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Resumen

RESUMEN

El tratamiento de aguas residuales urbanas y su reutilizacién en sistemas agricolas
significan no s6lo un aporte de agua para riego, sino también una importante fuente de
nutrientes para los cultivos. El brécoli posee un alto valor nutricional, ya que contiene
multiples compuestos nutracéuticos beneficiosos para la salud humana. Ademads, tiene la
capacidad de acumular altas concentraciones de selenio (Se), un micronutriente esencial
para humanos. El Se constituye un elemento deficitario en la dieta, por lo cual, la
biofortificacion de brécoli con este elemento podria mejorar su calidad como alimento
nutracéutico. El objetivo del estudio fue evaluar durante dos temporadas (2016 y 2017), el
efecto de la utilizacion de efluentes urbanos tratados y la biofortificacion con Se sobre la
produccién y propiedades nutracéuticas de brécoli. Para ello se trasplantaron tres cultivares
F1: "Matsuri”, ‘Green Pia” y “Almanor’, regados con dos calidades de agua: efluentes
urbanos tratados y agua de acuifero, mediante riego localizado por goteo subterrdneo, y se
aplicaron tres dosis de fertilizacion foliar con Se: 0 g ha'; 50 g ha'y 100 g ha™!, en un
disefio experimental en parcelas divididas. A cosecha se evalu6 la particiéon de asimilados
en hojas, tallo y pella; didmetro y peso de pella y rendimiento, se determiné el contenido
de compuestos nutracéuticos (compuestos fendlicos, clorofilas y carotenoides, proteinas
solubles y totales, solidos solubles) y acumulacién de Se en las pellas. Ademads, se
determiné la calidad sanitaria de las pellas mediante andlisis microbioldgicos vy
parasitolégicos. Los resultados determinaron diferencias significativas en favor del uso de
efluentes urbanos tratados en la particiéon de asimilados, didmetro de pella, peso de pella y
rendimiento, sin embargo, no tuvo efectos sobre el contenido de compuestos nutracéuticos,
a excepcion del contenido de fendlicos. La biofortificacion con Se incrementd la
producciéon de biomasa en algunos cultivares, no asi los niveles de compuestos
nutracéuticos, sin embargo, se logré una acumulacién significativa de Se en las pellas de
brécoli. La calidad sanitaria del producto determiné que las pellas fueron aptas para su
consumo directo en fresco. En conclusidn, el uso de efluentes urbanos tratados deberia
considerase como una alternativa védlida para mejorar la produccién de brécoli, a pesar de
no lograrse mejoras significativas en su calidad nutricional, si se lograron obtener pellas
con calidad sanitaria para su consumo. El brdcoli posee una elevada capacidad para
acumular Se, por lo cual, deberfa considerarse como una hortaliza con gran potencial para
su biofortificacion con este nutriente esencial.

Palabras claves: brocoli, efluentes, compuestos nutracéuticos, selenio, biofortificacion.



Abstract

ABSTRACT

The treatment of urban waste water and their reuse in agricultural systems mean not only
contribution of water for irrigation but also an important source of nutrients for crops.
Broccoli has  an impressive nutritional profile, since it has multiple nutraceutical
compounds which are beneficial to human health. Furthermore, it also has the ability to
accumulate high concentrations of selenium (Se), an essential micronutrient for humans.
However, there is inadequate dietary intake of selenium. That’s why the bio fortification
with Se could further improve its quality as a nutraceutical food. The objective of the study
was to evaluate for two years (2016 and 2017), the effect of the use of treated urban
effluents and bio fortification with Se on the production and nutraceutical properties of
broccoli. To do this, three F1 cultivars were transplanted: 'Masturi', 'Green Pia' and
'Almanor’, and irrigated with two qualities of water: Treated urban effluents and
groundwater from aquifers, by means of localized subsurface drip irrigation. Moreover,
three doses of foliar fertilization were applied with Se: 0 g ha™'; 50 g ha! and 100 g ha’!, in
an experimental design split in plots. At harvest the assimilated partition in leaves, stem
and head, head diameter, weight and yield were evaluated; the content of nutraceutical
compounds (phenolic compounds, chlorophylls and carotenoids, soluble and total proteins,
soluble solids) and Se accumulation in the head were determined. In addition, sanitary
quality of head was determined through microbiological and parasitological tests. The
results determined significant differences in favour of the use of treated urban effluents in
the assimilate partitioning, head diameter, head weight and yield. However, it had no effect
on the content of nutraceutical compounds, except for the phenolic content. Bio
fortification with Se increased biomass production in some cultivars, but it did not affect
the levels of nutraceutical compounds. Nevertheless, a significant Se accumulation was
achieved in broccoli head. The sanitary quality of the product determined that head were
suitable for direct consumption in fresh. In conclusion, the use of treated urban effluents
should be considered a valid alternative to improve the production of broccoli. Although
significant improvement in its nutritional quality was not achieved, head with sanitary
quality for consumption was obtained. Broccoli has a high capacity to accumulate Se;
therefore, it should be considered a vegetable with great potential for bio fortification with
this essential nutrient.

Key words: broccoli, effluents, nutraceutical compounds, selenium, biofortification.
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Introduccién General

INTRODUCCION GENERAL

1. Cultivo de brocoli

1.1. Importancia econémica

La familia de las Brassicdceas presenta un gran numero de cultivos de interés
agricola ya sea por el drea sembrada como por el valor de su produccién (Jaramillo y Diaz,
2006). Las especies producidas son consumidas en estado fresco, como asi también
congeladas, o formando parte de productos de cuarta gama o industrializadas en
encurtidos, sopas, entre otros (Aprea, 2008). A esta familia pertenece el brécoli o bréculi
de gran importancia econémica a nivel mundial (Nuez et al., 1999).

Debido al incremento en la demanda, en el afio 2012 la produccién mundial de
brécoli fue de 21.266.789 Mg. El 77% de ésta se concentrd en dos paises de Asia: China
con 9.500.000 Mg e India con 7.000.000 Mg., que destinaron la mayor parte de su
produccion para el consumo interno. Paises como Italia, México y Francia produjeron en
conjunto, alrededor de 1.150.000 Mg (MAGAP, 2013).

En el afio 2012 las exportaciones mundiales de brocoli fueron de 1.121.184 Mg,
siendo Espafia uno de los principales paises exportadores de este producto con
aproximadamente 275.000 Mg (el 61,0% lo exporté a Reino Unido, Francia y los Paises
Bajos), seguido de Francia con alrededor de 157.000 Mg (que vendié el 67,1% a Alemania,
Paises Bajos y Reino Unido), Estados Unidos con 150.000 Mg (el 89,6% del producto lo
exportd a Canadd y Japoén) (MAGAP, 2013; Espinosa, 2015).

Segtin el Departamento de Agricultura de Estados Unidos, desde el afio 1970 al afio
1994 el consumo de brécoli se incrementé de 0,7 a 2,5 kg hab! afio’!; y el drea de
producciéon de 16.649 a 43.384 has. El brécoli ocupa uno de los 10 lugares mads
sobresalientes en ventas de ese paifs y su consumo sigue creciendo (Stoppani y
Francescangeli, 2010).

En México, el cultivo de brécoli ha tomado un gran auge debido a su rentabilidad y
nuevos habitos de consumo (SFA, 2011). En el afio 2016, el volumen de produccién fue de
507.482 Mg, de las cuales Guanajuato ocup9 el primer lugar con 320.268 Mg, seguido de
Michoacan 48.456 Mg, Puebla 41.258 Mg, Jalisco 25.436 Mg. En México, se siembran
31.900 hectdreas de brdcoli, lo que representa un 3,3% de la produccién de hortalizas,

siendo el rendimiento promedio de 16 Mg ha™! (Zamora, 2016; Cessa, 2018).
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En Ecuador, entre los afios 2000 al 2012 se produjo lo que algunos autores
denominaron “la fiebre del oro verde”, impulsado por grandes, medianos y pequefios
productores, la produccion nacional de brécoli aument6 en un 44%, debido principalmente
a la creciente demanda de este producto y al incremento en los precios a nivel internacional
(Le Gall, 2010; MAGAP, 2013). Actualmente la produccién ecuatoriana es de 100 Mg de
brécoli fresco, en un total de 6.500 ha cultivadas con esta hortaliza, el 95% de la
produccion se destina a las procesadoras-exportadoras y el restante 5% se destina al
mercado local (El Comercio, 2017).

En Argentina, la produccién de brdcoli se realiza principalmente en los cinturones
horticolas de las principales ciudades, con excepcion del destinado a industria (Krizaj,
2014). En los ultimos afios el cultivo ha tenido un desarrollo econémico relativamente
importante por su comercializacion en el mercado fresco y por su uso en congelados (Del
Pino, 2016).

En la década de 1980 se consumian 0,5 kg hab' afio! y para el periodo
comprendido entre los afios 1990-1995 los volimenes de comercializacién habian crecido
un 265%, lo cual representa alrededor de 2.285 Mg, llegando para el periodo entre los afios
2004-2005 con 15.155 Mg distribuidas en 1.084 ha considerando la provincia de Buenos
Aires (Aprea, 2008).

En el afio 2013 el ingreso de brécoli al Mercado Central de Buenos Aires (MCBA)
fue de 1.978 Mg provenientes principalmente de las provincias de Buenos Aires (La Plata
y Mar del Plata), Santa Fe y Mendoza. En 2018 se registrd en el mes de octubre un ingreso
de 371 Mg, provenientes del cinturén horticola de Buenos Aires, y de zonas productoras de
San Juan y Mendoza (MCBA, 2018). El mayor ingreso de brécoli al MCBA se produce
entre los meses de abril a noviembre (Krizaj, 2014). Sin embargo, los registros de
produccion y comercializacién son puntuales y escasos lo cual dificulta contar con datos

mds precisos sobre este cultivo (Stoppani y Francescangeli, 2010).

1.2. Origen genético

La familia de las Brassicdceas comprende aproximadamente unos 340 géneros y
mas de 3.000 especies de plantas concentradas en las dareas templadas y frias,
particularmente del hemisferio norte, existen unos pocos géneros nativos de las dreas
tropicales y con pocas excepciones éstos se encuentran en zonas montafiosas elevadas

(Rollins, 2009).
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Dentro de esta familia se destaca el género Brassica con unas 35 especies de
distribucién sobre todo mediterrdnea, con un maximo de diversidad en la parte sudoeste de
esta region. Sus limites taxonOmicos no estdn aun perfectamente definidos. Algunas
especies son de gran importancia econdmica para el consumo humano -hortalizas,
condimentos, aceites- o para el ganado, como forraje. También se incluyen algunas
especies de malezas de los cultivos (Gémez Campo, 1999).

La taxonomia del género Brassica es muy complicada. En 1935 el botanico coreano
Nagaharu U publicé un estudié sobre la citologia del género y establecid las relaciones
entre los genomas de las seis especies con mayor importancia agricola en todo el mundo.
Su teoria conocida como “El triangulo de U” explica como fue posible que tres especies
separadas se cruzaran debido a que estdn estrechamente relacionadas. Esta reproduccion
interespecifica permitié la creacion de tres nuevas especies de Brassicas tetraploides

(Prohens y Nuez, 2007) (Figura I.1).

BB

B. nigra
2n=16
B. juncea AABB BBCC B. carinata
2n =36 2n =34
AACC
_ <
2n =38
B. rapa B. napus B. oleracea

Figura I.1. Tridngulo en U que muestra las relaciones entre las especies cultivadas del género Brassica

(Nagaharu U, 1935). Adaptado de Dixon, (2007) y Prohens y Nuez, (2007).

La especie Brassica oleracea L. comprende las denominadas “coles” donde se

encuentra el brécoli; Brassica rapa L. comprende nabos y col china; el tetraploide entre
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ellos, B. napus L. incluye la colza y rutabaga. Las otras especies representan varios tipos
de mostazas (Prohens y Nuez, 2007).

Brassica oleracea L. es una especie versétil que ha sido seleccionada por el hombre
generando varios cultivos. La orientacion del proceso de seleccion a permitido el
aprovechamiento con fines comestibles de diferentes 6rganos de la planta (hojas a lo largo
del tallo: coles; hojas que rodean la yema terminal: repollo; brotes axilares: col de
Bruselas; inflorescencias: coliflor y brécoli; tallos engrosados: colirdbano. Estos diferentes
cultivos han sido clasificados como variedades, convariedades o grupos de cultivares

(Dixon, 2007; Prohens y Nuez, 2007) (Tabla I.1).

