sobre los valores croma-hue en Almudén (A) y Quito (B).
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El sistema de cultivo afectd significativamente a la actividad antioxidante de la
fraccion lipofilica (AAL) en ambos cultivares (Tablas 4.21 y 4.22). La AAL y los
compuestos lipofilicos mostraron una mayor concentracién en pimiento ecoldgico que en
convencional. Sin embargo, la actividad antioxidante de la fraccion hidrofilica (AAH) no
se vio afectada por el sistema de cultivo. En Almudén, de acuerdo con los resultados
observados en la AAH, no se observaron diferencias significativas en la concentracion de
compuestos hidréfilicos (compuestos fendlicos totales, acido ascorbico, acido citrico,
sacarosa, glucosa y fructosa) entre cultivos E y C. En Quito, el efecto del sistema de
cultivo en la fraccion hidrofilica solo fue significativo para la concentracion de acido
citrico y sacarosa, observandose los valores mas altos en frutos cultivados bajo el sistema
convencional. La influencia del muestreo sobre la composicion antioxidante de pimiento
dependio de cultivar estudiado (Tablas 4.21 y 4.22). Mientras que en Almudén la AAL y la
concentracion de compuestos lipofilicos no se vieron afectados por la época de muestreo,
en Quito, estos compuestos disminuyeron significativamente al final del ciclo de cultivo
(M3). En lo que respecta al efecto de la época de muestreo sobre la fraccion hidrofilica, la
AAH disminuy6 en ambos cultivares con el avance del ciclo de cultivo. En Almudén, sélo
los compuestos fendlicos, el acido ascorbico y la sacarosa se vieron afectados por la época
de muestreo, mientras que en Quito todos los compuestos hidrofilicos (excepto fructosa)
disminuyeron paralelamente a la AAH. Por ultimo, ANOVA no detectd interacciones
significativas entre los factores principales, sistema de cultivo y muestreo (SC x M), salvo
para el acido citrico en Quito, debido a que en el cultivo ecoldgico la concentracion de
acido citrico se mantuvo constante a lo largo del ciclo de cultivo, mientras que en el cultivo
convencional la concentracion aument6 a mitad del ciclo (M2) y volvié a disminuir al final

del ciclo (Tablas 4.21 y 4.22).
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Tabla 4.21. Efecto de los sistemas de cultivo (SC), ecoldgico (E) y convencional (C), y
de la época de muestreo (M), al principio (M1), mediados (M2) y final (M3) del ciclo de

cultivo, sobre la actividad antioxidante de la fraccion hidrofilica (AAH) y lipofilica

(AAL), expresada como moles equivalentes de trolox g, concentracion de clorofilas

(Clorof) y carotenoides totales (B-carot), expresadas como ug g, y concentracion de

compuestos fenolicos totales (Fenolic), acido ascorbico (AA), acido citrico (Citric),

glucosa (Glu), fructosa (Fru) y sacarosa (Sac), expresadas como mg g, en pimiento

Almudén.
AAL AAH Clorof pf-carot Fenolic AA  Citric Glu Fruc Sac
SC
E 0,14 4,05 50,1 25,5 0,33 1,27 1,46 17,9 17,5 29
C 0,11 3,79 45,2 23,5 0,34 1,31 1,60 18,2 18,2 3,9
ok n.s. wE ok n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
M
Ml 0,12 523° 46,9 257 0,40° 1,57° 144 17,8 183 58"
M2 0,13 385" 474 243 0,33* 125" 1,50 182 17,5 3,3°
M3 0,13 2,69 487 23,6 0,28" 1,05 1,66 18,0 17,5 1,6°
n.s. ERE n.s. n.s. ok *EX O ns. n.s. n.s. rERE
SCXM
E M1 0,13 523 49,8 25,8 0,38 1,51 1,33 17,9 184 43
M2 0,15 3,80 52,2 26,3 0,33 1,18 1,45 18,3 17,5 2,7
M3 0,13 3,13 483 24.4 0,29 1,13 1,60 17,5 16,7 1,8
C M1 0,11 523 47,6 25,6 0,42 1,63 1,54 17,9 18,1 6,7
M2 0,11 390 42,6 22,3 0,34 1,32 1,54 18,0 17,5 3,7
M3 0,11 224 455 22,7 0,26 0,97 1,72 18,8 189 1,1
n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. ns. 1n.S.

*¥ ¥k oy kxE diferencias significativas entre medias a 5, 1 y 0,1% niveles de probabilidad, n.s., no
significativo a p=5%. Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas entre
medias segun el test de Tukey. Los valores son media (n=6)
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Tabla 4.22. Efecto de los sistemas de cultivo (SC), ecolédgico (E) y convencional (C), y
de la época de muestreo (M), al principio (M1), mediados (M2) y final (M3) del ciclo de
cultivo, sobre la actividad antioxidante de la fraccion hidrofilica (AAH) y lipofilica
(AAL), expresada como moles equivalentes de trolox g”, concentracion de clorofilas
(Clorof) y carotenoides totales (f-carot), expresadas como ug g'l, y concentracion de
compuestos fendlicos totales (Fenolic), acido ascorbico (AA), éacido citrico (Citric),

glucosa (Glu), fructosa (Fru) y sacarosa (Sac), expresadas como mg g, en pimiento

Quito.
AAL AAH Clorof p-carot Fenolic AA  Citric Glu Fruc Sac
SC
E 0,15 4,65 551 29,1 0,37 142 147 16,0 154 46
C 0,12 4,83 514 275 0,40 1,55 1,73 157 14,8 69
*k n.s. * * n.s. n.s. ko n.s. n.s. *
M
M1 0,14> 592° 57,1°  30,7° 0,45°  1,71° 1,60® 16,3 156 74°
M2 0,16° 536° 558> 298P 0,41°  1,59° 1,72° 16,5° 155 58%
M3 0,11° 2,95 46,9° 24.4° 0,29 1,15 147 14,7 143 3,5
Kk kkok kkok kkok kkok kkk kk * n.s. kk
SCXM

E M1 0,16 5,61 56,9 30,7 0,44 1,66 147" 16,5 16,1 62
M2 0,17 529 58,9 31,0 0,38 1,44 147" 16,6 156 5,0
M3 0,12 3,05 494 25,5 0,29 1,14 143" 148 144 2,6

C M1 0,12 6,22 572 30,6 0,46 1,76 1,73b 16,1 15,1 9,1
M2 0,14 543 52,7 28,7 0,44 1,74 197° 16,5 153 7,1
M3 0,10 2,85 4473 23,2 0,30 1,16 1,50 14,7 14,1 45
n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. * n.s. n.s. n.s.
* ¥k oy *®k* diferencias significativas entre medias a 5, 1 y 0,1% niveles de probabilidad, n.s., no

significativo a p=5%. Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas entre medias
segun el test de Tukey. Los valores son media (n=6).

4.2.2.2. Suelo vs sin suelo

Respecto al efecto del sistema de cultivo en suelo (S) o sin suelo (SS) sobre la
composicion mineral del fruto, independientemente de la variedad estudiada los pimientos
cultivados en S mostraron una mayor concentracion de Ca y un menor contenido de NOj3
que los pimientos cultivados en SS. La composicion mineral de los frutos no se vio

afectada por el muestreo ni por la interaccion SC x M (Tablas 4.23 y 4.24).
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Tabla 4.23. Efecto de los sistemas de cultivo (SC), en suelo (S) y sin suelo
(SS), y de la época de muestreo (M), al principio (M1) y final (M2) del

ciclo de cultivo, sobre la composicion mineral (mmol kg™ PS) en Almudén.

N NO;y P K Ca Mg
SC
S 1749,8 3,7 130,8 816,5 39,7 78,9
SS 1559,7 9,1 123,0 709,4 21,5 63,8
n.s. * n.s. n.s. kK n.s.
M
M1 1689,3 6,8 129,4 784,1 31,7 72,5
M2 1658,2 6,0 125,9 763,3 33,0 70,2
n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
SCXM
S M1 1767,1 3,1 132,3 823,1 39,7 84,0
M2 1732,4 42 129,3 810,0 39,7 73,9
SS M1 1572,5 10,4 125,1 725,6 19,9 61,0
M2 1547,0 7,7 120,9 693,1 23,2 66,5
n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

* kg #kxdiferencias significativas entre medias a 5, 1 y 0,1% niveles de probabilidad,
n.s., no significativo a p=5%. Diferentes letras en la misma columna indican diferencias
significativas entre medias segun el test de Tukey. Los valores son media (n=6).
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Tabla 4.24. Efecto de los sistemas de cultivo (SC), en suelo (S) y sin suelo
(SS), y de la época de muestreo (M), al principio (M1) y final (M2) del

ciclo de cultivo, sobre la composicion mineral (mmol kg™ PS) en Quito.

N NO;y P K Ca Mg

SC
S 1533,7 2,2 118,7 782,0 38,5 75,6
SS 1667,8 7,7 138,8 807,4 23,8 69,7
n.s. * n.s. n.s. ** n.s.

M
M1 1551,7 5,1 126,7 828,3 322 72,7
M2 1665,1 4.8 132,5 768.3 30,8 72,2
n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

SCXM

S M1 1518,8 1,2 120,3 853,2 36,7 77,9
M2 1553,6 3,3 116,6 710,9 40,2 72,6
SS M1 1586,8 9,0 133,1 803,5 23,9 67,5
M2 1748,8 6,3 1444 811,3 23,7 72,0
n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

* ek y ok diferencias significativas entre medias a 5, 1 y 0,1% niveles de probabilidad,
n.s., no significativo a p=5%. Diferentes letras en la misma columna indican diferencias
significativas entre medias segun el test de Tukey. Los valores son media (n=6).

En Almudén, la influencia del sistema del cultivo sobre las propiedades fisicas de los
frutos solo se observo en la firmeza del fruto, que fue menor en S que en SS (Tabla 4.25).
En el caso de Quito, los frutos cultivados en S también fueron menos firmes aunque el
espesor de la carne fue mayor (Tabla 4.26). El efecto del muestreo sobre los parametros
fisicos dependio del cultivar estudiado. Mientras que en Quito se observo una pérdida de
peso y un aumento del espesor al final del ciclo de cultivo (M2), en Almudén, la pérdida de
espesor se observo al final de la temporada. ANOVA detectd una interaccion significativa
(SC x M) sobre la firmeza en Almudén; mientras que en el sistema S la firmeza aumento
del M1 al M2, en SS se observo lo contrario. Ademas se observd una interaccion
significativa SC x M en Quito respecto al peso y al espesor del fruto ya que mientras en S
el peso se mantuvo constante y el espesor aumentd entre muestreos, en SS se observé una

pérdida de peso sin pérdida de espesor.
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Tabla 4.25. Efecto de los sistemas de cultivo (SC), en suelo (S) y sin suelo (SS), y

de la época de muestreo (M), al principio (M1) y final (M2) del ciclo de cultivo,

sobre el peso (g), indice de forma (IF), firmeza (Firm; kg cm™), espesor (Esp; mm) y

parametros de color (L* a* b*) en Almudén.

SC

SS

M1
M2

SCXM

S Ml
M2

SS M1
M2

Peso IF Firm Esp L* a* b*
232,1 1,40 3,8 6,4 36,3 -11,4 14,2
235,1 1,44 4.4 6,2 35,6 -11,4 14,6
n.s. n.s. ok n.s. n.s. n.s. n.s.
234,6 1,46 3,9 6,7 36,1 -10,7 12,0
232,0 1,37 42 6,1 36,0 -12,0 16,6
n.s. n.s. n.s. ** n.s. ok ok
227,0 1,44 3,3a 6,7 37,0° -1 1,2bc 12.,4°
236,7 1,35 43bc 6,2 357%  -11,6™ 15,8°
245,1 1,49 4.8¢c 6,6 34,8° -10,4¢ 11,5°
225,1 1,39 4,1b 5,9 36,5bc -12,5% 17,8°
n.s. n.s. wERE n.s. HRE * *

* ¥k oy *** - diferencias significativas entre medias a 5, 1 y 0,1% niveles de probabilidad, n.s., no
significativo a p=5%. Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas entre
medias segun el test de Tukey. Los valores son media (n=6).
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Tabla 4.26. Efecto de los sistemas de cultivo (SC), en suelo (S) y sin suelo (SS), y
de la época de muestreo (M), al principio (M1) y final (M2) del ciclo de cultivo,
sobre el peso (g), indice de forma (IF), firmeza (Firm; kg cm™), espesor (Esp; mn1)

y parametros de color (L* a* b*) en Quito.

Peso IF Firm Esp L* a* b*
SC
S 208,2 1,08 4.4 7,4 35,2 -9,7 11,3
SS 206,6 1,08 5,2 6,6 35,6 -10,6 13,2
n.s. n.s. skkk skkk n.s. skeksk skekk
M
M1 215,7 1,10 4.8 6,8 35,8 -10,2 11,7
M2 199,1 1,05 4.7 7,2 35,0 -10,1 13,0
* n.s. n.s. * ** n.s. **
SCXM
S M1 206,4" 1,12 4.4 6,7 35,7 -9,8 10,7
M2 209,9% 1,04 43 8,1b 34,6 -9,6 11,9
SS Ml 2249 1,09 5,2 6,9° 35,9 -10,7 12,5
M2 188,3" 1,07 5,2 6,3" 35,3 -10,6 13,8
* n.s. n.s. ok n.s. n.s. n.s.

* ¥k y *x% | diferencias significativas entre medias a 5, 1 y 0,1% niveles de probabilidad, n.s., no
significativo a p=5%. Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas entre
medias segun el test de Tukey. Los valores son media (n=6).

En Almudén, los parametros de color no se vieron afectados por el sistema de
cultivo. Sin embargo, se observd una disminucion de a* y un aumento de b* conforme
avanzaba la temporada (Tabla 4.25). ANOVA detectd una interaccion significativa SC x M
para todos los parametros de color (L* a* b*). Los pimientos cultivados en ambos sistemas
de cultivo (S y SS) mostraron un color verde similar (igual hue) que disminuy6 del M1 al
M2 (Figura 4.4A). Por el contrario, la intensidad de color (croma) aumentd de M1 a M2
siendo este incremento mas pronunciado en SS que en S. Al contrario de lo observado en
Almudén, los frutos de Quito cultivados en S mostraron mayor a* y menor b* que los
cultivados en SS (Tabla 4.26). Ademas, los pimientos cultivados en suelo mostraron mayor
hue que los cultivados sin suelo observandose una disminuciéon general en el ultimo
muestreo (Figura 4.4B). Para este cultivar, los valores de croma fueron mas altos en
pimientos cultivados en el sistema sin suelo que en los cultivados en suelo y esta diferencia

permanecid durante todo el ciclo de cultivo.
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Amarillo Amarillo
90 90

25 20 15 10 5 0 25 20 15 10 5 0
Figura 4.4. Efecto de los sistemas de cultivo, suelo (naranja) y sin suelo (verde), y de la
época de muestreo, al principio (circulos) y final (tridngulos) del ciclo de cultivo, sobre los

valores croma-hue en Almudén (A) y Quito (B).

El efecto del sistema de cultivo sobre la actividad antioxidante de pimiento dependio
del cultivar estudiado (Tablas 4.27 y 4.28). En Almudén, las concentraciones de
compuestos hidrofilicos y lipofilicos no se vieron afectados por el sistema de cultivo
utilizado, excepto fructosa, cuya concentracion fue menor en pimientos cultivados en
suelo. Por el contrario, en Quito, tanto la AAH y la AAL como la concentracion de todos
los compuestos analizados, estuvieron influenciados por el sistema de cultivo adoptado. La
concentracion de glucosa y fructosa fue significativamente menor en cultivos en suelo, sin
embargo este sistema presentd una mayor concentracion del resto de compuestos
analizados, asi como un mayor valor de AAH y AAL. En ambos cultivares, la
concentracion de compuestos lipofilicos disminuyo del primer al segundo muestreo,
aunque la AAL no lo hizo significativamente. Con respecto a la fraccion hidrofilica, en
Almudén, tanto la AAH como la concentracion de los compuestos hidrofilicos
disminuyeron del M1 al M2, aunque no se observaron diferencias significativas para los
azucares solubles. En Quito, al igual que en Almudén, la AAH disminuy6 del M1 al M2

aunque no se observaron diferencias significativas entre muestreos en la concentracion de
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los compuestos hidrofilicos estudiados. En Quito, ANOVA detectd una interaccion
significativa entre el sistema de cultivo y el muestreo (SC x M) para AAH, AAL y todos
compuestos analizados, excepto para el acido citrico y los azlcares solubles. Dicha
interaccion fue debida a la disminucidén observada del M1 al M2 en S, que no ocurrio en
SS. En Almudén, la interaccién SC x M sélo se observo en la concentracion de compuestos
fenodlicos, glucosa y sacarosa y, al contrario que en Quito, se debié a una disminucion de

M1 a M2 en SS, que no se observo en S.

Tabla 4.27. Efecto de los sistemas de cultivo (SC), en suelo (S) y sin suelo (SS), y de la
época de muestreo (M), al principio (M1) y final (M2) del ciclo de cultivo, sobre la
actividad antioxidante de la fraccion hidrofilica (AAH) y lipofilica (AAL), expresada como
moles equivalentes de trolox g, concentracion de clorofilas (Clorof) y carotenoides totales
(B-carot), expresadas como ug g, y concentracion de compuestos fenodlicos totales
(Fenolic), acido ascorbico (AA), acido citrico (Citric), glucosa (Glu), fructosa (Fru) y

-1 .. ,
sacarosa (Sac), expresadas como mg g, en pimiento Almudén.

AAL AAH Clorof p-carot Fenolic AA  Citric Glu Fruc Sac

SC
S 0,22 4,58 53,7 26,5 0,41 1,09 0,77 9,2 11,1 23
SS 0,22 488 59,5 28,4 0,45 1,21 0,57 10,6 12,7 2,1
ns. ns. n.s. n.s. n.s. ns. ns. ns. % n.s.
M
M1 0,24 542 60,9 29,4 0,48 1,45 0,80 11,2 12,5 25
M2 0,21 4,04 523 25,5 0,37 0,85 0,54 8,6 11,3 1,9
n.s. * * * *k Rk n.s. ns. ns.
SCXM

S Ml 0,23 474 573 283 0,42° 128 0,83 89® 112 2,0®
M2 022 442 50,1 24,6 0,39° 089 0,71 9,5 10,9 2,6

SS Ml 025 611 645 304 0,54° 1,62 077 13,6° 13,8 3,0°
M2 0,20 3,66 544 26,4 0,35* 0,80 036 7,7 11,6 1,0°
n.s. n.s. n.s. n.s. * n.s. n.s. * n.s. *
* ¥k y xx% | diferencias significativas entre medias a 5, 1 y 0,1% niveles de probabilidad, n.s., no significativo

a p=5%. Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas entre medias segun el test
de Tukey. Los valores son media (n=6).
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Tabla 4.28. Efecto de los sistemas de cultivo (SC), en suelo (S) y sin suelo (SS), y de la
época de muestreo (M), al principio (M1) y final (M3) del ciclo de cultivo, sobre la
actividad antioxidante de la fraccion hidrofilica (AAH) y lipofilica (AAL), expresada como
moles equivalentes de trolox g, concentracion de clorofilas (Clorof) y carotenoides totales
(B-carot), expresadas como ug g, y concentracion de compuestos fendlicos totales
(Fenolic), acido ascorbico (AA), acido citrico (Citric), glucosa (Glu), fructosa (Fru) y

N o .
sacarosa (Sac), expresadas como mg g, en pimiento Quito.

AAL AAH Clorof p-carot Fenolic AA  Citric Glu Fruc Sac

SC
S 0,26 552 614 30,0 0,39 1,00 063 88 9,7 28
SS 0,20 424 533 26,0 0,33 0,82 036 9,8 11,0 12
%k skk skksk skksk %k k skok * skok kk
M
Ml 024 5,70 60,3 289 0,34 0,96 050 9,5 106 1,6
M2 023 4,06 54,5 27,0 0,38 0,85 049 9,1 10,1 24
n.s. HEE K * n.s. ns. ns. ns. ns. ns.
SCXM

S M1 029" 6,95° 662° 31,9 0,40° 1,I15> 0,62 92 10,1 24
M2 023 410° 56,6° 28,0b 034® 085 0,65 84 93 32

SS M1  0,19° 446" 543™ 260" 0,28" 0,78* 0,38 98 11,2 0,8
M2 0,22 4,02 52,4* 26,0° 0,35 0,86 0,34 9,7 10,8 1,6
wk * * * *x * n.s. n.s. n.s. n.s.

* Fx oy kEk diferencias significativas entre medias a 5, 1y 0,1% niveles de probabilidad, n.s., no significativo
a p=5%. Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas entre medias segun el test
de Tukey. Los valores son media (n=6).

4.2.3. Discusion

Independientemente del sistema de cultivo adoptado, se observaron diferencias en las
caracteristicas fisicas de los dos cultivares estudiados, propias de cada uno de los tipos de
pimientos a los que pertenecen. Almudén (tipo Lamuyo) presentd frutos mas grandes y
mas largos que Quito (tipo California) y este a su vez presentd frutos mas duros y gruesos
y con un color més verde (mayor hue) pero menos intenso (menor croma) que Almudén.
Ademas, también se observaron diferencias en la composicion quimica; Quito mostré una
mayor concentracion de P y Mg que Almudén y un menor contenido de NOs". El contenido
de nitratos de en la parte comestible de las plantas se ha correlacionado con el aumento del

riesgo de enfermedades como el cancer gastrointestinal (Hord ef al, 2009). El cultivar
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Quito acumuldé menos nitratos en fruto que Almudén, pero ello no puede considerarse
como un pardmetro beneficioso relevante, ya que la concentracién de nitrato en ambos
cultivares fue muy inferior a la observada en tubérculos y hortalizas de hoja (Correia ef al.,

2010), por lo que su contribucion a la dieta no es significativa.

La actividad antioxidante, parametro que proporciona una estimacion global del
contenido en metabolitos con dicha propiedad, identificé a la fraccion hidrofilica como la
principal responsable de las propiedades antioxidantes de los frutos de pimiento. De
acuerdo con estudios previos realizados en pimiento verde, los principales compuestos
responsables de la actividad antioxidante hidrofilica (AAH) fueron compuestos fendlicos y
acido ascorbico, mientras que la clorofila fue el principal compuesto antioxidante de la
fraccion lipofilica (AAL) (Bahorun et al., 2004; Greco et al., 2007; Perucka y Materska,
2007). Segiin Buratti et al. (2001) la clorofila es electroquimicamente menos antioxidante
que los carotenoides pero, cuando esta presente en altas concentraciones, como es el caso
de pimiento verde, su contribucién a la actividad antioxidante total es determinante. En
general, en sistemas de cultivo realizados en suelo (E y C), Quito mostré una mayor
calidad nutricional que Almudén, presentando altas concentraciones de compuestos
antioxidantes lipofilicos. Sin embargo, en el cultivo SS, Almudén mostré6 una mayor
calidad nutricional que Quito, como se refleja en su mayor contenido en compuestos

antioxidantes hidrofilicos.

4.2.3.1. Ecoldgico vs convencional

De acuerdo con estudios anteriores realizados en pimiento y tomate, la concentracion
de N en frutos convencionales fue significativamente mayor que en frutos ecoldgicos
(Clark et al., 1999, Colla et al., 2002; Herencia et al., 2007). Los fertilizantes sintéticos
utilizados en la agricultura convencional proporcionan N de una forma mas disponible para
las plantas que los fertilizantes organicos. Esto explica por qué numerosos investigadores
han descrito que los niveles de nitrato en frutas y verduras cultivadas con fertilizantes
nitrogenados inorganicos son superiores a la de los cultivos en los que el N es suministrado
en forma de compost u otras materias organicas (Bourn and Prescott, 2002; Vogtmann et
al., 1993; Williams, 2002). Sin embargo, a pesar del mayor contenido de N en frutos

convencionales de ambos cultivares, solo Almudén mostrdé un mayor contenido de nitrato
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en dichos frutos, probablemente debido a una menor tasa de asimilacién de nitrato en
Quito, y por tanto, una mayor acumulacion en NOs™ en la vacuola. Respecto al efecto del
sistema de cultivo sobre la concentracion de P, los resultados encontrados en la bibliografia
no muestran una tendencia clara. Por ejemplo, Phillips e al. (2002) no encontraron
diferencias en la concentracion de P en habas ecoldgicas y convencionales, mientras que
Colla et al. (2002) y Wszelaki et al. (2005) encontraron niveles mas altos de P en cultivos
ecoldgicos en tomate y patata, respectivamente. Sin embargo, de acuerdo con nuestros
resultados en pimiento, Warman (2005) observé un mayor contenido de P en tomate y
cebolla cultivados bajo produccion convencional. Por ultimo, independientemente del
cultivar estudiado, el sistema de cultivo no afecto a la concentracion de K, Ca y Mg del
fruto. Independientemente del cultivar o del sistema de cultivo, en nuestro estudio se
observaron diferencias en la composicion mineral a lo largo del ciclo de cultivo, siendo
este efecto, en la mayoria de los casos, mas pronunciado que el producido por el sistema de

cultivo.

En general, los pimientos convencionales mostraron mayor peso, firmeza y espesor
que los ecoldgicos. Estos resultados difieren de los encontrados en nuestro estudio anterior
llevado a cabo en explotaciones comerciales, en el que las diferencias en las caracteristicas
fisicas de los frutos cultivados bajo produccion ecologica y convencional son mas dificiles
de detectar. En el estudio anterior, se realizd6 una cuidadosa seleccion de invernaderos
vecinos para controlar el clima y las caracteristicas del suelo. Sin embargo, las diferencias
en el manejo nutricional, el control de plagas y el microclima dentro de los invernaderos
son inevitables y esto puede hacer que las diferencias entre los sistemas de cultivo sean
mas dificiles de detectar que en un estudio llevado a cabo en un centro de investigacion en
el que las plantas se cultivan en el mismo suelo, bajo idénticas condiciones climaticas y
con un manejo de la fertilizacion homogéneo para cada sistema de cultivo. Por otro lado,
en el presente estudio, el manejo de las practicas agricolas llevadas a cabo en el cultivo
ecoldgico hizo que el peso medio de los frutos se mantuviera constante durante todo el
ciclo de cultivo, mientras que este pardmetro disminuyo en los frutos cultivados bajo
sistema convencional. Como se ha mencionado anteriormente, los fertilizantes ecoldgicos
proporcionan nutrientes de una forma menos asimilable para las plantas que los
fertilizantes sintéticos (Gutser et al, 2005), y por lo tanto, tienden a actuar como

fertilizantes de liberacion lenta, proporcionando un suministro mas regular y homogéneo
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de nutrientes durante todo el periodo de crecimiento. El hecho de que este suministro mas
regular pueda dar lugar a que el peso del fruto se mantenga constante a lo largo del ciclo de

cultivo, puede considerarse una ventaja del cultivo ecoldgico frente al convencional.