Tabla I.1. Cultivares de la especie Brassica oleracea L. de importancia comestible.

Cultivares Nombre comiin
Acephala Kale

Albogabra Kale chino
Botrytis Coliflor

Capitata Repollo

Costata Repollo portugués
Gemmifera Repollo de Bruselas
Gongylodes Colirdbano

Italica Brécoli

Medullosa Col medular
Ramosa Col de mil cabezas
Sabauda Col de Savoy

Adaptado de Prohens y Nuez, (2007)

1.3. Domésticacion y dispersion

Las especies de Brassicas eran ya conocidas por los griegos, romanos, antiguos
germanos, sajones y celtas (Jaramillo y Diaz, 2006). Algunos escritos del periodo clasico
de la civilizacién occidental muestran evidencia de que ciertos tipos de Brassicas habian
sido cultivadas por los antiguos griegos. Teofrasto (372-287 a. C.) enumera tres variedades
de uso comun. Cato (234-149 a. C.) también identifica tres tipos, una variedad de hojas
lisas y tallos gruesos, y otra de hojas rizadas, suaves y tallo pequefio. Plinio (23-79 d. C)
lista seis tipos diferentes que, segin su descripcidn, algunas parecen ser repollo,

colirdbano, coliflor y brécoli (Dixon, 2007; Prohens y Nuez, 2007).
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El brécoli (Brassica oleracea L. var. itdlica Plenck) ha sido un cultivo muy popular
en Italia ya desde los dias del Imperio Romano. Las intensas relaciones comerciales entre
numerosos paises del Mediterrdneo apoyaron su difusion y el intercambio en varias
regiones. Los procesos de adaptacion a diferentes condiciones de clima y suelo, el cultivo y
la seleccion de genotipos con interesantes caracteristicas agrondmicas y cualitativas,
permitieron la identificacion de varios tipos y formas de brécoli (Nuez et al., 1999).

En Francia, el cultivo de brécoli se practica desde el siglo VI, sin embargo, era
desconocido en Inglaterra (Sinaluisa, 2012), donde fue introducido luego del siglo XVIII y
de allf habria sido llevado a Estados Unidos por inmigrantes italianos a principios del siglo
XX (Krarup, 1992; Dixon, 2007).

El brécoli se ha convertido en un vegetal muy popular, y se ha propagado a muchos
paises desde los Estados Unidos y Japon y otras partes de la Cuenca del Pacifico durante
los dltimos 50 anos (Dixon, 2007). El origen de su nombre proviene del término italiano
“broco” que quiere decir brote, en alusion a la parte comestible y apreciada de la planta,

que también es conocida vulgarmente como “pella” (Cevallos Ruiz, 2010; MAGAP, 2013).

1.4. Morfologia de la especie

El brécoli es una planta herbacea anual que presenta un sistema radicular pivotante,
lefioso y poco profundo, las raices secundarias y terciarias se concentran mayoritariamente
en los primeros centimetros de suelo, llegando a profundizar hasta 0,40 a 0,60 m (Krarup,
1992; Maroto, 1995).

El tallo principal es corto (0,20 a 0,50 m de alto) y grueso (0,02 a 0,06 m de
didmetro) sobre el cual se disponen las hojas en forma helicoidal en entrenudos cortos. Las
hojas son pecioladas y grandes (0,50 m de longitud y 0,30 m de ancho) y varian en ndmero
de 15 a 30 segtn los diferentes cultivares. La ldmina es de borde ondulado y presenta una
caracteristica tonalidad verde-grisdcea debido a la presencia de ceras epicuticulares
(Krarup, 1992).

La inflorescencia es una masa globosa de yemas hipertrofiadas, denominada
vulgarmente “pella”, en las axilas de las hojas se pueden desarrollar brotes hipertrofiados
de yemas florales, que aparecen en forma sucesiva y escalonada, generalmente tras el corte
de la pella principal. Las pellas son de color verdoso, grisiceo o morado, con un grado de
compactacién menor que en coliflor y constituyen la parte aprovechable para el consumo

(Baron et al., 1997; Di Benedetto, 2005).
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Las flores son perfectas, actinomorfas, con cuatro pétalos libres, amarillos,
dispuestos en forma de cruz. A pesar de tener flores perfectas, debido a problemas de
autoincompatibilidad, la especie presenta polinizacion cruzada, la que es realizada por
insectos, principalmente abejas y moscas. El fruto es una silicua con mds de 10 semillas

que a su madurez se liberan al exterior (Krarup, 1992).

1.5. Fisiologia del crecimiento y desarrollo

Es posible detectar en brécoli cuatro fases de crecimiento y desarrollo. Al principio,
una fase juvenil que comienza con la germinacién, en donde solo se forman hojas y raices,
una fase de induccién floral, que esta influida principalmente por la temperatura, siendo
variable segtin los cultivares. Posteriormente, continda una fase de formacién de la
inflorescencia o pella, donde la planta cesa la formacién de hojas, y las existentes poseen
una menor tasa de crecimiento. Finalmente, una fase de floracién que comienza con el
crecimiento en longitud de las ramificaciones preflorales de la pella (Di Benedetto, 2005).

Algunos autores definen que la duracién del periodo juvenil varia segin los
cultivares, pudiendo extenderse de 5 a 8 semanas en variedades de otofio hasta 10 a 15
semanas en variedades de verano (Di Benedetto, 2005). Sin embargo, la duracion de la fase
juvenil es muy poco predecible, no existiendo relaciones cuantitativas que puedan definir
la culminacién de la misma, debido a ello se han desarrollado mdltiples modelos de tiempo
térmico que intentan predecir el final de esta fase y comienzo de la iniciacién floral (Tan,
1999).

En brécoli la fase de induccién floral depende de la ocurrencia de temperaturas
bajas, o vernalizacion, aunque a diferencia del coliflor puede iniciar sus primordios florales
a temperaturas relativamente mas elevadas (24 - 27 °C), siendo efectivas las temperaturas
solo si las plantas han superado el periodo juvenil. La temperatura éptima que permite
acelerar el efecto de la vernalizaciéon es muy variable con los cultivares, en general,
partiendo de temperaturas cercanas a 0 °C la tasa de vernalizaciéon aumenta conforme lo
hace la temperatura hasta un valor maximo y luego declina (Wien y Wurr, 1997).

Durante la fase de formacion de la pella, los requerimientos de temperatura son
menos rigurosos que en coliflor. En particular, y como ya fue sefialado anteriormente,
brécoli puede iniciar sus primordios florales con temperaturas relativamente altas. Un
factor relevante que incide sobre el rendimiento es la densidad de plantacion,

incrementdndose el mismo por unidad de drea con el aumento en el nimero de plantas
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hasta un médximo, mientras que el tamafio de las pellas disminuye (Griffith y Carling, 1991;

Wien y Wurr, 1997).

1.6. Requerimientos climaticos y edaficos

El cultivo de brécoli requiere climas templados a frios (Sarli, 1980; SFA, 2011). Es
un cultivo primordialmente de zonas altas, su mejor desarrollo y calidad se obtiene por
encima de los 1.500 m.s.n.m. (Lardizdbal y Theodoracopoulos, 2008), con un intervalo
térmico Optimo para un buen desarrollo vegetativo de entre 15,5 y 18,5 °C (Di Benedetto,
2005; Aprea, 2008).

La planta es muy resistente a las heladas, aunque pueden ser afectadas las
inflorescencias, produciéndose manchas de color marrén que desmerecen la calidad
comercial, al contrario, si las temperaturas son muy elevadas se presentan con
anormalidades, menos compactas, descoloridas y con sabor fuerte (Vigliola, 1996). Sin
embargo, la sensibilidad de la inflorescencia a las altas temperaturas es variable segun los
cultivares (Jones et al., 1990) y el estado de desarrollo de la misma (Bjorkman y Pearson,
1995).

Durante el periodo vegetativo, cuando las plantas son expuestas a altas
temperaturas, no presentan ningin dafo, pero por encima de 26 °C y una vez iniciada la
etapa reproductiva, empiezan a presentarse sintomas de dafio por calor. En general, el
crecimiento de esta especie es muy rdpido, a temperaturas por encima de 20 °C durante la
formacién de la inflorescencia, siendo necesario cosecharlo a tiempo, para evitar la
apertura de las yemas florales (Jaramillo y Diaz, 2006).

El brécoli es bastante exigente en calidad del suelo, siendo preferibles para su
cultivo los suelos francos y sueltos con muy buen drenaje ya que tiene un sistema radicular
particularmente sensible al exceso de agua. Su pH Optimo estd entre 5,5 y 6,5 (Di
Benedetto, 2005; Lardizdbal y Theodoracopoulos, 2008). Sin embargo, es interesante
considerar que se adapta mejor a suelos con cierta alcalinidad, con pH en el orden de 7,5 a
7,8 (Aprea, 2008).

En cuanto a los requerimientos hidricos, para la obtencion de rendimientos elevados
e inflorescencias de Optima calidad se necesitan no menos de 450 a 900 mm para
completar el ciclo del cultivo, con un pH de 5,5 a 6,8; conductividad eléctrica de 90 a 155
mmhos cm™!, una dureza de 135 ppm, alcalinidad de 3 a 4,5 %, y concentracion de cloro de

155 a 195 ppm (Ecofroz, 1998; Puenayan et al., 2010).
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1.7. Nutricion del cultivo

Para garantizar la calidad y la obtencién de un rendimiento determinado en este
cultivo, es fundamental proporcionar una nutricién acorde a la demanda requerida y con un
balance reciproco entre los elementos minerales. Dentro de los elementos considerados
esenciales para el brocoli se destacan el nitrégeno, fosforo, potasio, calcio, magnesio,
azufre y boro (Nolasco et al., 2005; Pomares et al., 2007b). La demanda de estos nutrientes
es muy variable en funcién del cultivar, condiciones climaticas, edédficas, época del afio y

rendimiento del cultivo (Jaramillo y Diaz, 2006; Carrillo Riofrio, 2011; De Chaves, 2016).

1.7.1. Nitrégeno

El nitrégeno (N) es el elemento mas importante en la nutricién de las plantas. Una
deficiencia de nitrégeno en brocoli puede provocar una marcada disminucién del
crecimiento y vigor de la planta, con las hojas pequefias y de color verde pélido, y la
consecuente disminucién de la biomasa y el rendimiento (Pomares et al., 2007a).

Por contraparte, un exceso de nitrégeno puede retardar la maduracién del cultivo, la
formacion de las pellas, provocar un menor desarrollo del sistema radicular y causar el
ahuecamiento del tallo principal de la inflorescencia (Tamayo Veléz, 2006; Carrillo
Riofrio, 2011).

Muchos estudios sobre la nutricién en brécoli se han centrado en la fertilizacién
nitrogenada. Algunos autores plantean que para alcanzar el médximo rendimiento se
necesitan por hectarea: 540 kg de N (Magnifico et al., 1979); 400 kg de N (Greenwood et
al., 1980; Castellanos et al., 2000); 270 kg de N (Letey et al., 1983); 250 kg de N
(Kowalenko y Hall, 1987); 224 kg de N (Hipp, 1974); 170-200 kg de N (Pascual Anton,
1994), valores similares a los 150-200 kg de N planteados por Maroto et al. (1995).

Rincén et al. (1999) determinaron para una produccién comercial de 19,2 Mg ha'!
de inflorescencias, una absorcién total de 244 kg ha' de N, produciéndose la mayor
velocidad de absorcion en el periodo de mayor crecimiento foliar, mientras que en otros
nutrientes como el calcio se produjo en el periodo de mayor crecimiento de inflorescencias,
y de Magnesio se mantuvo practicamente constante durante todo el ciclo de cultivo.

Jaramillo y Diaz (2006) indicaron que para alcanzar un rendimiento de 20 Mg ha!
se requirié una extraccién de 90 kg ha™! de N, coincidiendo con Tamayo Veléz (2006) que

logré excelentes rendimientos con ese mismo nivel de N. Sin embargo, Lardizdbal y
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Theodoracopoulos (2008), recomiendan para lograr un rendimiento de 16,3 Mg ha’,
valores més elevados, en el orden de 145 kg ha'de N.