En cuanto a los pardmetros de color, los pimientos cultivados en E y C mostraron un
color verde similar (igual hue) pero, en general, los pimientos ecoldgicos mostraron una
mayor intensidad de color que los frutos convencionales. Sin embargo, las diferencias en la
intensidad de color encontradas entre diferentes muestreos, fueron incluso mayores que las
encontradas entre los distintos sistemas de cultivo. Almudén mantuvo el color verde
inalterado, sin embargo este parametro disminuy6 en Quito con el avance de la temporada,

especialmente en el cultivo C.

En ambos cultivares, el sistema de cultivo no tuvo un efecto significativo sobre la
concentracion de la mayoria de los compuestos hidrofilicos ni sobre la AAH. Estos
resultados estan de acuerdo con los encontrados en nuestro estudio anterior llevado a cabo
en explotaciones comerciales, en el que no se observaron diferencias en la concentracion
de vitamina C y compuestos fenolicos entre frutos cultivados bajo produccion ecoldgica y
convencional, observandose s6lo pequenas diferencias en los valores de AAH. Segun
Winter y Davis (2006), existen dos hipdtesis principales que explicarian el posible
aumento en los compuestos bioactivos en vegetales ecoldgicos. La primera hipdtesis
sugiere que las diferencias se basan en el impacto de las diferentes practicas de
fertilizacién en el metabolismo de la planta ya que los abonos sintéticos aceleran el
crecimiento y desarrollo de plantas, produciéndose una disminucién de la produccion de
metabolitos secundarios tales como compuestos fendlicos y clorofilas. La segunda
hipotesis considera que en el cultivo ecologico, en el que se limita el uso de plaguicidas
para el control de plagas, las plantas responden a ambientes estresantes, como el ataque de
insectos, malezas y patdgenos, aumentando la sintesis de metabolitos secundarios que

actlian como un mecanismo propio de defensa quimica (Asami et al., 2003).

En contraste con los resultados encontrados sobre la fraccion hidrofilica, el sistema
de cultivo tuvo un efecto significativo sobre la actividad antioxidante de la fraccion
lipofilica; los pimientos ecologicos mostraron valores significativamente mas altos de
AAL, carotenoides y clorofilas que los convencionales. Aunque la mayor concentracion de

N disponible en los sistemas convencionales puede afectar la calidad del fruto, el
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conocimiento de la influencia de la fertilizacién con N en la concentracion de metabolitos
lipofilicos es limitada y a menudo contradictoria (Goldman ef al., 1999). En frutas como
tomate, no se observaron diferencias significativas en la concentracién de carotenoides al
comparar cultivos convencionales y ecologicos (Caris-Veyrat ef al., 2004; Ordofiez-Santos
et al., 2011). Sin embargo, poco se sabe sobre el efecto del sistema de cultivo en la fraccion
lipofilica de pimiento verde. En general, la mayor asimilacion de N, derivada del uso de
fertilizantes sintéticos, puede conducir a una disminucion en la acumulacion de clorofilas
(Winter y Davis, 2006). De acuerdo con esto y acompafiado de un menor contenido en N,
encontramos concentraciones mas altas de compuestos lipofilicos en pimiento ecologico.
Los resultados observados en este estudio contrastan con los resultados obtenidos en
nuestro estudio comparativo previo llevado a cabo en explotaciones comerciales, en el que
no se observod un efecto significativo del sistema de cultivo en la fraccion lipofilica. Estas
diferencias pueden atribuirse al hecho de que, a diferencia de los resultados observados en
este estudio, en el estudio previo no se observaron diferencias en la concentracion de N
planta o fruto entre el cultivo ecologico y el convencional. Por lo tanto, se debe tener en
cuenta que, aunque en el cultivo ecoldgico el suministro de N es mas limitado, en el
mercado existe una gran variedad de fertilizantes de origen orgénico, aplicables en cultivos
ecoldgicos, que pueden satisfacer de manera eficiente los requisitos de la planta respecto a

la nutriciéon mineral.

Por ultimo, la concentracién de los compuestos antioxidantes disminuy6 de forma
general con el avance de la cosecha, especialmente la de los compuestos hidrofilicos. Esta
disminucion global puede atribuirse, por un lado, a la dilucion de los metabolitos en los
frutos como consecuencia del incremento estacional de la produccion y, por otra lado, a la
disminucion natural de la energia y reserva de nutrientes de la planta en las ultimas etapas

fenologicas.

4.2.3.2. Suelo vs sin suelo

De acuerdo con estudios anteriores realizados en fresa (Recamales et al., 2007), no
se observaron diferencias en la concentracion de N en pimiento entre los cultivos S y SS.
Sin embargo, la concentracion de NOs™ fue mayor en pimientos SS que en pimientos

cultivados en S, tal vez porque en condiciones no limitantes de N, tal y como se ha visto en
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el estudio comparativo entre el sistema ecoldgico y convencional, las diferencias en la
concentracion de N es mas evidente en la fraccion nitrica (Flores et al., 2007). La
concentracion de Ca fue mayor en los cultivos S que en los cultivos SS, para ambos
cultivares. Las plantas adquieren Ca de la solucion del suelo, a través del sistema de raices,
y llega a la parte aérea a través del xilema. Por lo tanto, la acumulacion de Ca en la parte
aérea esta linealmente relacionada con las relaciones hidricas de la planta (White, 2001).
Esto sugiere que las diferencias observadas en la concentracion de Ca pueden ser
atribuidas a diferencias en la disponibilidad de agua para la planta entre los cultivos en
suelo y los cultivos sin suelo. Los resultados obtenidos para el Ca coinciden con los
encontrados en nuestro estudio anterior en explotaciones comerciales. Sin embargo, en las
explotaciones comerciales no se encontraron diferencias significativas entre los sistemas de

cultivo en cuanto a la concentracion de NOs'.

La informacion sobre el efecto del cultivo sin suelo sobre las propiedades fisicas de
los vegetales en general y del pimiento en particular, es limitada. Entre las propiedades
fisicas del fruto, la firmeza es un pardmetro de calidad importante que puede decidir qué
frutos son cosechados, almacenados o comercializados. De acuerdo con los resultados
encontrados en pimiento verde en nuestro estudio en explotaciones comerciales y con los
descritos en tomate, las frutas procedentes del cultivo sin suelo son mas firmes que las
cultivadas en suelo (Benoit y Ceustermans, 1987; Flores ef al, 2009b y Thybo, 2005). Por
el contrario, los pimientos cultivados en S mostraron un mayor espesor, aunque las
diferencias con respecto a los cultivados en SS solo fueron significativas en Quito. La
respuesta del color del fruto al sistema de cultivo en suelo o sin suelo dependi6 del cultivar
estudiado. En Almudén, el color verde del pimiento y su intensidad no se vieron afectados
por el sistema de cultivo adoptado. Sin embargo, en Quito, los pimientos cultivados en

suelo mostraron un color mas verde pero menos intenso que los cultivados en SS.

Existe poca informacion sobre de la composicion nutricional de pimiento procedente
de cultivo sin suelo en comparacion con los cultivados en suelo. En tomate, Abak y Celikel
(1994) no observaron diferencias entre los cultivos S y los SS en lo que respecta a los
solidos solubles, acidez y contenido de vitamina C. Por el contrario, Ozcelik y Akilli
(1999) encontraron que los tomates producidos en un sistema de cultivo sin suelo tenian
valores mas altos de esos parametros. En calabacin, Rouphael ez al. (2006) no encontraron

diferencias en la materia seca o el contenido total de proteina, mientras que la
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concentracion de hidratos de carbono (glucosa, fructosa, sacarosa y almidon) fue mayor en
el cultivo sin suelo. Otros autores, no encontraron diferencias significativas en la calidad
de lechuga (Siomos et al.,, 2001), meldon (Guler et al., 1995) y fresa (Paraskevopoulou-
Paroussi y Paroussis, 1995; Fernandez ef al., 2006) cultivados en sistemas sin suelo y en
suelo. Nuestros resultados muestran que el efecto del cultivo en suelo frente al cultivo sin
suelo, sobre la concentracion de compuestos antioxidantes en pimiento verde, dependi6 en
gran medida del cultivar estudiado. En Almudén, el sistema de cultivo solo afect6 a la
concentracion de fructosa, que fue mayor en pimientos cultivados SS, mientras que en
Quito, tanto la concentracion de los compuestos hidrofilicos como la de los lipofilicos se
vieron afectados significativamente, siendo los resultados, en la mayoria de los casos, mas
favorables para el cultivo en suelo (excepto glucosa y fructosa). Los resultados observados
en Almudén concuerdan con los obtenidos en estudios previos en tomate, donde la mayor
variacion en los parametros de calidad se debieron a diferencias en el tiempo de cosecha,
mientras que el tipo de cultivo (suelo o sin suelo) tuvo poco o ningtn efecto (Thybo et al.,
2005). Ademas, nuestros resultados mostraron que algunos cultivares como Quito pueden
verse mas afectados por el sistema de cultivo, lo que sugiere que la eleccion de cultivar

tiene una gran influencia en el resultado de los estudios comparativos.

Independientemente del sistema de cultivo y de la variedad estudiada, el momento
del muestreo no afect6 ni a la composiciéon mineral ni a la mayoria de los parametros
fisicos del fruto. Por el contrario se observo un efecto significativo del muestreo sobre la
mayoria de los compuestos antioxidantes analizados observandose, al igual que en el
estudio comparativo entre cultivo ecoldgico y convencional, una disminucion general con

el avance de la temporada.

4.3. CONCLUSIONES

En el estudio comparativo entre los sistemas de produccion ecologico y
convencional, s6lo se observaron diferencias en la calidad organoléptica y nutricional de
pimiento, en el ensayo realizado bajo invernadero experimental. El manejo de la nutricion

mineral especifico de cada sistema de cultivo en dicha aproximacion experimental, dio

110



Calidad de pimiento cultivado bajo sistemas de produccion sostenibles

lugar a un menor contenido de N y P en los pimientos ecoldgicos respecto a los cultivados
en sistema convencional. En este ensayo, también se observaron diferencias en la
composicion de la fraccion lipofilica del fruto, incluyendo clorofilas, carotenoides y
actividad antioxidante, estos valores fueron superiores en pimiento ecologico, lo que puede
atribuirse a las diferencias observadas en el estado nutricional de las plantas. Por el
contrario, en la aproximacion comercial, no se observaron diferencias en la composicion
mineral ni en la de la concentracion de compuestos lipofilicos, debido a que, aunque en el
cultivo ecoldgico el suministro de N puede ser limitado, en el mercado existe una gran
variedad de fertilizantes de origen organico, aplicables en cultivos ecoldgicos, que pueden

satisfacer de manera eficiente los requisitos de la planta respecto a la nutricién mineral.

Respecto a la fraccion hidrofilica, no se observaron diferencias en la concentracion
de compuestos fendlicos, vitamina C y actividad antioxidante entre frutos ecoldgicos y
convencionales en ninguna de las aproximaciones. Las discrepancias con respecto a otros
estudios en los que si se encuentran diferencias entre los dos sistemas de produccion,
pueden deberse a otros factores diferentes al manejo de la nutricion mineral, en particular a
una mayor exposicion a diferentes estreses bidticos, que no tuvieron repercusion en los

ensayos llevados a cado en nuestro estudio.

El efecto del cultivo en suelo frente al cultivo sin suelo sobre los pardmetros de
calidad de pimiento s6lo se observo, a excepcion del 4cido citrico, en el estudio realizado
bajo condiciones experimentales. Ademas, el efecto del sistema de cultivo dependié en
gran medida del cultivar estudiado. En Almudén, el sistema de cultivo solo afect6 a la
concentracion de fructosa, que fue mayor en pimientos cultivados sin suelo, mientras que
en Quito los parametros afectados fueron sacarosa, acido citrico, clorofilas y carotenoides,
cuyas concentraciones fueron superiores en pimiento cultivado en suelo, y firmeza, glucosa

y fructosa, cuyos valores fueron superiores en pimiento cultivado sin suelo.