Bouzo et al. (2003) utilizan modelos matematicos para predecir la demanda de N en
cultivos horticolas a partir de atributos inherentes al cultivo como indice de cosecha (IC),
proporcién de materia seca del producto cosechable (MS) y requerimiento interno de N
(RIN). Considerando para brécoli un IC de 0,25; MS de 0,10 y un RIN de 0,030, se obtiene
para un rendimiento esperado de 16,3 Mg ha™!, un valor de demanda de 195,6 Kg ha! de
N.

1.7.2. Fosforo

El fésforo (P) juega un papel importante en la vida de las plantas, interviene en la
sintesis de acidos nucleicos, la formacién de membranas celulares (fosfolipidos), de las
coenzimas NAD y NADP, y mds importante aun, forma parte del ATP, compuesto
transportador de energia en la planta (Tamayo Veléz, 2006). En virtud de estas funciones,
este elemento ejerce una accion estimuladora de la germinacién, el desarrollo radicular, la
formacion de las inflorescencias. Ademads, el fésforo se requiere en altas concentraciones
en las regiones de crecimiento activo, pues es indispensable en los procesos donde hay
transformacién de energia (De Chaves, 2016).

Una deficiencia de este elemento se manifiesta principalmente en el sistema
radicular, acompafiado de sintomas generales de perturbacion en el crecimiento, las plantas
crecen lentamente y a menudo quedan enanas llegando a madurez (Tamayo Veléz, 20006),
las hojas mas viejas presentan sintomas de coloracién verde-azulada, y en caso de
deficiencia severa, los extremos de las mismas se tornan de color purpura (Uchida, 2000).

El requerimiento de P del brdcoli es bastante mds bajo que el de nitrégeno, pero su
demanda también varia seglin diferentes condiciones de cultivo (De Chaves, 2006).
Algunas referencias indican una demanda por hectidrea que oscila desde 15 kg de P
(Jaramillo y Diaz, 2006); a 24 kg de P (Lardizdbal y Theodoracopoulos, 2008), similares a
los 23 kg planteados por Magnifico et al., (1979), otras manifiestan una necesidad de 28,7
kg de P (Rincon et al., 1999), 34 kg de P (Tamayo Veléz, 2006) y hasta valores muy
superiores de 50 a 100 kg de P (Pascual Anton, 1994).

Sin embargo, depende del rendimiento obtenido (kg ha') la demanda de P del

cultivo. Siguiendo la metodologia aplicada por Bouzo et al. (2003), para un rendimiento
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objetivo de 20 Mg ha’!, y un requerimiento interno de P (RIP) de 0,003, la demanda seria
de 24 Kg ha! de P.

Maroto et al. (1995) tras varios experimentos de cultivares con distintas densidades
de plantacion, dan valores medios orientativos sobre la cantidad de P necesario para el
correcto desarrollo del brécoli de 60 a 80 kg ha! de P2Os, esto representaria una demanda
de 26 a 35 kg ha! de P.

Lestrange et al. (2003) manifiesta que las aplicaciones de P pueden variar entre 24
y 120 kg ha'. Puenayan et al., (2010) lograron el maximo didmetro (15,8 cm) y peso
(505,9 g) de pellas frescas con el agregado de 150 kg ha! de Ny 86 kg ha! de P.

1.7.3. Potasio

El potasio (K), junto con el nitrégeno y el fésforo son los minerales mas requeridos
por las plantas superiores (Marschner, 1995). Para un adecuado crecimiento, las plantas
necesitan elevada disponibilidad de potasio, ya que este nutriente interviene en la sintesis y
traslocacion de carbohidratos y proteinas, asi como en la apertura y cierre de estomas. En
virtud de su accién como regulador osmético, aumenta la resistencia al frio y déficit
hidrico e induce a una mayor resistencia a plagas y enfermedades (Pomares et al., 2007b).

La proporcién de K requerida por el brécoli es superior a la de fésforo y nitrégeno,
su absorcién varfa de 84 kg ha! (Tamayo Veléz, 2006) hasta valores tan elevados como
723 kg ha! (Magnifico et al., 1979). Rincén et al. (1999) mencionan rangos de 160 a 230
kg hal. Krarup (1992), coincide en que la extraccién de K en brécoli es altamente
significativa, mencionando para la produccion de una tonelada de inflorescencias en peso
fresco una demanda de 22,4 kg ha! de K, y considerando que pricticamente el 80% del
elemento quedara luego en los restos de cosecha.

Aplicando la metodologia de Bouzo et al. (2003), se obtiene un valor muy similar,
ya que si se considera un rendimiento de 1.000 kg ha! de producto cosechable con una MS
de 0,10; un IC de 0,20 y un requerimiento interno de K (RIK) de 0,042, la demanda de K
serfa de 21 kg ha™!.

Un déficit total o parcial de K en brécoli produce deformaciones en las plantas, las
hojas adquieren un color rosado y se necrosan principalmente en los bordes. Contenidos de
K inferiores al 0,5% en las hojas externas son desfavorables para la formacién de la pella.

El suministro de K es necesario tanto en los estadios tempranos como en los tardios de
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crecimiento, ya que este elemento asegura la formacién de una pella firme y compacta
(Tamayo Veléz, 20006).

Mas allé de la existencia de discrepancias significativas en relacién a las demandas
nutricionales de brdcoli para obtener determinados rendimientos, como resultado a las
variaciones intrinsecas existentes entre cultivares, manejo y sitios de produccién, el
conocimiento de niveles criticos de nutrientes constituye una herramienta de gran utilidad,
que permite, de alguna manera, hacer un diagnodstico sobre la probabilidad de respuesta del
cultivo ante el suministro de determinados elementos nutricionales (Jaramillo y Diaz,
2006). Las investigaciones continuas en materia de nutriciéon mineral en brécoli permitirdn

ajustar las recomendaciones de cada estrategia de cultivo en particular.

2. Tratamiento y utilizacion de Efluentes Urbanos

Los efluentes urbanos, o también denominados aguas residuales urbanas, son
aquellos cuyas caracteristicas originales han sido modificadas por las actividades humanas
y que por su calidad requieren de un tratamiento previo, antes de ser utilizados, vertidos a
un cuerpo natural de agua o descargados al sistema de alcantarillado (Gamez et al., 2017).
Mas alld de conocer la composicién quimica de las aguas residuales urbanas, existen tres
caracteristicas muy importantes que se deben destacar, desde un punto de vista sanitario y
en relacién con su tratamiento: la gran cantidad de sélidos presentes, la abundancia de
sustancias biodegradables y la presencia de microrganismos patégenos (Guerrero et al.,
2018).

En muchos lugares del mundo y en Argentina, los efluentes urbanos son vertidos
directamente al cauce de una cuenca, argumentando que los rios constituyen un excelente
dispositivo natural de filtracién, sin admitir la contaminaciéon que se estd produciendo
aguas abajo, no sélo por el impacto en si misma, sino también por la potencial
proliferacién de un gran nimero de enfermedades (Crespi et al., 2009; FAO, 2014), el
deterioro del agua subterrdnea y de otros ecosistemas locales (Guerrero et al., 2018).

Actualmente existen mds de 3.300 instalaciones de tratamiento de efluentes a nivel
mundial con diversos grados de regeneracion de agua para diversas aplicaciones: riego
agricola, disefio urbano y usos recreativos, procesamiento y refrigeracion industrial y
produccién indirecta de agua potable, muchas de ellas se encuentran en Japén y Estados

Unidos. En 2013, la region mediterrdnea y el Medio Oriente tenian alrededor de 100
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plantas, América Latina unas 50 y el Africa subsahariana contaba con unas 20 plantas
(FAO, 2013).

En la agricultura el uso de efluentes urbanos tratados posee un gran desarrollo,
principalmente en paises de regiones dridas, constituyendo una importante fuente de agua
para riego y aporte de nutrientes para los cultivos y materia orgdnica para los suelos
(Gonzélez y Rubalcaba, 2011; D’andrea et al., 2014). La utilizacién de efluentes urbanos
tratados en el riego agricola, garantiza no s6lo una fuente constante y segura de agua ain
en afios secos, sino también un aporte continuo de nutrientes y microelementos para las
plantas, reduciendo gastos de fertilizacion (Crespi et al., 2009).

Algunas previsiones indicaban que el 70% del agua que demandara la agricultura
en el ano 2040 va a ser obtenida mediante el tratamiento de efluentes (Lorenzo et al.,
2009). El uso de aguas residuales para el riego de cultivos representa una oportunidad
importante para garantizar el sustento adecuado en los paises industrializados y la
seguridad alimentaria en las regiones en desarrollo (Orlofsky et al., 2015).

Sin embargo, aunque los efluentes constituyan un recurso valioso, contienen
microorganismos patégenos, por lo tanto, se debe poner especial énfasis en minimizar el
riesgo que su uso presenta para la salud de quienes consumen los productos regados, como
asi también de los agricultores que manejan estos cultivos (Fasciolo et al., 2005).

En Argentina, el uso de efluentes urbanos tratados es una actividad muy incipiente
y puntual en el pais, incluso a veces desarrollada de manera informal. La escasez de
antecedentes locales despierta la necesidad de ahondar en investigaciones para facilitar la
vinculacién de inversiones en plantas de tratamiento de efluentes y su posterior utilizacion,

replicando modelos sostenibles y eficientes en el tiempo.

3. El brocoli: Alimento funcional

El brécoli es llamado "la joya de la nutricién" por tratarse de una hortaliza rica en
vitaminas A y C, fibra, y pobre en calorias. Se considera como una de las hortalizas de
mayor valor nutricional por unidad de peso de producto comestible (Krarup, 1992), ya que
posee un amplio nimero de nutrientes esenciales, imprescindibles para el logro de una
dieta equilibrada (Buenafio, 2011).

El brécoli posee componentes que incrementan la actividad de enzimas protectoras,
que previenen la formacién de tumores cancerosos. Las vitaminas A y C reducen y

previenen los dafios en las células que favorecen enfermedades como la artritis, el mal de
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Alzheimer y diversas cardiopatias. Por su bajo contenido en calorias contribuye a reducir la
obesidad y sus enfermedades asociadas, por su riqueza en beta carotenos previene los
riesgos de ataques cardiacos. Todos estos beneficios para la salud determinan que el
brécoli sea considerado un “Alimento Funcional o Nutraceutico” (Sheldon y Margen,
1992).

El término “Alimento Funcional” o “Nutracéutico!” fue propuesto por primera vez
en la década de 1980 con la publicacion de la reglamentacion para los "Alimentos para uso
especifico de salud" ("Foods for specified health use"), y se refiere a aquellos alimentos
que, en forma natural o procesada, contienen componentes biolégicamente activos que
ejercen efectos beneficiosos para la salud humana y que van mds alld de la nutricién
(Olagnero et al., 2007; Ferndndez Le6n, 2012).

El brécoli es considerado un alimento funcional siendo esta condicién una posible
explicacién al incremento observado en su consumo a nivel mundial en los tltimos afios
(Chasquibol et al., 2014). Numerosos estudios epidemioldgicos han demostrado que un
consumo regular de brécoli y otras hortalizas afines de la familia de las Brassicdceas,
ayuda a disminuir el riesgo de padecer ciertos tipos de enfermedades cancerigenas. Este
efecto beneficioso es atribuido a los compuestos bioactivos o funcionales que poseen estos

vegetales (Cohen et al., 2000).

3.1. Biofortificacion de braécoli con Selenio

Ademés de los atributos que posee el brécoli como alimento funcional, existe otra
caracteristica que destaca a esta hortaliza, conviertiéndola en un alimento con gran
potencial, y es la capacidad que posee para acumular ciertos elementos esenciales para la
dieta, uno de estos elementos es el Selenio (Se) (Lépez Heras, 2013).

El Se es esencial en la salud humana, siendo un componente clave de proteinas
denominadas “selenoproteinas” (OMS, 2006), que desde el punto de vista bioquimico,
estdn involucradas en aspectos metabdlicos sumamente importantes como (Finley et al.,
2000; Lépez Bellido, 2014):

- Adecuado funcionamiento del sistema inmune.
- Reduccién de la virulencia y la progresion de infecciones virales (hepatitis, virus de

la gripe y VIH).