Por ultimo, se observd una gran influencia del periodo en el que se realizd el
muestreo a lo largo del ciclo de cultivo sobre la calidad organoléptica y nutricional del
fruto, siendo el efecto del muestreo, en muchos de los casos, mas determinante que el
efecto del sistema de cultivo. Ademas, se observo, en muchos de los parametros

estudiados, una interaccion entre el efecto del sistema de cultivo y el muestreo.
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CAPITULO 5. VARIABILIDAD GENOTIPICA DE LA CALIDAD
NUTRICIONAL Y FUNCIONAL DE LECHUGA

La lechuga (Lactuca sativa L.), una de las hortalizas de hoja més consumida en todo el
mundo, es una excelente fuente de vitaminas y compuestos bioactivos, entre ellos folatos,
carotenoides, clorofilas, vitamina C y compuestos fenolicos (Nicolle, 2004). En general, el
contenido de compuestos bioactivos en los vegetales depende ampliamente de factores
genéticos, ademas de factores medioambientales y agricolas (DuPont ef al, 2000; Kimura, y
Rodriguez-Amaya, 2003; Romani et al., 2002). En el caso concreto de lechuga, existe una
amplia variabilidad en la composicion y cuantificacion de compuestos bioactivos entre
diferentes genotipos. Estas diferencias indican la importancia de la seleccion de ciertos tipos o
cultivares, con el fin de conseguir un producto con mayor valor nutricional y contenido en
antioxidantes, o por su adecuacion para un determinado uso. Por ejemplo, un mayor contenido
en compuestos fendlicos estd correlacionado con un aumento de la vida util de lechuga y de su
tolerancia al estrés (Meir et al., 1995; Hodges y Forney, 2003). Sin embargo, la acumulacion
de compuestos fenolicos en el tejido puede favorecer la pérdida de calidad de lechuga
procesada para cuarta gama, actuando como sustrato para enzimas responsables de su
oxidacion (pardeamiento enzimatico). En este capitulo se presenta un estudio para conocer el
contenido en vitaminas, nutrientes y antioxidantes de diferentes cultivares de lechuga
pertenecientes a los tipos Romana, Mini Romana y Little Gem, ampliamente utilizados para su
comercializacion en fresco y cuarta gama. En particular, se ha estudiado el contenido en
azlcares solubles, acidos organicos, compuestos fendlicos totales, vitamina C, folatos,
clorofilas y carotenos. Ademas de su contenido en estos compuestos potencialmente
beneficiosos para la salud, los vegetales de hoja verde constituyen la principal fuente de

ingesta dietética de nitrato, cuyo consumo se asocia a diversos efectos negativos sobre el
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organismo. Una vez ingerido, el nitrato puede reducirse a nitrito y combinarse con aminas
secundarias, aumentando el riesgo de cancer gastrointestinal (Hord ez al., 2009). El contenido
en nitrato en hoja también puede depender, entre otros factores, del genotipo y ha sido objeto

de estudio en este trabajo.

5.1. MATERIAL Y METODOS

5.1.1. Material vegetal

El ensayo se realizo en un invernadero experimental del Instituto Murciano de
Investigacion y Desarrollo Agrario y Alimentario (IMIDA) situado en La Alberca (Murcia).
Se seleccionaron dieciséis cultivares de lechuga (Lactuca sativa L.) pertenecientes a los tipos
Romana (Carrascoy, Espuiia, Aitana, Collado, Alhama, Isasa, AR-29213), Mini Romana
(Marta y AR-29232) y Little Gem (Ricote, Petra, Etna, Urbion, Sandra, Maite, Ferro). Los tres
tipos de lechuga estudiados, Romana, Mini Romana y Little Gem, difieren en la estructura de
la cabeza y en el tamafio. La lechuga Romana presenta hojas largas de 20 a 26 cm de largo,
margenes enteros, nervio central muy amplio y una cabeza abierta. Mini Romana es similar al
tipo Romana, pero de calibre mas pequefio y aproximadamente de 18 a 20 cm de largo,
mientras que Little Gem forma una cabeza compacta y cerrada, de 10 a 15 cm de largo y de 8
a 10 cm de diametro. Las caracteristicas de los cultivares estudiados dentro de cada tipo se
presentan en la Tabla 5.1. Las semillas se germinaron sobre un papel de filtro himedo en una
camara oscura a 25 °C durante tres dias y después se transfirieron a macetas de 5 L con turba.
Las plantas se regaron con una solucidon nutritiva con la siguiente concentracion: 6 N, 7 K, 4
Ca,1 Mg, 1 P, 1 S (mM)y 224 Fe, 0,11 Mn, 0,27 B, 0,13 Zn, 0,032 Cu y 0,05 Mo (uM).
Sesenta dias después del trasplante, las plantas se recolectaron, se pesaron en fresco y se midid
el color en hojas externas e internas. Posteriormente las cabezas de lechuga se lavaron con
agua desionizada y se dividieron en dos partes iguales. Una parte se homogeneizd con N,

liquido y se congeld a -80 °C para la determinacion de los metabolitos de interés y la actividad
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antioxidante. La otra parte, se secd en un horno a 60 °C y se molidé para determinar el

contenido en nitrato.

Tabla 5.1. Caracteristicas de los diferentes cultivares de lechuga.

TIPO ROMANA
Carrascoy | De gran tamafio con follaje de color verde medio oscuro y abullonado grande.
Espuiia Hojas lisas, de textura blanda y color verde medio-claro.
Aitana Forma cogollo de hojas lisas, totalmente solapadas, de color verde medio-claro.
Collado Cogollo bien cerrado y compacto, de gran tamafio. Hojas de abullonado medio, de color
verde oscuro.
Planta mas alta que Carrascoy pero mas estrecha de base. Las hojas exteriores son muy
Alhama .
erectas y abrazan muy bien al cogollo, formando una roseta alrededor.
Isasa Forma un cogollo bien solapado y compacto, de color verde amarillento muy apropiado
para comercializar como cogollo pelado en bolsa.
Hojas poco abullonadas, de color verde medio-oscuro y muy tiernas. Forma un buen
AR-29213
cogollo.
TIPO LITTLE GEM
Ricote Follaje de color verde amarillento y abullonado. Forma una roseta abundante. Buen
aguante al espigado. Especial para corazones.
Pet Cogollos compactos, de hojas abullonadas, de color verde medio intenso y cierre
e uniforme.
Cogollos anchos y compactos bien solapados y hojas exteriores que forman una roseta.
Etna . .
Color verde medio a oscuro y hojas abullonadas.
. Cogollos compactos, con hojas que solapan y cubren bien el cogollo. Color verde
Urbion . . .
medio-claro, intenso y brillante.
Sandra Cogollo pequefio y de color amarillo y hojas exteriores de color verde intenso brillante.
Maite Color verde oscuro
Ferro Color verde oscuro y hojas abullonadas
TIPO MINI ROMANA
Marta Cogollo compacto con cierre en forma de pez. Hojas de color verde oscuro.
AR-29232 | Hojas de color verde oscuro con abullonado intenso.
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5.1.2. Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos se realizd con el programa SPSS 18.0. Los datos se
sometieron a analisis de varianza (ANOVA) para estudiar el efecto del tipo de lechuga sobre
los metabolitos de interés. Los valores medios se compararon con el test de rango multiple de
Duncan, para detectar correlaciones bivariadas significativas se realizo la prueba de Pearson y
para clasificar los diferentes tipos de lechuga con respecto a los parametros medidos se utilizo

el analisis discriminante canonico (ADC).

5.2. RESULTADOS Y DISCUSION

El color es uno de los atributos que mas afectan a la percepcion del consumidor de la
calidad. Como tal, juega un papel clave en la preferencia y aceptacion de los alimentos e
incluso puede influir en los umbrales del gusto y en la percepcion del dulzor (Clydesdale,
1993). Al comparar el color de las hojas externas, se observd que la lechuga Mini Romana
tenia un color mas verde (mayor hue) pero menos intenso (menor croma) que los tipos
Romana y Little Gem (Figura 5.1A). Sin embargo, se observaron algunas excepciones; los
cultivares Aitana y Alhama (tipo Romana) mostraron igual hue, pero mayor croma que el tipo
Mini Romana. En cuanto al color de las hojas internas, la lechuga Romana present6 un color
mas verde (mayor hue) que Mini Romana y Little Gem, pero no se observaron diferencias en

la intensidad de color (croma) entre los tres tipos de lechuga (Figura 5.1B).
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Figura 5.1. Representacion de valores croma-hue en hojas externas (A) e internas (B) de
lechuga Romana (@), Little Gem (®) y Mini Romana (®). Los cultivares son Carrascoy
(a), Espuna (b), Aitana (c), Collado (d), Alhama (e), Isasa (f), AR-29213 (g), Ricote (h),
Petra (i), Etna (j), Urbion (k), Sandra (1), Maite (m), Ferro (n), Marta (o) y AR-29232 (p).

Los aztcares solubles y los 4acidos organicos contribuyen en gran medida a las
caracteristicas de sabor y al valor nutricional de los vegetales (Luning ef al., 1994). Ademas,
los azlicares promueven la estabilidad del 4cido ascorbico, mejorando asi el contenido de
vitamina C (Birch y Pepper, 1983). Los azlcares solubles detectados en lechuga fueron
glucosa y fructosa, en concentraciones similares, y sacarosa en una concentracion de 2 a 5
veces menor que la de glucosa (Tabla 5.2). El contenido en azicares totales se calculdo como
suma de las concentraciones de los azucares individuales (Figura 5.2). En general, la lechuga
Romana mostré la mayor concentracion de azucares solubles mientras que Little Gem mostrd
la concentracion mas baja, excepto para sacarosa, cuyos valores fueron similares a los de Mini
Romana. Ademas, se observaron algunas excepciones en algunos cultivares de Romana y

Little Gem cuyo contenido de glucosa y fructosa fueron similares a los de Mini Romana.
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Tabla 5.2. Concentracién de azucares solubles (mg g™)

en variedades de lechuga Romana, Mini Romana y Little

Gem.
TIPO Sacarosa Glucosa Fructosa
Romana
Carrascoy 1,9+0,2 3,6+0,2 4,5+0,2
Espuiia 2,0£0,2 4,7+0,1 6,1+0,2
Aitana 2,4+0,2 4,7+0,3 6,2+0,6
Collado 1,9+0,1 4,0+£0.4 5,1£0,5
Alhama 2,6+0,2 5,3+0,4 6,5+0,3
Isasa 1,9+0,3 4,6+0,5 5,3+0,4
AR-29213 2,3+0,1 5,1+0,4 6,1+0,4
Media 2,2b 4,6¢ 5,7¢
Little Gem
Ricote 1,7+0,3 2,7+0,6 3,8+0,6
Petra 1,7+0,2 3,5+0,2 4,6+0,3
Etna 1,1£0,2 2,94+0,3 3,4+0,4
Urbion 1,2+0,1 2,84+0,2 3,4+0,2
Sandra 1,2+0,1 3,2+0,2 3,9+0,1
Maite 1,3+0,1 3,4+0,4 4,1+0,4
Ferro 1,1+0,1 3,1+0,3 3,9+0,3
Media 1,3a 3,1a 3,9a
Mini Romana
Marta 1,9+0,1 3,7+0,2 4,7+0,2
AR-29232 1,3£0,3 4,2+0,7 5,0=0,8
Media 1,6a 3,9b 4,8b

Hoksk Akosk sk

*kx oy ## diferencias significativas entre medias a 5, 1y 0.1%
niveles de probabilidad, n.s., no significativo a p=5%. Diferentes
letras en la misma columna indican diferencias significativas entre
medias segun el test de Duncan. Los valores son media + error
estandar (n=4).

El analisis de acidos organicos en muestras de lechuga revelo la presencia de acidos
malico, citrico, fumarico, glutamico, tartarico, quinico, a-cetoglutarico, succinico, siquimico y
maldnico (Tabla 5.3). Los acidos organicos también desempefian un papel importante en la
percepcion del sabor mediante la modificacion del sabor de los aztcares. El acido citrico

enmascara la percepcion de la sacarosa (Schifferstein y Fritjers, 1990; Bonnans y Noble,
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1993) y fructosa (Pangborn, 1963), mientras que el acido malico parece mejorar la percepcion
de la sacarosa (Fabian y Blum, 1943). En todos los cultivares de lechuga, la concentracion de
acido malico fue sustancialmente mayor que la concentracion del resto de acidos organicos. La
mayor concentracion de acido malico y en consecuencia de acidos organicos totales (Figura
5.2) se observo en Mini Romana, mientras que no se observaron diferencias significativas
entre Romana y Little Gem. Sin embargo, se observd una amplia variabilidad en la
concentraciéon de acido malico, especialmente en lechuga Romana donde los cultivares,
Alhama y AR-29213, mostraron valores similares a los de lechuga Mini Romana. En cuanto a
los otros acidos organicos, Mini Romana present6 las mayores concentraciones de acido
fumarico, glutdmico y a-cetoglutarico, mientras que la concentracion de acido tartérico,
succinico y siquimico fue similar a la observada en Romana y la de citrico a la observada en

Little Gem. Por ultimo, la concentracion de 4acido maldnico fue similar para los tres tipos de

lechuga.
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Figura 5.2. Concentracion de azlcares, acidos organicos, compuestos fendlicos, folatos y

carotenoides totales, en lechuga Romana (@), Little Gem (®) y Mini Romana (@®).

El papel de los compuestos fenolicos en la dieta esta asociado a la disminucion de
riesgo de cancer y enfermedades cardiovasculares (Wei et al., 1990; Hertog et al, 1993).