'El término fue acufiado a partir de las palabras “nutricion” y “farmacéutico” en la Foundation for Innovation
in Medicine, FIM, en Cranfor, Nueva Jersey, Estados Unidos en la década de 1980.
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- Esenciales para la fertilidad masculina y femenina.

- Regulacion del estado animico y de algunos neurotransmisores en el cerebro (reduce
la incidencia de depresion, ansiedad, confusién mental y hostilidad, ataques
epilépticos y Alzheimer).

- Funcién tiroidea.

- Actda como agente antioxidante y antiinflamatorio (efectos beneficiosos contra la

artritis reumatoide, pancreatitis, cancer, enfermedad de Keshan y asma).

Aunque se ha reportado que una ingesta extremadamente baja de Se (< 10 pg dia™)
es inusual; si se han observado ingestas subdptimas de Se en varias poblaciones del mundo
(Meplan y Hesketh, 2012). Son muiltiples las alternativas para incrementar el consumo
diario de Se, desde consumir alimentos ricos en Se (ajo, carnes, pescados), adicién de Se
en formas inorganicas al agua potable, consumo de preparados farmacolégicos, incorporar
Se en la fabricacion de los alimentos o aprovechar la capacidad de acumulacién que poseen
ciertas especies alimenticias para lograr su biofortificacion a través de la fertilizacién con
Se (Lopez Bellido, 2014).

En la familia de las Brassicdceas, el brocoli es considerado una hortaliza
acumuladora de Se (Borghese y Stoffel, 2017), y por lo tanto muy adecuada para llevar a
cabo procesos de biofortificacion (Pedrero et al., 2006; Lépez Heras, 2013), pudiendo asi
llegar con un alimento fortificado a poblaciones con acceso limitado a ello, especialmente

en zonas rurales con problemas de déficit de este elemento en su dieta (Nestel et al., 2006).
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Hipétesis, Objetivo General y Especificos

HIPOTESIS GENERAL

El riego con aguas provenientes del tratamiento de efluentes urbanos y la fertilizacién
con selenio tendrd una incidencia positiva en la produccién de biomasa, rendimiento,

calidad nutracéutica y acumulacién de Se en brocoli .

OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto del riego con aguas provenientes del tratamiento de efluentes urbanos

y de la fertilizacién con selenio sobre la produccién y calidad nutracéutica de brécoli

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Capitulo I
e Evaluar el efecto de la utilizacién de efluentes urbanos tratados aplicados mediante
riego por goteo subterrdneo sobre la produccion de biomasa, rendimiento, calidad e

inocuidad de brécoli.

Capitulo IT
e Evaluar el efecto del riego con efluentes urbanos tratados sobre la sintesis de

compuestos nutracéuticos en brécoli.

Capitulo I1I
e Evaluar el efecto de la biofortificacion con Se sobre la produccién de biomasa,

acumulacién de Se y sintesis de compuestos nutracéuticos en brocoli.
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CAPITULO I

EFECTOS DE LA UTILIZACION DE EFLUENTES
URBANOS TRATADOS SOBRE EL RENDIMIENTO Y
CALIDAD SANITARIA DE BROCOLI
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1. Resumen

I. RESUMEN

En los tdltimos afios la agricultura bajo riego se ha incrementado, esto sumado a la
disponibilidad limitada de agua potable para la poblacién, hace que la utilizacién de agua
residual tratada constituya una alternativa viable para satisfacer la demanda del recurso en
sistemas agricolas. El tratamiento de efluentes urbanos y su utilizacién significan no sélo
un aporte de agua para riego, sino también una importante fuente de nutrientes para los
cultivos. Su aplicacion mediante sistemas de riego subterraneo, es recomendable ya que
permite localizar el recurso en las raices, haciendo un uso mas eficiente y menos riesgoso
del mismo. El objetivo del estudio fue evaluar la utilizacién de efluentes urbanos tratados
en la produccion de brécoli durante dos temporadas (2016 y 2017), para ello se
trasplantaron en un disefio en parcelas divididas, tres cultivares F1: "Matsuri” (C1), “Green
Pia” (C2) y “Almanor” (C3), regados con dos calidades de agua: Efluentes Urbanos
Tratados (EUT) y Agua de Acuifero (AC), mediante riego por goteo subterrdneo. Se
evalué la calidad del EUT y AC, y a la cosecha del brécoli se determind particién de
asimilados (PA) en hojas, tallo y pella; didmetro de pella y pedinculo; peso individual de
pella y rendimiento. La calidad sanitaria de las pellas se evalu6 mediante analisis
microbiol6gicos y parasitologicos. Los resultados determinaron diferencias significativas
en PA, didmetro de pella y pedinculo, y rendimiento a favor de los cultivares regados con
EUT. A cosecha el recuento de microorganismos patégenos fue inferior a los limites de
tolerancia establecidos en el Cédigo Alimentario Argentino, no se detectaron larvas y
estructuras parasitarias infectantes que pudieran afectar la salud humana, por lo cual, las
pellas fueron aptas para su consumo directo en fresco, esto demostré la factibilidad de

utilizar este recurso en la produccién de brécoli.

Palabras claves: brocoli, efluentes urbanos tratados, rendimiento, calidad sanitaria.
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1. Introduccion

I. INTRODUCCION

LI.1. Utilizacién y tratamiento de efluentes urbanos

Considerando que dos tercios de la superficie de la Tierra estd cubierta por agua,
solo el 2,5% de ella es agua dulce. De esta proporcion, el 1,73% pertenece a hielos
continentales, pudiéndose deducir entonces que solo un 0,77% se encuentra potencialmente
disponible para uso humano y la agricultura. Sin embargo, de ésta ultima proporcion a su
vez el 0,66% esta acumulada en acuiferos de dificil acceso, por lo tanto, la cantidad de
agua dulce efectivamente disponible se reduce a un 0,11% (Migani y Crespi, 2010).

Considerando que a nivel mundial la poblacién humana se incrementa a una tasa de
crecimiento de 1,21% anual, la cantidad de habitantes supera los 7.500 millones, y la
proyeccion para el afio 2050 es de 9.700 millones, probablemente se agraven los problemas
de acceso al agua potable e incrementen los conflictos regionales sobre los recursos
hidricos (FAQ, 2013; ONU, 2018).

Siendo este recurso tan escaso, sumado al crecimiento demografico, urbanizacion,
industrializacién y cambio climético (Beneduce et al., 2017), sin dudas obliga a priorizar el
uso del agua de primera calidad para el abastecimiento publico y aprovechar aguas de
menor calidad en usos menos exigentes, como es el riego agricola (Parra y Arbos, 1997;
Gonzéles y Rubalcaba, 2011).

La utilizaciéon de efluentes para el riego en la agricultura se considera una
oportunidad importante para los paises dridos y semidridos, donde la escasez de agua dulce
es fundamental para la agricultura y el desarrollo urbano (Kalavrouziotis et al., 2010). No
obstante, todavia es necesario investigar muchos aspectos sobre el posible impacto
ambiental y la evaluacion de la seguridad y el riesgo que conlleva el uso de estas aguas

(Beneduce et al., 2017).

I.1.1. Utilizacion de efluentes urbanos tratados en el mundo

En valor absoluto México, China y Estados Unidos son los paises con mayor
volumen de utilizacion de aguas residuales, pero en los dos primeros se contabilizan las

residuales no tratadas. Asi, México utiliza el 31% de las aguas residuales (1.290 hm? afio™!)

y EE.UU. el 30% (1.264 hm® afio!) (Rico Amorés et al., 2016). China cuenta con una
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capacidad de uso de aguas residuales de 20,2 millones de m® dia™! que representan el 13,1%
de los efluentes tratados (FAO, 2013).

En California (Estados Unidos), donde se encuentra el sistema de reabastecimiento
de agua subterrdnea més grande del mundo, se han invertido 142 millones de ddlares para
aumentar la capacidad actual de la planta de reciclaje de aguas residuales de 270 a 380
millones de L dia™ (Tran et al., 2016).

California posee un 37% de las dreas agricolas irrigadas con aguas residuales
tratadas. Pudiendo dividirse estas dreas en 6 categorias: uso mixto (16%), alimentos
cosechados, fibras y semillas (14%), pasturas (4%), jardines y vifiedos (1%), cultivos
alimenticios (1%) y viveros y césped (1%) (EPA, 2004).

Las posibilidades de utilizacion de aguas residuales depuradas son numerosas y
variadas, dependiendo del nivel de tratamiento a que se sometan, lo que determinara la
calidad del efluente obtenido (Parra y Arbos, 1997), sin embargo, el uso més extendido de
las aguas depuradas es el riego agricola (Kalavrouziotis et al., 2010; Rico Amoro6s et al.,
2016; Vergine et al., 2017).

En este sentido, Israel estd a la vanguardia en el uso planificado de aguas
residuales, ya en 1997 aprovechaban mds del 65% de los efluentes del drea metropolitana
de Tel Aviv para riego de la region de Dan. Ttnez tiene una alta cobertura de saneamiento,
entre el 30 y 43% de las aguas residuales tratadas se utiliza para el riego agricola y de
jardines (FAO, 2013).

En Europa la utilizacién de aguas residuales no estd muy extendida, con la
excepcion de algunas regiones dridas de Espaiia e Italia con problemas de escasez de agua.
En Espafia, segin datos del Ministerio de Medio Ambiente, Rural y Marino, el volumen
depurado superaba los 3.300 hm® donde se destacan las comunidades de Andalucia,

Catalufia y Valencia (Rico Amoros et al., 2016).

1.1.2. América Latina

En América Latina, en 1950 unos 150 millones de habitantes vivian en ciudades,
cifra que se ha incrementado a més de 360 millones a fines del siglo XX (73,6% de su
poblacién total), debido a la intensa migracion de la poblacion rural. La creciente presion
de esta poblacion sobre los recursos hidricos y el suelo, en muchos casos ha desbordado los
esfuerzos de los gobiernos por lograr un crecimiento urbano planificado, y ha obligado a

atender con prioridad sélo los servicios de agua potable y alcantarillado, dejando de lado el
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tratamiento de las aguas residuales y la disposicion de los residuos sélidos (Cavallini y
Young, 2002).

Sin embargo, en algunos paises la actividad agricola desarrollada en la periferia de
las ciudades utiliza aguas residuales para el riego de pasturas, cultivos industriales,
hortalizas y frutales. Entre los principales se encuentra México con 350.000 ha, Chile con
16.000 ha, Pertd con 6.600 ha, ademas de Bolivia y Colombia (CEPIS, 2002a; D’andrea et
al., 2014). En Peru, del total de aguas residuales que se generan, solo el 19% es tratada
para su reutilizacion, el 81% restante es dispuesta sin ningun tratamiento en ambientes
acudticos como rios, lagos y tierras agricolas (Ushiiahua, 2004).

Debido a la poca disponibilidad de agua subterrdnea para el uso de riego,
agricultores de los municipios de San Luis Potosi y Soledad de Graciano Sénchez,
(México), utilizan para el riego de las zonas agricolas periurbanas, con una extension
aproximada de 5.000 ha, aguas residuales provenientes de descargas domésticas e
industriales (Sarabia Meléndez, 2011).

De todos los paises de la region, Chile es el mds avanzado en la materia, ya que
posee un sistema universal de tratamiento de aguas residuales urbanas. Otros paises han
hecho avances importantes en cuanto al aumento del tratamiento de aguas residuales, como
Brasil y Uruguay con planes ambiciosos para la ampliacion de obras en grandes ciudades,
pero en su mayoria han sido aplazados debido a restricciones presupuestarias e

institucionales (Suarez et al., 2017).

1.1.3. Contexto Nacional

En Argentina, el acceso al agua potable alcanzaba una cobertura del 81% de la
poblacién, sin embargo, no se ha modificado sustancialmente el porcentaje de viviendas
que estdn conectadas a redes cloacales que es de 55% (Secretaria de Ambiente y Desarrollo
Sustentable, 2010). Esto hace que una de las consecuencias mds importantes sea la
prevalencia de enfermedades infecciosas y contagiosas, que se refleja en el indice de
morbilidad general de estas enfermedades, que es de 8,7% comparado con el 1%
observado en aquellos paises donde las necesidades de agua potable y saneamiento han
sido exitosamente satisfechas (CONAGUA, 2007).

El 85% de los recursos hidricos superficiales de Argentina se localizan en la
Cuenca del Rio de La Plata que abarca un 30% de su superficie, mientras que un 75% del

territorio nacional corresponde a zonas dridas o semidridas, donde la presencia de rios,
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cuerpos lacustres o acuiferos no asegura la disponibilidad en su totalidad, ni su
sustentabilidad (Subsecretaria de Recursos Hidricos, 2006).

La diversidad de ambientes del pais, que van desde zonas con reiterados eventos de
inundaciones a otras que sufren recurrentes ciclos de sequia, se veran afectadas por los
efectos del cambio climético, por lo que se impone desarrollar estrategias preventivas y
remediales, para preservar cada uno de esos ambientes, generando condiciones para
favorecer el desarrollo sustentable de sus comunidades (Sartor y Cifuentes, 2012).

Este panorama se agrava si se analiza la irregular distribucién poblacional de la
Argentina, con un 90% de poblacién urbana, de la que un 75% se localiza sobre la Cuenca
del Plata y las subcuencas de los rios Parand, Uruguay y Paraguay. En este caso, la
recuperacion y uso de agua residuales se convierte en una estrategia desde la perspectiva
medioambiental, con el objetivo de disminuir la carga contaminante sobre los cuerpos
receptores finales (Sartor y Cifuentes, 2012).

Argentina no tiene un marco legal que establezca los requisitos minimos ni politicas
de promocién para el tratamiento y reutilizacién de aguas residuales, las experiencias
existentes solo son aisladas, especialmente en actividades de caricter productivo. La
excepcion es la provincia de Mendoza, que cuenta con una arquitectura institucional y
juridica compleja en materia de gestion de agua y utilizacién de las aguas residuales, que
debiera convertirse en antecedente valioso para definir los criterios esenciales de una ley a
nivel nacional (Bertranou y Araujo, 2002; Sartor y Cifuentes, 2012).

En el afio 1920 comienzan a instalarse en Mendoza las primeras redes cloacales
cuyas aguas residuales eran vertidas en campos fiscales donde se asentaban agricultores
que utilizaban estas aguas para el regadio de sus cultivos. Actualmente la provincia cuenta
con una superficie bajo riego con aguas residuales tratadas de 6.580 ha en los acres de
Campo Espejo, Paramillo, Costa de Araujo, Potrerillos y Penitenciaria, con un volumen de
efluentes reutilizados de 355.000 m? dia™! (Luraschi y Rauek, 2017).

Otras experiencias se desarrollan en las localidades de Puerto Madryn, Rada Tilly y
Comodoro Rivadavia, en la provincia de Chubut donde se utilizan con fines forestales, y en
Villa Nueva, Cérdoba para el riego horticola, floricola y forestal (Calcagno et al., 2000).
En Cafayate (Salta) se utilizan aguas residuales tratadas para el riego de vid, pasturas,

pimiento para piment6n y frutales con resultados muy promisorios (D’andrea et al., 2014).
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I.2. Procesos de tratamiento de efluentes urbanos

Para el tratamiento de efluentes existen diversos procesos y operaciones que
requieren de una adecuada seleccidon y combinacion, pudiendo resolver la mayoria de las
necesidades de disposicién final o reaprovechamiento. En términos generales, existen
procesos fisicoquimicos y procesos bioldgicos, los primeros hacen uso de las diferencias
en ciertas propiedades entre el contaminante y el agua (operaciones de sedimentacion y
flotacién), o mediante la adicién de reactivos cambian la forma del contaminante a otra de
mayor facilidad para separar del agua (Noyola, 2003).

Los segundos utilizan microorganismos que se alimentan de la materia orgénica
contaminante y con ello, la eliminan en forma de nuevas células que se separan facilmente
del agua. Se puede considerar que las reacciones bioquimicas que se llevan a cabo en estos
procesos son las mismas que se realizan en el medio natural (rios, lagos, suelo), solo que
en forma controlada dentro de tanques o reactores, y a velocidades de reaccién mayores
(Noyola, 2003). A continuacién, se describen los principales procesos utilizados en el

tratamiento de aguas residuales (Rojas, 2002; FAO, 2013):

- Tratamiento preliminar: filtrado y eliminacion de materiales sélidos gruesos y otros

materiales grandes que se encuentran suspendidos frecuentemente en las aguas residuales

crudas (Tabla 1.2).

Tabla 1.2. Procesos y objetivos del tratamiento preliminar de aguas residuales

Procesos Objetivo

Rejas o tamices Eliminacién de sélidos gruesos

Trituradores Desmenuzamiento de sélidos

Desarenadores Eliminacién de arenas y gravilla

Desengrasadores Eliminacién de aceites y grasas

Pre-aireaciéon Control de olores y mejoramiento del comportamiento hidrulico

- Tratamiento primario: sedimentacion simple de los materiales s6lidos en un tanque

de sedimentacién primario. Las particulas s6lidas se asientan en el fondo y los aceites y
grasas suben a la superficie. Este material es eliminado como fango para un tratamiento en
forma diferenciada. El tratamiento primario es capaz de remover una fraccion importante

de la carga organica, y que puede representar entre el 25% y el 40% de la Demanda
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Bioldgica de Oxigeno (DBO2>) y entre el 50% y el 65% de los sélidos suspendidos. Entre

los tipos de tratamiento primario se citan:

- Sedimentacién primaria
- Flotacién

- Precipitacion quimica

- Filtros gruesos

- Oxidacién quimica

- Coagulacion, floculacién vy filtracién

- Tratamiento secundario: La reduccién de los compuestos orgdnicos presente en el

agua residual, acondicionada previamente mediante tratamiento primario, se realiza
exclusivamente por procesos bioldgicos. Este proceso reduce o convierte la materia
orgénica finamente dividida y/o disuelta, en s6lidos sedimentables floculantes que puedan
ser separados por sedimentacion en tanques de decantacion. Los procesos bioldgicos mas
utilizados son los lodos activados y filtros percoladores. Son muchas las modificaciones de
estos procesos que se utilizan para hacer frente a los requerimientos especificos de cada
tratamiento. Asimismo, dentro de este grupo se incluyen las lagunas de estabilizacion y
aireadas, asi como el tratamiento biologico empleando oxigeno puro y el tratamiento
anaerdbico. Los tratamientos bioldgicos de esta categoria tienen una eficiencia remocional

de la DBO: entre el 85% al 95% (Tabla 1.3).

Tabla 1.3. Tipos de tratamiento secundario de aguas residuales

Tratamiento secundario Tipos

Fijacién bioldgica Baja capacidad (filtros clésicos). Alta capacidad (filtros comunes,

biofiltros, aerofiltros y accelofiltros.

Lodos activados Convencional. Alta capacidad. Contacto estabilizacién. Aireacidon
prolongada.

Lagunas de estabilizacién Aerobicas. Facultativas. Maduracion.

Lagunas aireadas Mezcla completa. Aireada facultativa. Facultativa con aireacidn
mecdnica.

Otros Anaerobicos (Contacto. Filtro anaerobio. Reactor anaerdbico de flujo

ascendente). Oxigeno puro (Unox / linde) y Discos rotatorios.
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- Tratamiento terciario: implica la eliminacién de contaminantes especificos, por ej:

nitrégeno, fésforo y/o contaminantes industriales. El efluente luego puede desinfectarse
para eliminar microorganismos perjudiciales mediante cloracion o desinfeccion

ultravioleta. Las sustancias o compuestos comtinmente removidos son:

- Fosfatos y nitratos

- Huevos y quistes de pardsitos

- Sustancias tensioactivas

- Algas

- Bacterias y virus (desinfeccion)

- Sélidos totales y disueltos

A pesar de que las aguas residuales sin tratar se usan frecuentemente en agricultura
en muchos lugares, también es usual la utilizaciéon de efluentes tratados, al menos a un
nivel secundario. Utilizar sistemas de tratamiento puede solucionar problemas de salud
publica, con limitaciones apropiadas de uso y medidas preventivas. El efluente tratado a un
nivel secundario ain contiene nutrientes de valor para los agricultores, mientras que
algunos tratamientos terciarios eliminan el nitrégeno y el fésforo que son ingredientes

fundamentales para la fertilizacién (FAO, 2013).

I.3. Calidad agronémica de los efluentes urbanos tratados

Respecto a la composicion tipica de las aguas residuales, es importante tener
presente que generalmente contienen 99,9% de agua y solo el 0,1 % corresponde a la
fraccion soélida, de las cuales, aproximadamente el 70% son compuestos organicos como
proteinas y grasas, y el resto son compuestos inorgdnicos como arcillas y arenas (Cortez
Cadiz, 2003).

Los efluentes urbanos tratados pueden aportar nutrientes en cantidades suficiente
como para reducir o eliminar la necesidad de fertilizar, ademds de agregar materia organica
como acondicionador de suelo. La concentracion de nutrientes de las aguas residuales
tratadas varfa entre 10 a 100 mg L' de N; de 5 225 mg L' de P; 10 a 40 mg L' de K; de
41 a445 mg L' de Cay de 24 a 29 mg L' de Mg; entre otros, con un pH de 7,16 a 8,1 y
una conductividad eléctrica de 1,44 a 1,69 dS m™ (Silva et al, 2008; Navarro Lopez, 2010).
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Por ejemplo, una ciudad con una poblacién de 500.000 habitantes y un consumo
per cdpita de 120 L produce diariamente 48.000 m® de aguas residuales, suponiendo que el
80% del agua fuese tratada y utilizada, se podrian regar 3.500 ha con una ldmina de 5.000
m® ha! afio”!, con un aporte de nutrientes equivalente a 250 kg ha! de N; 50 kg ha' de Py
150 kg ha'! de K. Ademds, de aportar otros micronutrientes y materia orgdnica que
proporcionaria beneficios adicionales (FAO, 2002).

Otro atributo de los efluentes es que la mayor parte de los nutrientes, una vez
absorbidos por los cultivos, no entran en el ciclo del agua, y consecuentemente no
contribuyen a la eutrofizacion de rios y lagunas (FAO, 2013).

El uso en la agricultura de efluentes tratados ademds de aportar nutrientes para el
desarrollo de los cultivos, preserva la fertilidad y estructura de los suelos. Por otro lado, en
muchos paises en vias de desarrollo, es la tinica opcion de fertilizacién agricola y ademads
permite la disminucién de los organismos patégenos en las aguas excedentes de riego por
el proceso de retencién que se produce en el suelo, con lo cual resulta en un tratamiento

adicional de depuracién de las aguas (Esteller, 2002).

I.4. Calidad sanitaria de los efluentes urbanos tratados

La calidad sanitaria estd determinada por la concentracién de microorganismos.
Dentro de los principales microorganismos patégenos de humanos encontrados en
efluentes urbanos estan las bacterias como Escherichia coli 0157:H7 (Ackers et al., 1998;
Hilborn et al., 1999), Salmonella sp. (Isaacs et al., 2005), Listeria monocytogenes (Lin et
al., 2002), Campylobacter, Shigella, Yersinia; parésitos y virus (hepatitis A, norovirus)
(FAO, 2013).

Algunos estudios dirigidos a determinar la posible presencia de estos
microorganismos patdgenos, determinaron la capacidad que poseen los mismos para
sobrevivir en los tejidos vegetales como frutas y hortalizas (Ibarra Sadnchez et al., 2004;
Raj et al., 2005).

Los parasitos transmitidos por el consumo de alimentos son una importante carga
para la salud publica en todo el mundo, sobre todo en areas donde existen servicios
sanitarios deficientes y en poblaciones que tradicionalmente consume alimentos crudos sin
prever un conveniente lavado y desinfeccion. Las infecciones pueden tener consecuencias

prolongadas, graves y a veces fatales, ademdas de causar dificultades importantes en
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términos de inocuidad alimentaria, seguridad y calidad de vida, asi como repercusiones
negativas en los medios de subsistencia (FAO/OMS, 2016).

Entre los pardsitos mds importantes transmitidos por las frutas y hortalizas se
incluyen, Taenia solium, Echinococcus granulosus, Echinococcus multilocularis,
Toxoplasma gondii, Entamoeba histolytica, Cryptosporidium sp., Ascaris sp., Giardia
duodenalis, Fasciola sp., Cyclospora cayetanensis, Trichuris trichiura, Balantidium coli y
Toxocara spp. En ciertas frutas y hortalizas que se consumen crudas, y sin una
desinfeccion para eliminar los pardsitos, revisten una especial importancia los controles
que reducen el riesgo de contaminacién parasitaria a un nivel aceptable durante la

produccién primaria (FAO/OMS, 2016).