Ademas de los efectos beneficiosos de estos compuestos en la salud humana, se cree que
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aumentan la tolerancia al estrés de las plantas y prolongan la vida 1til postcosecha de frutas y
hortalizas (Meir et al., 1995; Hodges y Forney, 2003). Dichas propiedades se basan en su
capacidad para eliminar las especies reactivas de oxigeno que se sabe que estdn implicadas en
la senescencia de las hojas y en el sistema de defensa antioxidante de la planta. Los
compuestos fendlicos se pueden encontrar libres y conjugados con azucares, acidos y otros
compuestos fendlicos (Robbins, 2003). En este estudio se determind, mediante extraccion y
digestion basica, el perfil de compuestos fendlicos libres y totales, respectivamente. Los
compuestos fenolicos libres detectados en el extracto metanolico fueron el 4acido clorogénico,
rutina, kaempferol, acido p-coumadrico, acido cafeico, floridzina, acido protocatéquico,
luteolina y apigenina, siendo el acido clorogénico el principal compuesto fendlico detectado
en forma libre (Tabla 5.4). En general, la lechuga Romana mostr6 la mayor concentracion de
acidos clorogénico y cafeico, aunque se observd una gran variabilidad entre cultivares y
algunos como Collado y Carrascoy mostraron concentraciones mas bajas que Little Gem.
Romana y Mini Romana mostraron un mayor contenido de acido p-cumadrico, floridzina y
luteolina que Little Gem. Por el contrario no se observaron diferencias significativas en la
concentracion de rutina, kaempferol, 4cido protocatéquico y apigenina entre los tres tipos de
lechuga. Los compuestos fenolicos ligados se cuantificaron como la diferencia entre
compuestos fendlicos totales, determinados en la fraccion hidrolizada y los libres,
determinados en el extracto metanolico. Los principales fueron los derivados del 4cido cafeico
y del &cido p-cumarico (Tabla 5.4), que representaron entre el 43 y el 92% del contenido
fenolico total, dependiendo del cultivar estudiado. La concentracion de los compuestos
derivados del acido cafeico fue entre 15 y 34 veces superior a la de los derivados del acido p-
cumarico. La mayor concentracion de compuestos fenolicos ligados y totales (calculados
como suma de los compuestos fendlicos libres y ligados) se observdé en Romana y Mini
Romana (Figura 5.2). De acuerdo con estos resultados, Romana y Mini Romana podrian
presentar ventajas para su comercializacion en fresco (cabeza entera) debido a que en lechuga,
un mayor contenido en compuestos fenolicos ha sido correlacionado con un aumento de la
vida util del producto (Martinez-Sanchez et al., 2012). Por el contrario, estos tipos de lechuga
podrian presentar desventajas con respecto a Little Gem cuando se comercializan en cuarta
gama, ya que los compuestos fendlicos actian como sustrato del enzima polifenoloxidasa,

responsable del pardeamiento enzimatico que se produce en las zonas de corte.
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Variabilidad genotipica de la calidad nutricional y funcional de lechuga

La concentracion de vitamina C, medida como la suma de acido ascoérbico y acido
dehidroascorbico, se utiliza como un pardmetro de calidad de los vegetales. La principal forma
activa de la vitamina C es 4cido ascorbico (AA), aunque su forma oxidada, el acido
dehidroascorbico (ADHA), también presenta actividad biologica, ya que se convierte
facilmente en acido ascorbico en el cuerpo humano, de ahi el interés en el analisis simultaneo
de AA y ADHA (Lee y Kader, 2000). La lechuga es una fuente relativamente pobre de
vitamina C (90-120 pg g PF) en comparacion con otros vegetales como brocoli (~750 pg g’
PF), coliflor (~500 pg g PF) o pimiento (~350 pg g' PF) (Bahorun ef al., 2004). En este
estudio, la vitamina C (AA mas ADHA) mostro una concentracién media de ~78 pg g PF
dentro del rango observado anteriormente para la lechuga (Nicolle et al., 2004). En general, la
lechuga Romana presenté una mayor concentracion de vitamina C seguida de Little Gem y

Mini Romana, aunque se observo una amplia variabilidad entre cultivares (Tabla 5.5).

La ingesta de folatos estd relacionada con la disminucién de riesgo de anemia
megalobléstica, defectos del tubo neural, ciertas formas de cancer y disfunciones
neurocognitivas (Giovannucci et al.,, 1993; Fabre et al., 2000; Seshadri, 2002; Bjorklund y
Gordon, 2006). Los folatos naturales en los alimentos se encuentran principalmente en forma
de poliglutamatos (80%) y el resto como monoglutamatos (Vahteristo, 1996). Las formas
poliglutamicas no son asimilables por el organismo humano y necesitan ser hidrolizadas hasta
monoglutamatos para ser absorbidos a nivel intestinal (Chandler ef al., 1986). La necesidad de
este paso previo ha sido considerado generalmente como una limitacion de la
biodisponibilidad de las formas poliglutamicas (Gregory, 1995; Melse-Boonstra, et al., 2002).
Por ello, conocer el contenido de las formas poliglutimicas presentes en los alimentos podria
proporcionar informacion relevante sobre la idoneidad de un alimento como fuente de folatos
biodisponibles. Entre los vegetales ricos en folatos destacan: espinaca (~1,7 ug g PF), acelga
(~1,5 ug g PF) y escarola (~1,0 ug g PF), mientras que lechuga (~0,6 ng g' PF) puede
considerarse una fuente moderada de folatos (Konings et al,, 2001). Respecto a las formas
monoglutdmicas, en los cultivares de lechuga estudiados solo se detectd 5-metil
tetrahidrofolato (5-MTHF) (Tabla 5.5). En general, Little Gem mostr6é la mayor concentracion
de 5-MTHF, mientras que Romana y Mini Romana mostraron valores similares de este

compuesto. La adicion de conjugasa, para determinar formas poliglutamicas, reveld la
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presencia de 5-MTHF vy tetrahidrofolato (THF), de acuerdo con los resultados descritos
previamente en lechuga (Scott ef al., 2000). Estas formas poliglutamicas representaron del
25% al 65% del contenido total de folatos. Esta proporcion esta de acuerdo con los resultados
previamente observados por Wang et al. (2010) para lechuga que, a diferencia de la mayoria
de los vegetales en los que los folatos estan presentes en forma de poliglutamatos, muestra una
cantidad similar de formas mono- y poliglutdmicas. En nuestro estudio comparativo, la
lechuga Romana presentd la mayor concentracion de 5S-MTHF con algunas excepciones (cv.
Isasa), mientras que el contenido de THF no se vio influenciado por el tipo de lechuga. El
contenido total de folatos, calculado como la suma de las formas mono- y poliglutdmicas, fue
también mayor para lechuga tipo Romana que para los tipos de lechuga “baby-leaf” (Figura

5.2).

Los vegetales de hoja verde presentan un patréon de carotenoides relativamente
constante: luteina (~45%), f-caroteno (25-30%), violaxantina (~15%) y neoxantina (~15%)
(Britton, 1991). A diferencia de otros vegetales de hoja verde, la lechuga también contiene
lactucaxantina y presenta una concentracion de neoxantina menor que la de violaxantina y una
concentracion de f-caroteno mayor que la de luteina (Kimura y Rodriguez-Amaya, 2003). De
acuerdo con este patrén de carotenoides, el principal compuesto encontrado en todos los
cultivares de lechuga fue pf-caroteno, que representd aproximadamente el 50% de los
carotenoides totales, seguido de luteina (20%), lactucaxantina (13%), violaxantina (11%) y
neoxantina (6%) (Tabla 5.6). Entre los carotenoides, f-caroteno es la provitamina A mas
potente, mientras que la luteina estd implicada en la reduccion del riesgo de cataratas,
degeneracion macular (Snodderly, 1995; Moeller et al.,, 2000) y cancer de colon (Slattery et
al., 2000). Aunque los posibles beneficios para la salud de neoxantina, violaxantina,
lactucaxantina y otros carotenoides no se ha demostrado, se consideran de interés para la salud
humana por presentar estructuras similares a las de los carotenoides anteriormente
mencionados. Estudios previos han demostrado la influencia del cultivar en el contenido de
carotenoides de lechuga (Mou, 2005). En el presente estudio, Mini Romana mostr6 la mayor
concentracion de carotenoides totales (Figura 5.2), mientras que Little Gem presento la
concentracion mas baja. De manera similar a lo observado en carotenoides, Mini Romana

mostrod la mayor concentracion de clorofila (a y b) (Tabla 5.6). Al igual que en otros estudios
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realizados sobre lechuga (Mou, 2005) y otros vegetales de hoja como col rizada (Kopsell et
al., 2004) y acelga (Ihl ef al., 2006), se observo una correlacion significativa entre la clorofila

y los carotenoides (p<0,001).

Tabla 5.5. Concentracioén de vitamina C, monoglutamato, poliglutamato (ug

2”!) en variedades de lechuga Romana, Mini Romana y Little Gem.

. . Monoglutamato Poliglutamato
TIPO Vitamina C
5-MTHF 5-MTHF THF

Romana
Carrascoy 75,4+5,0 0,22+0,01 0,24+0,03 0,07+0,02
Espuia 104,5+9,2 0,2140,02 0,20+0,02 0,08+0,01
Aitana 100,5+5,6 0,2140,02 0,33+0,06 0,07+0,02
Collado 90,5+14,0 0,15+0,01 0,11+0,02 0,07+0,02
Alhama 93,6£5,5 0,18+0,04 0,17+0,08 0,04+0,01
Isasa 69,8+11,9 0,19+0,02 0,05+0,01 0,03+0,03
AR-29213 109,2+4,2 0,20+0,02 0,21+0,05 0,08+0,03
Media 92,0b 0,20a 0,19b 0,06
Little Gem
Ricote 59,9+0,4 0,26+0,03 0,10+0,06 0,04+0,02
Petra 63,9£1,8 0,27+0,02 0,10+0,02 0,03+0,01
Etna 131,9+13,0 0,16+0,03 0,04+0,01 0,01+0,00
Urbion 78,8+4,6 0,24+0,03 0,02+0,01 0,09+0,08
Sandra 81,245,1 0,28+0,05 0,05+0,02 0,08+0,03
Maite 60,8+4.4 0,24+0,03 0,22+0,07 0,05+0,02
Ferro 35,8+10,2 0,20+0,02 0,03+0,01 0,06+0,01
Media 73,2a 0,24b 0,08a 0,05
Mini Romana
Marta 73,4+12,0 0,19+0,02 0,07+0,06 0,09+0,05
AR-29232 61,0+£7,2 0,25+0,03 0,08+0,05 0,07+0,02
Media 67,2a 0,22a 0,07a 0,07

sksk * sk n.s.

* ek y k%  diferencias significativas entre medias a 5, 1 y 0.1% niveles de probabilidad, n.s.,
no significativo a p=5%. Diferentes letras en la misma columna indican diferencias
significativas entre medias segun el test de Duncan. Los valores son media + error estandar
(n=4).

125



Capitulo 5

Tabla 5.6. Concentracion de f-caroteno, luteina, lactucaxantina (Lactuca), violaxantina
(Viola), neoxantina (Neo), clorofila a (Clorof a) y clorofila b (Clorof b), expresada como ug

g, en variedades de lechuga Romana, Mini Romana y Little Gem.

TIPO p-caroteno Luteina Lactuca Viola Neo Clorofa  Clorof b
Romana
Carrascoy 26,4+3,0 11,7£0,9 6,840,3 5,9+0,3 3,4+0,3 100,949,0 39,6+3.4
Espuia 24,6+5,0  10,0£2,1 5,9+1,1 5,5£1,0 3,2+0,6 82,1+£16,2  32,5+6,8
Aitana 349423 13,9+1,2 8,2+0,7 7,5£0,5 4,6£0,4 121,4+10,9 49,8448
Collado 32,0£0,9 11,6£0,2 8,1+0,7 5,3£0,3 3,5+0,1 96,1+7.8 23,7+7.2
Alhama 339+2,8 13,4+1,0 8,6+0,8 6,2+0,4 4,1+0,3 105,5£12,4 37,9+4,6
Isasa 20,1£1,3 7,7£0,5  4,0£0,6 5,0+£1,2  2,3+0,3  59,8+5,3 19,5+2.8
AR-29213 33,0£2,2  14,1+1,1  9,3x0,8 6,9+0,7 4,5£0,6 114,849,6  35,4+6,8
Media 29,3b 11,8b 7,3b 6,0b 3,7b 97.2b 34,0a
Little Gem
Ricote 20,5+1,0 7,8+0,3  5,0£0,7 4,5+0,3 2,6£0,2 71,849,1 26,8+3.9
Petra 19,5+1,0 7,840,7 4,740,2 4,6+£0,1 2,5+0,2 60,24+4,6 23,4432
Etna 18,8422 8,4+0,7 5,8+0,6 4,3£0,3 2,6+0,2 67,8£11,9 29,8+33
Urbion 20,6+0,5 8,4+0,4  5,3+0,5 4,8+0,3 2,7+0,1  76,5+5,5 25,5+1,9
Sandra 20,7+4,1 8,741,3  4,840,7 4,9+0,6 2,704  72,9+17,2  28,6+£5,9
Maite 22,729 9,7¢1,3  6,5£0,5 5,3+0,7 3,10,3 90,5«11,4 31,8433
Ferro 20,3+3.,4 7,8+1,1  4,6£0,6 4,2+0,5 2,504  69,0£9,7 23,4432
Media 20,5a 8,4a 5,2a 4,7a 2,7a 72,7a 27,0a
Mini Romana
Marta 41,8459 149+2,0 11,1+0,7 7,5£0,6 5,0+0,7 122,3+13,9 47,3+6,5
AR-29232 333x14 12,7+0,4 8,4+0,3 6,2+0,3 3,9+0,1 112,0£9,5 51,9+43
Media 37,6¢ 13,8¢ 9,7¢ 6,8b 4,5¢ 117,2¢ 49,6b
ks skesksk skskosk seskosk seksk skskosk seskosk

*wx y ek diferencias significativas entre medias a 5, 1 y 0.1% niveles de probabilidad, n.s., no significativo
a p=5%. Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas entre medias segun el test de
Duncan. Los valores son media =+ error estandar (n=4).