1.4.1. Directrices sobre la calidad de efluentes empleados en agricultura

Las normas establecidas han sido siempre muy estrictas, basandose en evaluaciones
de los posibles riesgos que para la salud tiene la supervivencia de agentes patogenos en las
aguas residuales, el suelo y los cultivos; mas que en pruebas epidemiolédgicas fehacientes
del riesgo real. Estas primeras normas se basaron en un concepto de riesgo nulo, con el fin
de lograr un medio antiséptico o carente de agentes patogenos. Por ejemplo, las normas del
Departamento de Salud Publica del Estado de California permiten un total de s6lo 2,2 a 2,3
coliformes por cada 100 mL de agua, segin el cultivo regado y el método de riego
empleado (CEPIS, 2002b).

En 1971, el Grupo de Expertos en aprovechamiento de efluentes de la OMS
reconocié que las normas extremadamente estrictas fijadas en California no tenian
justificacion en las pruebas epidemioldgicas existentes. Por tal motivo, recomendd una
directriz sobre la calidad microbioldgica del agua empleada para riego sin restricciones en
hortalizas que se consumen cocidas, segin la cual el nimero de coliformes totales no
puede ser mayor de 100 por cada 100 mL de agua, lo que representé una gran medida de
liberalizacién (CEPIS, 2002b).

Desde entonces, la OMS, el Banco Mundial, el Programa de las Naciones Unidas
para el Desarrollo, el Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente, el Centro
Internacional de Investigaciones para el Desarrollo (Canadd), el Centro Internacional de
Referencia sobre Evacuacion de Desechos (Suiza), la Organizacion de las Naciones Unidas
para la Agricultura y la Alimentacion, el Organismo Estadounidense de Proteccion

Ambiental y muchas instituciones académicas de todo el mundo han hecho un magno
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esfuerzo por establecer una base epidemioldgica més racional para las directrices sobre el
riego con aguas residuales.

En una reunién celebrada en Engelberg, Suiza por la Organizaciéon Mundial de la
Salud, el Banco Mundial y el Centro Internacional de Referencia sobre Evacuacion de
Desechos en el afio 1985, conocido luego como el “Informe de Engelberg”, se
recomendaron nuevas directrices que contienen normas menos estrictas para los coliformes
fecales. Sin embargo, son mas estrictas para los huevos de helmintos (de las especies
Ascaris, Trichuris y Anquilostomas) que, segun se reconocio, constituyen el mayor riesgo
real para la salud humana proveniente del riego con aguas residuales en las zonas donde la
helmintiasis es endémica, como es el caso de muchos paises en desarrollo (Lorenzo et al.,
2009).

Estas nuevas directrices sobre la calidad bacteriologica fueron comparables con la
calidad real del agua de algunos rios empleada para riego sin restricciones en cultivos de
muchos paises, sin efectos nocivos conocidos. Las concentraciones de coliformes fecales
tipicas en varios rios del mundo son de 1.000 por cada 100 mL y cerca del 15% tiene
concentraciones de 10.000 por cada 100 mL o mads. Estas aguas se emplean en varios
paises de América Latina para riego, sin ninguna restriccion legislativa al respecto (Rivera
et al., 2007).

Por tanto, no es razonable ni 16gico mantener las antiguas directrices sobre el riego
con aguas residuales semejantes a las establecidas para el agua potable, cuando las
autoridades sanitarias consideran aceptables para riego las aguas naturales de los rios y las
domésticas, con concentraciones de coliformes fecales en muchos casos superiores a 1.000
por cada 100 mL (Lorenzo et al., 2009).

La necesidad de conocer la calidad sanitaria es sumamente importante para evitar
enfermedades en el hombre. Algunos valores de referencia indican que para provocar una
infeccién y causar enfermedad a un individuo se necesitan ingerir de 1 x 10° a 1 x 10'°
bacterias de Escherichia coli; entre 1 x 103 a 1 x 108 organismos de Vibrio cholera; 1 x 10°

a 1x 10°de Salmonellay de 1 x 10* a 1 x 103 de Shigella (Sandoval Yoval, 2004).

1.4.1.2. Seleccion de cultivos

Para el riego de ciertos cultivos, sobre todo las hortalizas que se consumen crudas,
se necesitan aguas residuales de alta calidad microbiolégica, mientras que en otros se

pueden emplear aguas de calidad inferior, donde el publico no esté expuesto a

27



1. Introduccion

contaminacion. De acuerdo a ello, los cultivos se pueden clasificar segtn el grupo expuesto

y las medidas de proteccion de la salud que exige de la siguiente manera (OMS, 1989):

- Categoria A: se necesita protecciéon para los consumidores, los trabajadores
agricolas y el publico en general. Aqui se incluyen cultivos que se consumen crudos, frutas
regadas por aspersion y lugares sembrados de pasto (campos de deporte, parques publicos

y prados).

- Categoria B: se necesita proteccion solo para trabajadores agricolas. Esto incluye
cultivos de cereales, cultivos industriales (como el algodén) y cultivos alimenticios
empleados para fabricacién de enlatados, cultivos forrajeros, praderas y arboles. En ciertas
circunstancias, se podria considerar que algunos cultivos pertenecen a la Categoria B si no
se consumen crudos (por ejemplo, la papa) o si crecen a una distancia considerable del
suelo. En esos casos hay que evitar la contaminacion del cultivo mediante riego por
aspersion y asegurarse de que la contaminacion de la cocina con esos productos antes de su

preparacion no represente un peligro para la salud.

De acuerdo a las recomendaciones y conclusiones de multiples estudios y reuniones
de expertos, la OMS reafirmé en el afio 2006 las directrices que habian sido recomendadas
en 1989 (Tabla 1.4).

La Unién Europea, como consecuencia de la crisis de Escherichia coli verotoxigena
(ECVT) en 2011, a través de la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA)
emiti6 seis dictdmenes cientificos estableciendo criterios para la evaluacién de riesgos de
utilizacién de aguas residuales en la produccion agricola primaria segin la combinacion de
fuentes de agua, método de riego o potencial contacto con frutas y hortalizas. En este
sentido, determiné para Escherichia coli un limite maximo de 10.000 NMP 100 mL™! de
agua residual tratada utilizada en riego de frutas y hortalizas con probabilidad de consumo
cocinadas, donde el agua no entra en contacto directo con la parte comestible del producto

(DOUE, 2017).
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Tabla I.4. Directrices sobre la calidad microbioldgica de los efluentes empleados en agricultura®.

Condiciones de Grupo Nematodos  Coliformes .
Cat. . . Tratamiento?
aprovechamiento expuesto intestinales® fecales®
Riego de cultivos Tanques de
que comtnmente ) estabilizacién para lograr
Trabajadores, .
se consumen ) la calidad
A consumidores, <1 <1.000° S
crudos, campos de ) microbioldgica indicada
publico )
deporte, parques o tratamiento
publicos equivalente
Retencién en
Riego de cultivos estanques de
No se o
de cereales _ estabilizacién por 8 a
) ) ) recomienda o
B industriales y Trabajadores <1 ) 10 dias o eliminacién
) ninguna )
forrajeros, equivalente de
norma .
praderas y drboles! helmintos y
coliformes fecales
Riego localizado Tratamiento previo
de cultivos en la segin lo exija la
cat. B cuando ni ] _ No es tecnologia de riego
C ) ) Ninguno No es aplicable )
los trabajadores ni aplicable por no menos que
el publico estan sedimentacion
expuestos primaria

a- En casos especificos, se deberia tener en cuenta los factores epidemioldgicos, socioculturales y
ambientales de cada lugar y modificar las directrices de acuerdo a ellos.

b- Especies Ascaris y Trichuris y anquilostomas (media aritmética - N° de huevos L!).

c- Durante el periodo de riego (media geométrica - N° 100 mL™).

d- Tratamiento necesario para lograr la calidad microbiolégica exigida.

e- Conviene establecer una directriz mds estricta (< 200 coliformes fecales por 100 mL) para
prados publicos, como los de hoteles, con los que el publico puede entrar en contacto directo.

f- En el caso de los arboles frutales, el riego debe cesar dos semanas antes de cosechar la fruta y
ésta no se debe recoger del suelo. No es conveniente regar por aspersion.

Fuente: Organizaciéon Mundial de la Salud, 2006.

1.4.1.3. Directrices en la provincia de Cérdoba

La provincia de Cordoba (Argentina) a través del Decreto 847/16 en su anexo unico
de la Ley N° 10.208/14 de Politica Ambiental, establece la “Reglamentacion de Estdndares
y Normas sobre vertidos para la preservacion del recurso hidrico provincial” cuyo
objetivo es determinar los mecanismos de control, fiscalizacion y seguimiento de las
actividades antrépicas que se vinculan a la gestion en materia hidrica, fijar estdndares de

emision o efluentes, estindares tecnoldgicos y ambientales para los vertidos de efluentes
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liquidos asi como también su utilizacion, promoviendo el uso de los recursos hidricos con
una vision sustentable (Ministerio de Agua, Ambiente y Servicios Publicos, 2016). En esta

normativa se clasifican a los efluentes tratados segtin su destino en los siguientes tipos:

- Redso urbano (Tipo 1): riego de zonas verdes (campos de golf, parques,

cementerios), lavado de automdviles, inodoros, combate de incendios, y otros usos con

similar acceso o exposicion al agua. Personas expuestas: Publico en general y trabajadores.

- Retso para riego con acceso restringido (Tipo 2): cultivo de césped, silvicultura, y

otras areas donde el acceso del publico es prohibido, restringido o poco frecuente. Personas

expuestas: Trabajadores

- Reitiso agricola en cultivos de alimentos que no se procesan comercialmente (Tipo

3): riego de cualquier cultivo comestible, incluyendo aquellos que se consumen crudos.

Personas expuestas: Publico en general y trabajadores

- Reitso agricola en cultivos de alimentos que se procesan comercialmente (Tipo 4):

estos cultivos son aquellos que, previo a su venta al publico, han recibido el procesamiento
fisico o quimico necesario para la destruccion de los organismos patdégenos que pudieran

contener. Personas expuestas: Trabajadores

- Retso agricola en cultivos no alimenticios (Tipo 5): riego de pastos para ganado,

forrajes, cultivos de fibras, otros no alimenticios. Personas expuestas: Trabajadores

- Retso recreativo (Tipo 6): contacto accidental (pesca, canotaje), y contacto

primario con aguas regeneradas. Personas expuestas: Publico en general y trabajadores

- Reuso paisajistico (Tipo 7): aprovechamiento estético, donde el contacto con el

publico no es permitido, y dicha prohibicién esté claramente rotulada. Personas expuestas:

Trabajadores

- Retso en la construccién (Tipo 8): compactacién de suelos, control del polvo,

lavado de materiales, produccion de concreto. Personas expuestas: Trabajadores

En la Tabla 1.5 se fijan los estdndares fisicoquimicos de calidad que deben reunir

los efluentes urbanos tratados para su posible utilizacién como fuente de agua segtn lo
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establecido por el Ministerio de Agua, Ambiente y Servicios Publicos de la provincia de

Cérdoba, Argentina.

Tabla 1.5. Estandares fisicoquimicos de calidad para la utilizacion de efluentes urbanos tratados

Estandar Unidad Valor Estiandar Unidad Valor
Sélidos disueltos mgL! <500 Litio mg L! <25
Sélidos suspendidos mg L! <50 Manganeso mg L' <02
Aluminio mg L! <5  Mercurio mg L! <0,001
Antimonio mgL! <0, Nitrégeno mg L <30
Arsénico mgL! <0,1 Nitratos mg L' <30
Berilio mgL!' <0,1 Niquel mg L! <0,2
Bicarbonatos mgL! <100 Plomo mg L} <0,5
Boro mgL! <0,7 Potasio mg L' <250
Cadmio mgL! <0,01 Selenio mg L! <0,02
Carbonato de sodio mgL! <25 Sodio mg L! <250
Cloruros mgL! <142 Sulfatos mg L' <130
Cobalto mgL! <0,1 Zinc mg L} <2
Cobre mgL! <0,2 Temperatura °C <40
Cromo mgL! <0,1 pH UpH <6,5a8
Fluoruro mgL! <1,5 Cond. eléctrica pmho cm?  <1.000
Fosfatos mg L! <5 RAS <3
Hierro mg L! <5  Demanda Biol. O, mg L' 30

Fuente: Ministerio de Agua, Ambiente y Servicios Publicos, (2016).