Las diferencias observadas en la composicion nutricional y el contenido de compuestos
bioactivos entre los tipos de lechuga estudiados, podrian explicarse en parte por las diferencias
en la estructura de la cabeza y el tamafio. Las lechugas con una estructura de cabeza abierta
como Romana y Mini Romana tienen una mayor area fotosintética lo que contribuiria a
aumentar la concentracion de clorofilas y azucares, asi como la de otros metabolitos

relacionados con la fotosintesis (Mou, 2009; Ozgen y Sekerci, 2011). Por el contrario, en los
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cultivares tipo Little Gem, con una cabeza mds cerrada que Romana o Mini Romana, la
penetracion de la luz solar estd mas limitada, lo que conlleva a un menor contenido de
metabolitos relacionados con la fotosintesis. Segin Mou (2005), la influencia de estructura de
la cabeza sobre el contenido de carotenoides es especialmente relevante. El f-caroteno
desempeiia un papel en la fotosintesis como pigmento accesorio que absorbe a longitudes de
onda diferentes a la de las clorofilas, y transfiere la energia luminosa absorbida a las clorofilas
(Mou, 2009). Ademas de su funciéon como pigmentos captadores de luz, los carotenoides
también protegen a las células contra las acciones de los radicales libres de oxigeno cuando la
energia incidente de luz excede a la necesaria para la fotosintesis; los carotenoides que
componen el ciclo de las xantofilas disipan el exceso de energia, evitando asi dafios en el
sistema fotosintético (Krause, 1988; Demmig-Adams y Adams, 1996). Ademds de las
diferencias en la estructura de la cabeza entre Little Gem y los otros dos tipos de lechuga, los
cultivares de lechuga Mini Romana presenta un menor tamafio que los de Romana y por lo
tanto, mayor proporcion de hojas verdes externas, lo que explicaria el mayor contenido de

carotenoides observado en Mini Romana.

Para evaluar la potencial actividad antioxidante de los diferentes tipos y cultivares de
lechuga se utilizaron como métodos complementarios ABTS [2,2'-azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico)] y FRAP (Poder Antioxidante de Reduccion Férrica). Los
resultados obtenidos por ambos métodos mostraron que la mayor actividad antioxidante
correspondia a la fraccion hidrofilica. Sin embargo, dichos métodos no detectaron las mismas
diferencias entre los tipos de lechuga (Tabla 5.7), debido a que la fraccion hidrofilica contiene
compuestos antioxidantes que presentan diferente respuesta a cada método. La actividad
antioxidante medida en la fraccion hidrofilica mediante el ensayo ABTS (ABTS-H) fue mayor
en Mini Romana, mientras que no se encontraron diferencias entre Romana y Little Gem. La
mayor actividad antioxidante hidrofilica medida en el ensayo FRAP (FRAP-H) se observo en
Mini Romana y Romana. Los compuestos hidrosolubles que contribuyen a la actividad
antioxidante hidrofilica son compuestos fendlicos, vitamina C y acidos organicos. Segun Gil et
al. (2000), los principales acidos organicos presentes en lechuga, acidos malico y citrico, no
muestran actividad antioxidante cuando se evaluan con el ensayo FRAP. Esto puede explicar

que Mini Romana presente una mayor actividad antioxidante cuando se mide con el método
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ABTS, debido a su alto contenido de acidos organicos, mientras que Romana presente mayor
actividad antioxidante con el método FRAP, debido a su mayor contenido de compuestos
fenolicos. En lo que respecta a la fraccion lipofilica, la actividad antioxidante medida por el
ensayo ABTS (ABTS-L) fue mayor en Mini Romana y no se encontraron diferencias entre
Romana y Gem Little. Cuando la actividad antioxidante de la fraccion lipofilica se midio con
el método FRAP (FRAP-L), Romana presentd los valores mas altos seguida por Mini Romana
y finalmente por Little Gem. Los valores de actividad antioxidante lipofilica medida por el
ensayo FRAP fueron mas bajos que los obtenidos en el ensayo con ABTS. Aunque tanto en el
ensayo FRAP como en el ABTS los carotenoides ciclicos y sus derivados con el grupo
carbonilo sustituido, muestran baja reactividad quimica debido a un impedimento estérico, el
ensayo ABTS es capaz de reconocer, al menos en parte las propiedades antioxidantes de los

carotenoides (Muller et al., 2011; Pellegrini et al., 2009).

Los nitratos en la dieta son potencialmente adversos para la salud, debido a su potencial
transformacion en nitritos, que pueden interactuar con la hemoglobina, afectando el transporte
de oxigeno en sangre (Santamaria, 2006). Ademas, el nitrato puede reducirse a nitrito y
combinarse con aminas secundarias dando lugar a nitrosaminas que aumentan el riesgo de
cancer gastrointestinal (Hord et al., 2009). Los vegetales, especialmente los vegetales de hoja,
representan las principales fuentes de ingesta dietética de nitrato. A pesar de la gran
variabilidad observada entre cultivares del mismo tipo, especialmente entre las del tipo
Romana, en Little Gem se encontr6 un contenido de nitrato 3 y 6 veces mayor al observado en
lechuga Mini Romana y Romana, respectivamente (Tabla 5.5). Segiin Burns et al. (2004), la
acumulacion de nitrato en vegetales de hoja aumenta al disminuir la radiacion solar, o cuando
partes de la cabeza de lechuga quedan a la sombra debido a que la densidad foliar aumenta.
Por lo tanto, una limitacion en la disponibilidad de luz en lechugas de cabeza cerrada como

Little Gem disminuiria la asimilacion de nitrato, dando lugar a un mayor contenido de nitrato.
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Tabla 5.7. Actividad antioxidante determinada por los métodos por ABTS y
FRAP en la fraccion hidrofilica (ABTS-H y FRAP-H) y en la fraccion
lipofilica (ABTS-L y FRAP-L), expresada como umoles equivalentes de
trolox 100 g’y concentracién de nitrato (mmol kg™ PS) en variedades de

lechuga Romana, Mini Romana y Little Gem.

TIPO ABTS-H ABTS-L FRAP-H FRAP-L Nitrato
Romana
Carrascoy 31,8+2,1 19,5+2,9  46,1+5,9 5,240,5  185,6+69,0
Espuiia 53,4+4,5  21,0£3,9  63,9+5,1 6,8+0,5 19,7443
Aitana 60,9+7.4  34,0£5,0 71,2+8.5 6,7x1,1 19,0443
Collado 37,7444 20,5£5,1 49,7164 6,0£0,9  115,8+35,1
Alhama 42,7£2,9  29.3+1,2  56,444,0 7,6+£0,6  30,1£5,2
Isasa 38,8+4,3  20,6+2,4 522450 2,6£0,4 221,4+49.9
AR-29213 49,5+6,4  28,5+3,7  55,0+5,9 5,0£0,5 161,2+39,3
Media 44.9a 24,8a 56,3b 5,7¢ 100,5a
Little Gem
Ricote 31,8+2,1 19,5+2.4  40,5+1,9 2,5+0,6  733,3+£71,8
Petra 53,4+4,5 18,8+2,3 32,2422 2,2+0,5  783,3£58,9
Etna 60,9+7.4  16,7+4,7 34,3134 2,8+0,7 714,1+264,8
Urbion 37,7444  19,0£1,7 34,3+2.8 2,4+0,6  395,9+62,2
Sandra 42,7£2,9  21,543,7  30,6+2,1 2,7£0,8  755,8+189,3
Maite 38,844,3  26,6£0,9  34,9+3.0 44+0,2 571,6+185,2
Ferro 49,5+6,4  20,5+1,3  36,244.,4 2,1£0,3  402,3£77,4
Media 46,9a 20,4a 34,7a 2,7a 626,6b
Mini Romana
Marta 58,1+2,1  33,5£3,0 52,3+2.3 5,6£0,7 15224246
AR-29232 57,0£5,5  31,7£2,5 48,549 3,4+0,7 297,8+£72,0
Media 57,8b 32,6b 50,4b 4,5b 214,6a

* sksksk skskok skkosk sksksk

* ek y kxx - diferencias significativas entre medias a 5, 1 y 0.1% niveles de probabilidad,
n.s., no significativo a p=5%. Diferentes letras en la misma columna indican diferencias
significativas entre medias segln el test de Duncan. Los valores son media =+ error estdndar
(n=4).

Con el fin de identificar diferencias (si existieran) entre los tres tipos de lechuga
estudiados, respecto a su composicion nutritiva y antioxidante, se realizd un analisis
discriminante de los parametros estudiados. Dicho andlisis se realizd por etapas, para reducir

un efecto de sobreajuste y se aplicd un procedimiento de validacion cruzada, para determinar
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la fiabilidad del modelo estadistico. El conjunto de datos constaba de 64 muestras (28
Romana, 28 Little Gem y 8 Mini Romana). Al introducir todos los pardmetros estudiados,
resultaron dos funciones canodnicas discriminantes, siendo las variables predictoras
seleccionadas para la primera funcion, fructosa (con un coeficiente de funcion canodnica de
0,265), acido citrico (-0,110), vitamina C (0,105), FRAP-H (0,293), nitrato (-0,348) y hue en
hojas internas (0,380) y para la segunda funcion, a-cetoglutarico (-0,488), f-caroteno (-0,464),
ABTS-H (-0,210) y luminosidad en hojas externas (0,382). La primera funcién explicéd el
82,3% de la clasificacion y el modelo permitio que el 100% de los casos agrupados por
validacion cruzada pudieran ser clasificados correctamente de acuerdo con la distribucion

discriminante representada en la Figura 5.3.
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Figura 5.3. Histogramas del analisis discriminante de los parametros analizados en
lechuga Romana (@), Little Gem (A) y Mini Romana (M) utilizando fructosa, acido
citrico, vitamina C, FRAP-H, nitrato, hue en hojas internas, acido a-cetoglutarico, f-

caroteno, ABTS-H y luminosidad en hojas externas como variables predictoras.
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5.3. CONCLUSIONES

En este estudio se han evaluado las diferencias entre los tipos de lechuga Romana, Mini
Romana y Little Gem, respecto a su composicion nutritiva y antioxidante y a su contenido en
nitrato. En general, la lechuga tipo Romana mostré el mayor contenido en compuestos
fenolicos, vitamina C y folatos, todos ellos con un reconocido efecto beneficioso sobre la
salud humana. En el caso de los compuestos fendlicos, ademas sus propiedades saludables,
tienen la capacidad de prolongar la vida til poscosecha de lechuga, lo que presenta una clara
ventaja cuando esta se comercializa entera para su consumo en fresco. Por el contrario, un
mayor contenido en compuestos fenolicos presenta desventajas en el caso de lechuga
procesada para cuarta gama, ya que cuando dichos compuestos son sustrato de los enzimas
responsables del pardeamiento enzimatico. La lechuga tipo Mini Romana mostré el mayor
contenido de acidos organicos y compuestos lipofilicos, incluyendo carotenoides y clorofilas,
ambos con propiedades antioxidantes reconocidas. Finalmente, la lechuga Little Gem presento
el mayor contenido de nitrato, lo que se puede considerar como una caracteristica negativa de
este tipo de lechuga. Las diferencias encontradas en las concentraciones de metabolitos y
nitrato podrian atribuirse a la estructura de cabeza de lechuga y al tamafio de los diferentes
tipos que determinan la penetracion de la luz solar y por lo tanto la sintesis de metabolitos
dependientes de la luz y la asimilacion de nitrégeno. Los parametros que permitieron
diferenciar los tres tipos de lechuga entre si fueron los contenidos en fructosa, acido citrico,
vitamina C y nitrato, la capacidad antioxidante de la fraccion hidrofilica y el color de hojas
internas y en menor medida, el contenido en a-cetoglutarico, f-caroteno, y la luminosidad de
hojas externas. A pesar de las diferencias generales encontradas entre los diferentes tipos de
lechuga, en algunos casos se observaron diferencias entre cultivares pertenecientes a un
mismo tipo, lo que deberia ser tenido en cuenta a la hora de seleccionar variedades de lechuga

en funcion de su composicion.
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CAPITULO 6. DISCRIMINACION DE PIMIENTO Y LECHUGA
ECOLOGICOS Y CONVENCIONALES

A pesar del crecimiento que en la actualidad experimenta la agricultura ecolégica,
aun no existe una metodologia fiable para confirmar que los insumos utilizados durante el
cultivo de frutas y hortalizas ecologicas son realmente de origen organico y por lo tanto,
que estan autorizados para su uso en este sistema de produccion. Con el fin de garantizar la
autenticidad de dichos productos, se han investigado varios marcadores isotopicos
potenciales, incluyendo 513C, 515N, 5180, 6348, etc, como indicadores del origen de la
fuente de los fertilizantes utilizados en el cultivo (Georgi, et al., 2005; Suzuki et al., 2009).
El uso de estos isotopos con este fin se basa en las diferencias en la composicion isotdpica
entre los fertilizantes ecologicos y sintéticos que pueden dar lugar a diferencias en las
huellas isotopicas de planta y fruto. Entre los marcadores isotopicos estudiados, el 6"°N se
ha mostrado como un indicador prometedor para la caracterizacion de frutas y verduras
ecoldgicas (Rapisarda et al., 2005; Flores et al., 2007; Sturm et al., 2011). Sin embargo,
los resultados no son siempre concluyentes y es dificil definir unos valores umbrales para
clasificar productos ecologicos y convencionales. Ademas de las relaciones de los is6topos
estables, la composiciéon quimica de frutas y hortalizas también se ha estudiado como
herramienta potencial para distinguir entre productos cultivados bajo diferentes sistemas
agricolas (Carbonaro ef al., 2002; Hajslova et al., 2005; Rapisarda et al., 2005; Camin et
al., 2011). Sin embargo, a pesar de que este enfoque es capaz de mejorar la clasificacion de
los vegetales en grupos ecoldgicos o convencionales, también presenta algunas
limitaciones para ser utilizado como unico indicador de la gestion agricola, debido a las
discrepancias encontradas en la bibliografia respecto al contenido de minerales y
metabolitos de frutas y hortalizas cultivadas bajo diferentes sistemas de produccion. El
objetivo de este trabajo fue estudiar la viabilidad de una aproximacion multivariante,

. 15 ., . C e,
combinando resultados de valores de ¢ "N, concentracion de metabolitos y composicion
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mineral, para clasificar pimiento y lechuga cultivados bajo sistemas de produccion

ecoldgico y convencional.

6.1. MATERIAL Y METODOS

6.1.1. Disefio experimental

Se cultivaron plantas de pimiento (Capsicum annuum L. cv. Quito) y lechuga
(Lactuca sativa L. cv. Little Gem Ferro) bajo invernadero, en macetas de 15 L con suelo
con textura franco arcillosa (25% arena, 35% limo, y 40% de arcilla; pH 7,7). Los
tratamientos consistieron en siete tipos de fertilizacion ecologica (E), tres tratamientos con
fertilizantes convencionales (C) y tres tratamientos mixtos (M). Los tratamientos
ecoldgicos y mixtos implicaron la preparacion del suelo, previamente al transplante,
mediante biosolarizacion (Flores et al., 2008) que se realizo aplicando una enmienda ovina
y gallinacea (proporcién 4:1) a razén de 7 kg m™. Después de la aplicaciéon de estiéreol, el
suelo se cubrid con una pelicula de plastico transparente y el invernadero se cerr6 durante
3 meses (agosto-octubre). En los tratamientos ecologicos, las plantas se cultivaron con
fertilizantes sélidos (Agrimartin® s6lido, Negrot® o Lombrimur®) o liquidos (Agrimartin®
liquido, Terrabal®, Tecsoil® o Naturamin®) de diferentes origenes (Tabla 6.1), certificados
de acuerdo con el Reglamento Europeo (CE) 834/2007 para su uso en cultivos ecoldgicos.
La fertilizacion convencional consistio en la aplicacion de fertilizantes sintéticos solubles
(KNO3, NH4H,PO,4 o urea). Por ultimo, en los tratamientos mixtos se aplicaron los mismos
fertilizantes sintéticos utilizados en los tratamientos convencionales, sobre la base de un
suelo biosolarizado. En la Tabla 6.2 se presentan las combinaciones de fertilizacion y
biosolarizacion utilizadas en cada tratamiento. Los fertilizantes liquidos ecologicos y los
fertilizantes sintéticos utilizados en tratamientos ecoldgicos, convencionales y mixtos se
suministraron por riego por goteo a la misma concentracion de N (10 mM). Los
fertilizantes ecologicos solidos utilizados en los tratamientos ecoldgicos fueron
suministrados directamente al suelo con una dosis de 4,4 g N planta” y las plantas se

regaron por goteo con agua.
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Tabla 6.1. Origen de los diferentes fertilizantes utilizados para el cultivo

ecoldgico.

Tipo Fertilizante Origen

Ecologico Sélido Agrimartin So6lido Estiércol de oveja
Lombrimur Humus de lombriz
Negrot Mezcla animal y vegetal

Ecolégico Liquido Naturamin Aminoécidos
Tecsoil Extracto Vegetal
Terrabal Extracto cereal

Agrimartin Liquido Extracto de estiércol de oveja

Tabla 6.2. Combinaciones de fertilizantes y biosolarizacidon pertenecientes a los

diferentes tratamientos principales (ecologico, convencional y mixto).

Tratamiento Tipo Biosolarizacion Fertilizante Referencia
Ecolégico Solido Si Agrimartin Solido ~ BS+ES(AgrSol)
Lombrimur BS+ES(Lomb)
Negrot BS+ES(Negrot)
Liquido Si Agrimartin Liquido BS+EL(AgrLiq)
Naturamin BS+EL(Natur)
Tecsoil BS+EL(Tecsoil)
Terrabal BS+EL(Terrab)
Convencional  Solido soluble No KNO; NO;
NH4H,PO, NH,4
Urea Urea
Mixto Solido soluble Si KNO; BS+NO;
NH4H,PO, BS+NH,
Urea BS+Urea
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6.1.2. Recoleccion y preparacion de muestras

Las muestras de material vegetal (planta y fruto) y suelo se recogieron 188 dias
después del trasplante, en el caso de pimiento y 70 dias después del trasplante, en el caso
de lechuga. Las muestras de planta se separaron en parte aérea, raiz y fruto (en pimiento),
se lavaron con agua desionizada y se secaron con papel. En el caso de lechuga, cada
muestra se cortd en dos porciones, conservando una de ellas a -80 °C para el analisis de
metabolitos. Las muestras de material vegetal y suelo destinadas al analisis de los valores
de abundancia natural de °N (0 15 N), nitroégeno total (Nia1) y composicion mineral, junto a
muestras de los fertilizantes ecologicos y de sintesis destinadas al anélisis de 6N, se

secaron a 65 °C y se molieron para su posterior analisis.

6.1.3. Analisis estadistico

El anélisis estadistico de los datos se realiz6 con el programa SPSS 18.0. Los datos
se sometieron a analisis de varianza (ANOVA) para los factores principales del cultivo
que afectan a las variables medidas, los valores medios se compararon con el test de rango
multiple de Duncan y para predecir el modo de cultivo se utiliz6 el analisis discriminante

canodnico (ADC).

6.2. RESULTADOS Y DISCUSION

6.2.1. Composicion isotopica de las fuentes de N

Las fuentes de N utilizadas en los diferentes tratamientos incluyeron fertilizantes
ecoldgicos solidos o liquidos, fertilizantes sintéticos y estiércol para la biofumigacion del
suelo. La Tabla 6.3 muestra los valores de 6"°N de dichas fuentes. Estos valores oscilaron,
en el caso de los fertilizantes ecologicos, entre 9,0 y 14,1 %o en los fertilizantes solidos y
entre 3,0 y 8,2 %o en los liquidos. Estos valores estan de acuerdo con la caracterizacion

isotopica de fertilizantes ecoldgicos, previamente descrita por Bateman y Kelly (2007),
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donde los valores de J"°N oscilaron entre 0,6 y 16,2 %0, dependiendo de su origen, siendo
los fertilizantes a base de algas marinas los que presentaron valores medios mas bajos
(6"°N=2.5 %o). Los fertilizantes inorganicos de origen sintético mostraron valores de J'"°N
cercanos a 0 %o (entre 0,1 y 0,9 %0) de acuerdo con la composicion de N atmosférico

utilizado por la industria de los fertilizantes como fuente de N (Vitoria et al., 2004).

Tabla 6.3. Valores de d'"°N (%o) de las fuentes de
N utilizadas en los diferentes tratamientos

ecoldgicos, convencionales y mixtos.

Fuente N O"N

Estiércol para biosolarizacion 11,9

Fertilizantes Ecolégicos Soélidos

Agrimartin Sé6lido 14,1
Lombrimur 10,7
Negrot 9,0
Fertilizantes Ecolégicos Liquidos

Agrimartin Liquido 3,7

Naturamin 3,0
Tecsoil 8,2

Terrabal 4.2

Fertilizantes Sintéticos

KNO; 0,9

NH,H,PO, 0,1

Urea 0,7

6.2.2. Pimiento

Para el estudio de discriminacion entre pimientos cultivados bajo los diferentes
sistemas de produccidn, se analizaron los valores de SN y la concentracion de Ny, de
parte aérea, raiz, fruto y suelo, asi como el peso fresco de parte aérea y raiz. Al comparar

los tratamientos ecoldgicos (E) y convencionales (C), se detectaron diferencias
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significativas entre los diferentes tipos de fertilizacion en la concentracion de Ny, en raiz,
fruto y suelo y en los valores de 6'°N de parte aérea, raiz, fruto y suelo (Tabla 6.4). Las
plantas que se cultivaron bajo un régimen mixto no mostraron diferencias significativas en
la concentracion de Ny y valores de SN de raiz, fruto y suelo con respecto a las plantas
E, ni en los valores de 6"°N de parte aérea con respecto a las plantas C. Ademads, no se
observaron diferencias significativas en el peso fresco de parte aérea y raiz ni en la
concentracion de N, de parte aérea entre tratamientos. Aunque los tratamientos E
presentaron un valor medio de "°N de la planta mayor al observado en los tratamientos C,
en el caso particular del tratamiento con NOs;,, se observaron valores mayores a los
esperados a partir del analisis isotopico de la fuente de N, mostrando valores de 6'°N en
parte aérea incluso mas altos a los observados en algunos tratamientos E. Los resultados
obtenidos en el tratamiento con NO;3 pueden ser atribuidos a procesos de pérdida de
nitrogeno (i.e. nitrificacion y desnitrificacion) que discriminan a favor del is6topo mas
ligero (**N), dando lugar a un enriquecimiento en °N del nitrégeno remanente del suelo y
en consecuencia de la planta (Delwiche y Steyn, 1970). Los procesos de nitrificacion y
desnitrificacion  dependen de diferentes factores, como el pH, la temperatura y el
contenido de agua del suelo. Bajo temperaturas céalidas y condiciones anaerdbicas, la
desnitrificacion conlleva pérdidas de N por volatilizacion de nitrogeno atmosférico (N;) u
6xido nitroso (N,O) y un posterior enriquecimiento en "N del nitrato remanente. Por el
contrario, el proceso de nitrificacion requiere condiciones aerobias y esta limitado por las
altas temperaturas en mayor medida que el proceso de desnitrificacion (Maag y Vinther,
1996). Nuestras condiciones experimentales incluyeron altas temperaturas y suelos de
textura fina con alto contenido de humedad. Bajo tales condiciones ambientales, el proceso
de desnitrificacion se ve favorecido mientras que el proceso de nitrificacidon es menos
probable. Todo ello justifica los valores de 6'°N mayores a lo esperado en plantas tratadas
con NOj3  y también el hecho de que el contenido de N en estas plantas sea inferior a lo
observado en plantas tratadas con NH, o urea, a pesar de que se cultivan con el mismo

nivel de N.
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Capitulo 6

Con el fin de examinar las diferencias entre los tres grupos (E, C y M) con respecto a
los multiples parametros analizados (variables predictoras) se llevd a cabo un analisis
discriminante canonico (ADC). EI ADC ha sido utilizado anteriormente para determinar el
origen y la autenticidad de los alimentos (Kelly y Bateman, 2010) y permite la
identificacion de las variables mas ttiles para predecir por ejemplo, pertenencia a un grupo
ecologico o convencional. Con este fin, se llevo a cabo un andlisis por etapas para reducir
un efecto de sobreajuste y se aplico un procedimiento de validacion cruzada para
determinar la fiabilidad del modelo estadistico. El conjunto de datos constaba de 52
muestras individuales (28 ecologicas, 12 convencionales y 12 mixtas). Las variables
usadas para el ADC fueron N, SN y peso fresco de parte aérea, raiz, fruto y Niotal, SN
de suelo. El analisis discriminante dio como resultado dos funciones que utilizaron los
valores de 6"°N de parte aérea y suelo como variables predictoras. El modelo permitid que
el 78,8% de los casos agrupados (por validacion cruzada) pudieran ser clasificados
correctamente de acuerdo con la distribucidon discriminante representada en la Figura 6.1.
La primera funciéon dependia de los valores de 0'°N del suelo, con un coeficiente de
funcion candnica de 0,999 y explicaba el 94,3% de la varianza. La segunda funcion se
relaciond con el "°N de parte aérea con un coeficiente de funcién candnica de 0,952. Los
casos pertenecientes a los tratamientos E y C se separaron bien, con un sélo caso E mal
clasificado como C y viceversa. A pesar de que una gran parte de la varianza fue explicada
por las dos funciones, no se obtuvo la separacion deseada entre los tratamientos E y M, con
el 50% de los casos M mal clasificados como E y el 10,7% de E como M. Estos resultados
destacan la gran contribucion del estiércol organico utilizado para la biosolarizacion del
suelo sobre la composicion isotopica de la planta y la complicacion de la deteccion de la
aplicacion de fertilizantes inorganicos cuando se combinan con fuentes de N organico. Por
ultimo, los casos E mal clasificados como C (3,6%) corresponden al tratamiento que utiliza

como fertilizante Agrimartin liquido [BS+EL(AgrLiq)] con 5" N= 3,7 %o.

Las variables predictoras utilizadas por el ADC (valores de 6"°N de suelo y parte
aérea) podrian ser de utilidad cuando se realiza un anélisis precosecha, como por ejemplo
durante una inspeccion de la plantacion durante el desarrollo del cultivo. Sin embargo, no
son utiles cuando la diferenciacion entre cultivos ecoldgicos y convencionales se lleva a
cabo en condiciones postcosecha (por ejemplo para una inspecciéon en el mercado de

destino). Con el fin de obtener una clasificacion mas realista bajo condiciones postcosecha,
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Discriminacion de pimiento y lechuga ecologicos y convencionales

el andlisis se realizo incluyendo sélo los pardmetros disponibles en esa situacion como
Niotal ¥ 5N de fruto. El anélisis discriminante excluyo la variable Ny, de fruto, debido a
la escasa contribucion de este pardmetro a la discriminacion entre grupos y solo utilizo el
valor de 6"°N de fruto. El modelo permitié que el 69,2% de los casos agrupados pudieran
ser clasificados correctamente por validacion cruzada. Varios casos M fueron
erroneamente clasificados como E (66,7%) o C (25,0%) y también, el 3,6% de E y el
16,7% de C se clasificaron como M. So6lo dos casos de E (7,1%) fueron mal clasificados

como C, mientras que ningn C fue clasificado erroneamente como E.