A continuacién, en la Tabla 1.6 se fijan los estdndares bioldgicos de calidad segiin

el tipo de efluente de acuerdo a su destino de reuso.

Tabla 1.6. Estandares bioldgicos de calidad para la utilizacién de efluentes urbanos tratados

Estandar

Unidad

Valor maximo

Nematodos intestinales?®

Coliformes fecales

Media aritmética N° de

huevos por L°

NMP 100 mL!

Tipo 1-3-6 Tipo 2-4-5-7-8
<1 <1
<200 <1000

a-Especies Ascaris y Trichuris y anquilostomas

b- Durante el periodo de riego

Fuente: Ministerio de Agua, Ambiente y Servicios Publicos, (2016).
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I.5. Calidad e inocuidad de los alimentos

La presencia de algunos microorganismos en los alimentos no representa
necesariamente un indice de riesgo para el consumidor. Vegetales y animales son la
principal fuente de los alimentos que consumen los humanos y se encuentran naturalmente
asociados a microorganismos. Por lo tanto, al momento de definir un criterio, los
microorganismos seleccionados para la elaboracion del mismo deben ser relevantes para el
alimento y circunstancias particulares (producto crudo o listo para consumir, perfil del
consumidor del producto) (ANMAT, 2004).

Si el criterio establece la biisqueda de microorganismos indicadores, su propdsito
debe ser detallado claramente (por ejemplo, detectar higiene inadecuada, indicar posible
presencia de patégenos). Es importante tener presente que, mientras para un alimento
cocido o listo para consumir la tolerancia para un determinado microorganismo es cero, si
se puede permitir la presencia del mismo en el alimento crudo, dentro de ciertos niveles, si
éste fuera sometido a un tratamiento previo a su consumo por el cual se eliminard dicho
microorganismo (por ejemplo, coccion). En este sentido, la interpretacion del resultado es
diferente segin se trate de producto crudo o producto cocido o listo para consumir
(ANMAT, 2004).

En Argentina, la normativa actual rige en el Cédigo Alimentario Argentino, que fue
puesto en vigencia por la Ley 18.284/69, reglamentada por el Decreto 2.126/71. Se trata de
un reglamento técnico en permanente actualizacidn que establece disposiciones higiénico-
sanitarias, bromatoldgicas y de identificaciéon comercial que deben cumplir las personas
fisicas o juridicas, los establecimientos y los productos que se enmarcan en su Orbita
(CONAL, 2018).

El Capitulo XI del Codigo Alimentario Argentino se refiere al grupo de “Alimentos
Vegetales”, donde estdn incluidas las hortalizas frescas. En el Articulo 925 quater (Res.
Conj. SPRel 4 E/2017 y SAV 4E/2017) se establecen las normas microbioldgicas a las

cuales deben ajustarse las frutas y hortalizas frescas (Tabla 1.7).
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Tabla I.7. Normas microbioldgicas para frutas y hortalizas frescas.

Parametro Criterio microbiologico Método de referencia®

E. coli NMP/g n=5 c=2 m=10 M=100 BAM-FDA: 2002, método I o II
Salmonella spp. n=5 c=0 Ausenciaen25g BAM-FDA: 2011, ISO 6579: 2002, Co: 2004
E. coliO157: HT/NM  n=5 c=0 Ausenciaen 25 g BAM-FDA: 2011, ISO 16654: 2001

E. colino O157° n=5 c=0 Ausenciaen 25 g ISO 13136: 2012, BAM-FDA: 2014

Referencias: n= tamafio de la muestra; c= cantidad maxima de unidades defectuosas que se permite en
la muestra para que se acepte el lote; m= limite microbioldgico que, en un plan de dos clases, separa la
calidad aceptable de la rechazable, y en un plan de tres clases separa la calidad aceptable de la
marginalmente aceptable; M= limite microbioldgico que en un plan de tres clases separa la calidad
marginalmente aceptable de la rechazable.

a- O su versién mds actualizada. b- E. coli productor de toxina Shiga de los serogrupos: 0145, 0121,
026, O111 y O103. Se tendrdn en cuenta sélo los aislamientos positivos para los genes stx y eae, de los
serogrupos mencionados.

Fuente: Comision Nacional de Alimentos (2018).

Los planes de muestreo se dividen en dos o tres clases. Un plan de muestreo de dos
clases, es aquel donde la calidad de un producto puede dividirse en dos grados (aceptable o
rechazable), en cambio, en un plan de muestreo de tres clases la calidad del producto se
divide en tres grados (aceptable, marginalmente aceptable o rechazable) (ANMAT, 2004;
Rodriguez Balza, 2018).

El Cédigo Alimentario Argentino tiene como objetivo primordial la proteccién de
la salud de la poblacién, ademds de velar por mas posibilidades de acceso a alimentos que
tengan garantia de inocuidad como un valor agregado en calidad. En Argentina, la
Comision Nacional de Alimentos (CONAL) constituye el organismo oficial encargado de
las tareas de asesoramiento, apoyo y seguimiento del Sistema Nacional de Control de

Alimentos, establecido por el Decreto 815 del afio 1999 (CONAL, 2018).

L.6. Riego por goteo subterraneo

El riego por goteo subterrdneo es un sistema caracterizado por el suministro de
agua localizado bajo la superficie del suelo, a bajo caudal, generalmente similar al sistema
de riego por goteo superficial. La primera referencia de su uso general, data de principios

de los afios “70 en California para el riego de frutales (Barbera Alarcén, 2003).
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Existen abundantes referencias especificas de su utilizacién en cultivos agricolas,
como la cafia de azdcar en Hawai, algodon, cereales y melones en Arizona, manzanas en
Israel, vid en California, e incipientemente en olivo, vid y citricos, en Espafia (Barbera
Alarcon, 2003).

En los dltimos afios los sistemas de riego por goteo subterraneo han experimentado
importantes avances, de la misma forma los conocimientos cientifico-técnicos han servido
para clarificar algunas limitaciones de este sistema. A continuacién, se enumeran las
principales ventajas y desventajas del uso de riego por goteo subterrdneo (FAO, 2013;

Lanchimba Morales, 2016; Lucas y Alarcén, 2018):

Ventajas

- Mejora el aprovechamiento del agua y nutrientes aplicados, lograndose mayores
rendimientos y calidad de los productos agricolas.

- Mejora el aprovechamiento de nutrientes poco méviles, como fésforo, al colocarlos
en la zona de mayor densidad radicular.

- Mayor eficiencia en el uso del agua, reduciendo las pérdidas por evaporacion.

- Permite la utilizaciéon de aguas de baja calidad agronémica, con mayor contenido
salino.

- Facilita el transito de maquinarias y equipos ya que en la superficie del suelo no se
encuentra ninglin componente del sistema de riego.

- Reduce notablemente la apariciéon de malezas, ya que la superficie del suelo se
encuentra mas seca.

- Reduce la apariciéon de enfermedades fingicas, al no entrar en contacto el agua con
la parte aérea del cultivo

- Permite el uso de aguas residuales tratadas, reduciendo el contacto con elementos
que podrian actuar como fuentes de infecciones para los humanos y minimiza la presencia
de olores desagradables.

- Incrementa la vida util del sistema, al permanecer el equipo protegido de rayos

solares, heladas, roedores, granizo y otros factores adversos.

Desventajas

- Disminuye el contenido hidrico en la superficie del suelo pudiendo dificultar la
germinacién y posterior desarrollo de pldntulas, siendo a veces necesario emplear otro

sistema de riego hasta conseguir un desarrollo radicular minimo del cultivo.
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- Incrementa los costos de instalacion y mantenimiento.

- Provoca una mayor dificultad para inspeccionar y evaluar el sistema, ya que se
encuentra enterrado para su mantenimiento y reparacion.

- Mayor probabilidad de obturaciéon de emisores, debido a la acumulaciéon de

sedimentos, succion de suelo e intrusion radicular.

La eficiencia del uso del agua es el principal criterio para elegir el método de riego,
pero cuando se usan aguas residuales existen otros factores que deben tenerse en cuenta,
como los riesgos de contaminacion de los trabajadores y de los cultivos (Moscoso, 1995).
El riego por goteo subterrdneo implica un menor riesgo sanitario, ya que limita el contacto
del agua con las personas, partes vulnerables del medio ambiente o cultivos, en
comparacion a sistemas de riego superficiales, ya sea riego en manto, aspersion e incluso
goteo superficial (FAO, 2013).

El riego por goteo subterrdneo con aguas residuales, ademds de ofrecer un mayor
grado de proteccién de la salud, permite un uso mds eficiente del agua y obtener mayores
rendimientos en los cultivos. Sin embargo, es costoso y se necesita un tratamiento seguro y
completo del agua (para retirar los s6lidos en suspensién) con el fin de evitar un defectuoso
funcionamiento del sistema, debido al taponamiento de los emisores (CEPIS, 2002b).

En el riego de cultivos horticolas el riesgo asociado al uso de aguas residuales es
muy elevado, cualquier cultivo que se consuma crudo como cultivos de hojas, no deben
crecer en contacto con efluentes de aguas residuales, por tal motivo, el empleo de sistemas
de goteo subterrdneo constituye una excelente alternativa (FAO, 2013).

El potencial de la tecnologia de goteo subterrdneo ha quedado demostrado en varios
cultivos alrededor del mundo. En Estados Unidos, muchos proyectos estan centrados en el
riego de campos de maiz y alfalfa, donde se han instalado més de 500.000 ha en los
ultimos afios. En Latinoamérica, Peru lleva adelante un proyecto de mas de 8.000 ha, que
contempla el riego de cafia de azicar para la produccién de biocombustibles. En Argentina,
en tanto, es una tecnologia en desarrollo que se utiliza para el riego de especies como
cebolla, ajo, maiz dulce y cafia de azicar (Muiioz, 2018).

Existen muchos antecedentes a nivel mundial del uso de riego por goteo
subterrdneo en diferentes cultivos agricolas, incluyendo hortalizas y jardineria, asi como
también del retiso de aguas residuales tratadas en la agricultura, sin embargo, a pesar de las
ventajas que estos sistemas ofrecen, son escasas las experiencias que combinen esta

tecnologia de riego con el uso de aguas residuales.
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I.7. Antecedentes

En cuanto al uso agricola de aguas residuales tratadas se pueden mencionar muchos
antecedentes que dan cuenta de los beneficios que arroja este recurso en el aumento del
rendimiento de multiples cultivos.

Jungersen (1991) en un estudio realizado sobre remolacha, zanahoria, coliflor,
cilantro, lechuga, espinaca, nabo y rabano, evalu6 el efecto del riego con agua dulce y
aguas residuales diluidas en agua dulce (1:1). Los cultivos fueron cosechados ocho
semanas después de la siembra, excepto el cilantro que fue cosechado a las seis semanas.
Los resultados mostraron que el crecimiento fue mejor en las hortalizas regadas con aguas
residuales. Sin embargo, el porcentaje de germinacién fue mayor en las hortalizas regadas
con agua dulce.

Pérez Nieto et al. (2001) lograron rendimientos de 11,5 Mg ha™!, muy superiores a
la media nacional (8,0 Mg ha') en zapallo Zucchini, utilizando riego con aguas residuales
tratadas en Chiconautla, México.

Moscoso y Merzthal (2001) analizaron el uso de aguas residuales tratadas y no
tratadas en la agricultura urbana, en un proyecto realizado en 1991 por el Ministerio de
Agricultura de Peru, el cual consistié en evaluar el grado de sustitucion de fertilizantes
inorgdnicos por el aporte de nutrientes desde las aguas residuales tratadas, ensayando en
diferentes cultivos tales como frijol, brécoli y maiz, pudiendo demostrar que este tipo de
aguas, aportan los nutrientes requeridos por los cultivos, permitiendo ahorrar en costos de
fertilizacion.