2 —
1 —
4,
S
0 ye3

Funcion 2

X
//

"2 7 v oA Ecologico
@® Convencional
Mixto
-3 - * Centroide del grupo
| | | | |
-4 -2 0 2 4
Funcion 1

Figura 6.1. Histogramas del analisis discriminante canonico de las muestras
de pimiento cultivado bajo cultivo ecologico (A), convencional (@) y
mixto (M), utilizando como variables predictoras los valores de 6'°N de

suelo y parte aérea.
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Capitulo 6

6.2.3. Lechuga

En lechuga no se observaron diferencias significativas en el peso fresco ni en la
concentracion de Niq, de parte aérea y raiz entre tratamientos (Tabla 6.5). Los valores 0 SN
de parte aérea y suelo disminuyeron con los tratamientos siguiendo el orden E > M > C.
Ademés, no se observaron diferencias significativas en los valores de "N de raiz entre
plantas bajo tratamientos E y M que a su vez presentaron valores superiores a los
observados en plantas bajo tratamiento C. De manera similar a los resultados observados
en el pimiento, el tratamiento con NO;™ mostrd valores de 6'°N de parte aérea y raiz
mayores a los esperados a partir del analisis isotopico de la fuente de N, probablemente
debido al fraccionamiento isotopico durante la desnitrificacion que pudo provocar un

aumento del valor de J '°N del nitrato remanente.

Al igual que en el estudio de pimiento, para diferenciar entre tratamientos E, C y M
mediante ADC, se utilizo la composicion de N en lechuga y suelo (N y 6°N), asi como
el peso fresco de parte aérea y raiz. La clasificacion se logrd con éxito en el 65,4% de los
casos agrupados mediante validacion cruzada por una funcion discriminante candnica que
solo dependia del valor de 0"°N de raiz, con un coeficiente de funcién canénica de 0,802.
La mayor parte de los casos mal clasificados fueron los pertenecientes al grupo M (91,7%).
So6lo un caso E fue erroneamente clasificado como C y no hubieron casos C mal

clasificados como E.

Con el fin de evaluar el uso de variables disponibles durante la postcosecha en los
mercados de destino, se realizé un nuevo ADC incluyendo s6lo los valores de Nig Yy SN
de parte aérea. Ademas de estos parametros relacionados con el crecimiento de la planta y
la composicion de N, se utilizaron variables relacionadas con la calidad y la composicion
mineral de lechuga, en particular, el contenido en agua de parte aérea, la capacidad
antioxidante utilizando como métodos complementarios ABTS [2,2'-azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico)] y FRAP (Poder Antioxidante de Reduccion Férrica) tanto
en la fraccion hidrofilica (ABTS-H, FRAP-H) como en la fraccion lipofilica (ABTS-L,
FRAP-L), la concentracion de azlcares solubles (glucosa, fructosa y sacarosa), fenoles
totales, clorofilas, vitamina C, acidos orgénicos (glutdmico, tartarico, quinico, malico,
maldnico, siquimico, cetoglutarico, citrico, fumarico y succinico), minerales (Ca, Cu, Fe,

K, Mg, Mn, P y Zn) y aniones (CI,, NOs", PO,* y SO4%). ANOVA s6lo detecté diferencias
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significativas entre tratamientos E, C y M en el d °N de parte aérea, vitamina C, 4cido
citrico, glutdmico y tartarico, K, Mg, Mn, Zn, Cu y CI" (Tablas 6.5-6.9). Las variables de
prediccion seleccionadas por el ADC fueron el valor de 6'°N de parte aérea (con un
coeficiente de funcion candnica de 0,537), Zn (0,262) y ABTS-H (-0,129) para la primera
funcién y Mn (0,415), acido tartarico (0,318), acido succinico (0,231) y FRAP-L (0,095)
para la segunda funcién. Este analisis de datos multivariado logré la correcta clasificacion
del 94,2% de los casos agrupados originalmente, y el 90,4% de los agrupados por
validacion cruzada (Figura 6.2). En particular, el 100% de los casos E fueron clasificados
correctamente. El 83,3% de los casos C fueron clasificados correctamente mientras que un
8,3% fueron mal clasificados como E y un 8,3% como M. El 75,0% de los casos M fueron
clasificados correctamente mientras que el 16,7% y el 8,3% fueron clasificados como E y

C, respectivamente.
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Capitulo 6

Tabla 6.9. Concentracion de CI, NO3, PO~ y SO4 (mg g’) en

lechuga cultivada bajo tratamientos ecoldgico, convencional y mixto.

Tratamiento Cr NOy5 PO42' SO42'

Ecolégico

BS+ES(AgrSol) 0,67+0,02  0,80+0,12  0,25+0,02  0,10+0,02
BS+ES(Lomb) 0,56+0,03  0,36+0,04 0,20+0,01  0,08+0,01
BS+ES(Negrot) 0,55+0,03  0,49+0,06 0,21+0,03  0,09+0,01
BS+EL(AgrLiq) 0,39+£0,02  0,42+0,05 0,09+0,01  0,05+0,01
BS+EL(Natur) 0,45+0,06  0,47+0,08 0,13+0,02  0,07+0,01
BS+EL(Tecsoil) 0,92+0,12  0,29+0,05 0,16+0,01  0,07+0,01
BS+EL(Terrab) 0,47£0,05  0,49+0,05 0,21+0,02  0,06+0,01

Media 0,57b 0,47 0,18 0,07
Convencional
NO; 0,42+0,02  0,36+0,05 0,12+0,01  0,07+0,01
NH, 0,44+0,02  0,33+0,02 0,244+0,02  0,05+0,01
Urea 0,31+0,02  0,68+0,07 0,08+0,01  0,06+0,01
Media 0,39a 0,49 0,15 0,06
Mixto
BS+NO; 0,59+0,04  0,56+0,09 0,16+0,03  0,08+0,01
BS+NH, 0,43+0,01  0,41+0,05 0,25+0,02  0,07+0,01
BS+Urea 0,44+0,01  0,58+0,06 0,11+0,02  0,06+0,01
Media 0,49ab 0,52 0,17 0,07
Hk n.s. n.s. n.s.

* %oy #xE D diferencias significativas entre medias a 5, 1 y 0,1% niveles de
probabilidad, n.s., no significativo a p=5%. Diferentes letras en la misma columna
indican diferencias significativas entre medias segun el test de Duncan. Los valores
son media + error estandar (n=4).
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Discriminacion de pimiento y lechuga ecologicos y convencionales

Funcion 2

A Ecologico
® Convencional
Mixto
-4 * Centroide del grupo
T T T T T
4 -2 0 2 4

Funcion 1

Figura 6.2. Histogramas de ADC en lechuga cultivada en ecoldgico (A),
convencional (@) y mixto (), utilizando SN de parte aérea, Zn, Mn,
acido tartarico, acido succinico, ABTS-H y FRAP-H como variables

predoctoras.

6.3. CONCLUSIONES

En el estudio de pimiento, la introducciéon de parametros precosecha relacionados
con el crecimiento de la planta y la composicion isotopica de N permitid que un alto
porcentaje (78,8%) de las muestras pudieran ser clasificadas correctamente por el ADC.
Este porcentaje se redujo (69,2%), cuando solo se utilizaron para construir el modelo
parametros postcosecha. En lechuga, el uso de parametros precosecha en el ADC dio lugar
a un menor porcentaje de casos clasificados con éxito (65,4%) en comparacion con los
datos de pimiento. La seleccion de los parametros postcosecha, incluyendo los

relacionados con el crecimiento vegetal, la composicion de N y variables relacionadas con
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Capitulo 6

la calidad y la composicion mineral de lechuga, mejord significativamente el modelo
permitiendo que el 90,4% de las muestras de lechuga cultivadas bajo tratamientos E, C y
M  pudieran ser correctamente clasificados mediante validacion cruzada.
Independientemente de la especie (pimiento o lechuga) y de los parametros estudiados
(pre- o postcosecha), la mayoria de los casos mal clasificados fueron los de las plantas
cultivadas bajo tratamientos mixtos (M). La metodologia descrita tiene un alto potencial
para ser utilizada como una herramienta para el control de la autenticidad del cultivo
ecologico. En los resultados obtenidos, el tipo de suelo y las condiciones ambientales
juegan un papel importante y por lo tanto, las investigaciones futuras deberian incluir el
estudio del efecto de estos factores con el fin de confirmar la idoneidad de la metodologia,
teniendo en cuenta que los procesos bioquimicos que implican la pérdida de N y el
posterior fraccionamiento isotopico a menudo conducen a un incremento de los valores de

5N del nitrégeno disponible del suelo y por lo tanto de la planta.
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CAPITULO 7. CONCLUSIONES GENERALES

A continuacion se recogen las principales conclusiones obtenidas en los distintos
capitulos de esta Tesis Doctoral, cuyo objetivo ha sido estudiar por un lado, el efecto de los
sistemas de produccion (ecoldgico, convencional y sin suelo) y del genotipo sobre la calidad
de pimiento y lechuga respectivamente, y por otro lado, desarrollar una metodologia fiable
para detectar posibles aplicaciones fraudulentas de fertilizantes de sintesis en Agricultura

Ecoloégica.

CALIDAD DE PIMIENTO BAJO SISTEMAS DE PRODUCCION ECOLOGICA,
CONVENCIONALY SIN SUELO

1. Los resultados del estudio comparativo de los diferentes sistemas de produccion
mostraron evidencias de que el manejo de la fertilizacion en la produccion ecoldgica y
convencional, puede influir en la calidad organoléptica y nutricional de pimiento. Sin
embargo, estas diferencias so6lo se observaron cuando dicho manejo implicé una

limitacion en la nutricion mineral del cultivo ecologico respecto al convencional.

2. Los parametros de calidad de fruto afectados por el manejo de la fertilizacion
(ecologica o convencional) fueron por un lado, peso, firmeza y concentracioén de acido
citrico, cuyos valores fueron superiores en pimiento convencional, y por otro lado,
clorofila, carotenoides y actividad antioxidante de la fraccion lipofilica, cuyos valores
fueron superiores en pimiento ecoldgico. Sin embargo, estas diferencias solo se

observaron bajo determinadas condiciones experimentales.
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3. No se observaron diferencias en la concentracion de compuestos fenolicos, vitamina C
y actividad antioxidante de la fraccion hidrofilica entre pimiento ecologico y
convencional. Estos resultados fueron atribuidos a que, en los estudios realizados, las
plantas cultivadas bajo produccion ecologica no estuvieron sometidas, en mayor
medida que las cultivadas bajo produccion convencional, a ambientes estresantes
(ataque de insectos, patdogenos, etc.) responsables del aumento de la concentracion de

dichos metabolitos como respuesta de la planta al estrés biotico.

4. En pimiento Quito (tipo California), las diferencias en la composicion de los frutos
cultivados en suelo respecto a los producidos en cultivo sin suelo, sélo se apreciaron
bajo condiciones de cultivo experimentales, a excepcion de la concentracion de acido
citrico, que fue superior en pimiento cultivado en suelo, tanto en la aproximacion

experimental como en la comercial.

5. La respuesta de pimiento al cultivo sin suelo en la aproximacion experimental,
dependié de la variedad estudiada. En pimiento Almudén (tipo Lamuyo) sélo se
observaron diferencias en la concentracion de fructosa, que fue mayor en pimientos
cultivados sin suelo, mientras, en pimiento Quito, este sistema de cultivo produjo una
pérdida de calidad del fruto respecto al cultivado en suelo, al disminuir la

concentracion de gran parte de compuestos antioxidantes.

6. El efecto de la época de muestreo sobre las propiedades fisicas y la composicion
nutricional y antioxidante del fruto fue, en la mayoria de los casos, mas pronunciado
que el efecto del sistema de cultivo. Ademas se observd, en muchos de los parametros
estudiados, una interaccion entre el efecto del sistema de cultivo y el efecto del factor

muestreo.

VARIABILIDAD GENOTIPICA DE LA CALIDAD NUTRICIONAL Y FUNCIONAL
DE LECHUGA

7. El estudio comparativo de la composicion de lechuga Romana, Mini Romana y Little

Gem mostr6 a Romana como el tipo de lechuga con mayor concentracién en
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8.

9.

compuestos fenolicos, vitamina C y folatos. Este mayor contenido en compuestos
fenolicos puede considerarse una ventaja de la lechuga Romana frente a los otros tipos
cuando ésta se comercializa entera para su consumo en fresco y por otro lado, una

desventaja en el caso de ser procesada para cuarta gama.

La lechuga tipo Mini Romana mostré el mayor contenido de acidos organicos y
compuestos lipofilicos, incluyendo carotenoides y clorofilas, ambos con propiedades

antioxidantes reconocidas.

La lechuga Little Gem presentdé el mayor contenido en nitrato y la menor

concentracion en compuestos fendlicos, carotenoides y clorofilas.

DISCRIMINACION DE PIMIENTO Y LECHUGA ECOLOGICOS Y
CONVENCIONALES

10. El analisis discriminante candnico (ADC) aplicado a muestras de pimiento y lechuga

11.

cultivados bajo produccion ecoldgica, convencional y mixta, permitié una correcta
clasificacion en el 78,8 % y el 65,4 % de lo casos, respectivamente, utilizando como
variables predictoras valores de abundancia natural de '°N en la parte aérea (pimiento)
o la raiz (lechuga). La mayoria de los casos mal clasificados correspondieron a plantas

cultivadas bajo fertilizacion mixta.

En lechuga, la introduccion en el ADC de valores de 6N, concentraciéon de
metabolitos, actividad antioxidante y contenido mineral de la parte comestible,

permiti6 una correcta clasificacion, en el 90,4 % de los casos por validacion cruzada.
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