Moscoso (2002) en un proyecto a escala de campo utilizando efluentes tratados en
riego de cultivos horticolas, durante un periodo de 5 afios, cultivando alcachofas, brdcoli,
coliflor, lechuga y apio; determiné diferencias significativas en la produccién de apio y
brécoli utilizando este tipo de aguas.

Sandoval Yoval y Colli Misset (2004) evaluaron la producciéon de hortalizas
(lechuga, rdbano, cebolla y cilantro) regadas con distintas calidades de agua, concluyeron
que la productividad de las hortalizas fue equivalente entre las aguas de pozo y las
provenientes de un tratamiento secundario con o sin desinfeccion.

Garcia Pefia (2004) en un estudio desarrollado en el campo experimental de la
Universidad Autonoma Agraria “Antonio Narro”, Buenavista, (México), evalud el efecto

del riego con aguas residuales y agua de pozo sobre la produccién de brocoli. Los
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resultados obtenidos mostraron diferencias significativas en favor del riego con agua
residual para las variables peso de pella y didmetro de pella, logrando un producto apto
para el consumo humano.

Gomez (2004) en el Municipio de Carazo, El Aguacate (Nicaragua) para
implementar el riego con efluentes de una pequefia zona en cultivo de maiz (Zea mays L.),
estudié las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo en una etapa inicial, intermedio y
final del ciclo de maiz. El uso de aguas residuales no present6 variaciones significativas en
las caracteristicas del suelo evaluadas, es decir, que el riego con estas aguas no alteraria
significativamente en principio sus caracteristicas fisicoquimicas. Los rendimientos del
cultivo de maiz regado con agua residual tratada que se obtuvieron fueron superiores hasta
en un 60% con respecto a los rendimientos medios tradicionales en la zona donde se
realizo el estudio.

Grosso et al. (2005) trabajaron en Rio Cuarto, Cérdoba (Argentina), con cultivares
de ajo blanco y morado regados con efluentes urbanos tratados y agua de perforacion, y si
bien no encontraron diferencias estadisticas entre ambas calidades de agua para el
rendimiento, peso y calibre de los bulbos, los tratamientos regados con efluentes resultaron
seguros para la salud humana, ya que los andlisis bacterioldgicos no detectaron
Escherichia coli 'y Salmonella sp.

En México, el rendimiento de tomates regados con agua residual fue de 35 Mg ha!
contra 18 Mg ha! regado con agua limpia. En Perd, papa regada con efluentes provenientes
de lagunas de estabilizacién secundaria rindié 45 Mg ha™! mientras que la regada con agua
de perforacién solo rindié 12 Mg ha™! (Sdenz Forero, 2006).

Fasciolo et al. (2007), durante los afios 1998, 1999, 2000 y 2002 realizaron en la
provincia de Mendoza, (Argentina), experimentos en cultivos de ajo y cebolla regados con
efluentes domésticos tratados, con agua de perforacién con fertilizante y con agua de
perforacion sin fertilizante (Testigo). Como impactos positivos se concluye que el riego
con efluentes domésticos tratados aument6 el calibre y el rendimiento de ajo en un 19% y
el de cebolla en un 15%, con respecto al riego con el tratamiento testigo, como
consecuencia del potencial fertilizante de los efluentes. Entre los impactos negativos se
concluye que el riego con efluentes aumentod el crecimiento de malezas y el % de bulbos
descartados por defectos, el fésforo aumentdé un 11% respectivamente pero no se
detectaron cambios en la concentracién de plomo, arsénico, mercurio, cadmio, zinc y boro.

Montero et al. (2009), determinaron en el municipio de San Miguel del Padrén, La

Habana (Cuba), la respuesta del riego con aguas residuales en los cultivos de (Sorghum
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bicolor. L. Moench var. Blanco C-21) y maiz (Zea mays. L var. Tusén), como alternativa
para la produccién de alimento animal. Los tratamientos de estudio fueron: riego con aguas
residuales y condiciones de secano (sin riego). Se aplicé una dosis neta total de 1.775,4 m?
ha! de aguas residuales, distribuida en 31 riegos que permitieron incrementar
significativamente el rendimiento en granos de sorgo y maiz en 4,29 Mg ha' y 1,73 Mg ha’
! respectivamente, con relacion al tratamiento de secano.

Navarro Lopez (2010) menciona que en la zona del Valle del Mezquital (México),
el riego con agua residual sin tratamiento, parcialmente tratada o mezclada con agua de
lluvia, produce un incremento en el rendimiento de algunas hortalizas como poroto de 1,4 a
1,8 Mg ha! (28 %), aji de 7 a 12 Mg ha™!' (71 %).

Plevich et al. (2012) evaluaron la produccién de biomasa aérea, la eficiencia del
uso de agua y el valor nutritivo de alfalfa regada con agua residual urbana, agua de
perforacion y un testigo en secano. Los tratamientos de riego tuvieron un efecto positivo
sobre la produccion de biomasa aérea obteniéndose un 24% mads de produccién que en
secano. A su vez, la biomasa de la alfalfa regada con aguas residuales urbana superé en un
19% a la cultivada con agua de perforacién y en calidad nutricional, encontrandose un 39%
mads de proteinas, 14% mas de digestibilidad e igual porcentaje de energia metabdlica.

Ramos et al. (2013) evaluaron el efecto del riego con efluentes tratados sobre el
rendimiento y la calidad sanitaria de ajo blanco bajo cobertura vegetal de suelo, el riego
con efluentes tratados aport6 por hectiarea 94 kg de N; 12 kg de P y 47 kg de K, con una
ldmina de 292 mm. El rendimiento maximo obtenido fue de 11.683,6 kg ha’l, los andlisis
microbioldgicos de los bulbos determinaron que fueron aptos para su consumo en fresco.

Gatta et al. (2015) en Apulia (Italia), realizaron un estudio comparativo para
evaluar los efectos del riego con aguas subterrdneas (GW) y aguas residuales
agroindustriales (TW) tratadas sobre la calidad y rendimiento de tomate. Escherichia coli,
Enterococci fecales y Salmonella sp. fueron determinadas tanto en el agua de riego, como
en las plantas y frutos de tomate, como asi también en el suelo hasta la profundidad
enraizable del cultivo. Los resultados obtenidos no encontraron diferencias significativas
en rendimiento comercial, no obstante, fue mayor con TW (82 vs. 79 Mg ha™! con GW). En
las plantas de tomate y los frutos, no se aislo E. coli, y la cuantificacion fue menor en el
suelo irrigado con GW que en TW (3,69 vs. 4,02 x 10, respectivamente). Estos datos
muestran que la composicion de la comunidad y dindmica de la poblacién bacteriana en el

suelo se ve influenciada por las diferentes calidades de aguas utilizadas para el riego.
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Beneduce er al. (2017) en Italia evaluaron la reutilizacién de efluentes en un
sistema de cultivo en el que se usaron aguas subterrdneas y aguas residuales para el riego
de brécoli y tomate. El efluente, el ambiente y los productos se monitorearon en busca de
indicadores microbianos de contaminacién. La calidad microbiana de las aguas de riego
influy6 en la presencia de indicadores microbianos en el suelo. Salmonella sp. y Listeria
monocytogenes se detectaron en muestras de suelo, independientemente de la fuente de
agua de riego. No se encontré ningun patégeno que contaminara las plantas de tomate,
mientras que Listeria monocytogenes y E. coli O157:H7 se detectaron en la planta de
brécoli, pero cuando se cosecharon los productos finales, no se detecté ningtin patégeno en
la parte comestible.

Moazeni et al. (2017) evaluaron los riesgos microbianos para agricultores y
consumidores de lechuga irrigada en Irdn, con efluente proveniente de dos plantas de
tratamiento de aguas residuales de lodo activado. El muestreo del efluente de aguas
residuales se llevé a cabo durante un periodo de nueve meses, y se determind la presencia
de coliformes fecales y enterovirus (EV). Las bacterias coliformes fecales se encontraron
en un alto nivel que excedié los limites para la utilizacién de aguas residuales en la
agricultura. El riesgo estimado para los consumidores de lechuga exhibié un nivel mas bajo
de infeccion y carga de la enfermedad, pero mas alto que los limites requeridos para riego
agricola.

De acuerdo a todo lo expuesto precedentemente, resulta de interés profundizar los
estudios orientados a evaluar usos alternativos de los efluentes urbanos tratados en la
produccién agricola, sobre todo en los sistemas de produccién horticola, ya que éstos se
encuentran muy proximos a las zonas urbanas, conformando los denominados “Cinturones
Verdes”, donde existe una mayor produccion de efluentes y se debe priorizar el uso del
agua dulce para el abastecimiento publico.

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar el efecto de la utilizacién de
efluentes urbanos tratados sobre el crecimiento, calidad de pella y rendimiento total de
cultivares de brécoli, utilizando un sistema de riego por goteo subterrdneo para minimizar
los riesgos potenciales de contaminacion y obtener un producto de calidad e inocuidad.
Ademas de los aportes al conocimiento en la elucidacion del tema propuesto, los resultados
de este proyecto pueden posteriormente ser transferidos al medio con el objetivo de lograr

un impacto favorable sobre el sector productivo horticola.
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1. HIPOTESIS

El riego con efluentes urbanos tratados aumentard la produccién de biomasa y rendimiento

de brocoli, logrando obtener pellas de calidad e inocuidad para consumo en fresco.

I. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Los objetivos especificos ques se plantearon para evaluar el efecto de la utilizacion de

efluentes urbanos tratados en brocoli fueron:

e Evaluar la particion de asimilados en hoja, tallo y pella en brécoli.

e Evaluar la calidad de las pellas (didmetro, peso medio individual, didmetro del
pedinculo y presencia de hollow stem), rendimiento total y precocidad en brécoli.

e Evaluar al momento de la cosecha de las pellas la presencia de coliformes fecales y

totales, Escherichia coli, Salmonella sp. y parasitos perjudiciales para la salud humana.
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I. MATERIALES Y METODOS

I.1. Caracterizacion del sitio

Los experimentos se realizaron en el Campo Experimental de la Universidad
Nacional de Rio Cuarto (33° 06" 94" Sur, 64° 18” 75" Oeste; 425 m.s.n.m.), departamento
de Rio Cuarto, provincia de Cérdoba (Argentina), utilizindose los efluentes provenientes
de una Planta Piloto de Tratamiento y Reutilizacién de Efluentes Urbanos instalada en el
afio 2005.

El departamento de Rio Cuarto se caracteriza por presentar un régimen de
precipitaciones tipo monzoénico. La precipitacion media anual varia entre 550 y mds de 990
mm. La precipitacion media de los ultimos 20 afios en Rio Cuarto fue 801 mm, siendo los

meses de mayor precipitacién diciembre y enero, con 130 mm mes!

, mientras que para
junio y julio la media alcanza los 12 mm mensuales (ADESUR, 1999).

La region presenta una marcada amplitud térmica a lo largo del afio, con
temperaturas bajo cero en los meses mas frios (junio y julio) y por encima de 35 °C en los
meses de verano (diciembre y enero). El periodo libre de heladas es de 256 dias y
comprende desde mediados de septiembre hasta mediados de mayo (ADESUR, 1999).

La direcciéon predominante del viento es de NE a SO teniendo sus mayores
velocidades en el periodo comprendido entre los meses de julio a noviembre. Los suelos

son de textura franca arenosa, clasificados como Haplustoles tipicos y de aptitud agricola

(Cantero et al., 1986).

I.1.1. Planta Piloto de Tratamiento de Efluentes Urbanos

La Planta Piloto de Tratamiento y Reutilizacién de Efluentes Urbanos posee una
capacidad para tratar un caudal de 25.000 L dia™! de efluentes generados por un complejo
de 104 Residencias Estudiantiles Universitarias, pertenecientes a la Universidad Nacional
de Rio Cuarto, que albergan a una poblacidn total de 415 estudiantes.

1.1.1.2. Proceso de Tratamiento de Efluentes Urbanos

I.1.1.2.1. Tratamiento preliminar
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La recoleccion del efluente urbano crudo proveniente de las Residencias
Estudiantiles Universitarias se realiza mediante una red domiciliaria que los conduce a
través de una tuberia de PVC tipo K4 de 160 mm de didmetro con una pendiente proyecto
de 1,5% y se descarga en una cdmara receptora de cemento de 1,5 m de ancho por 2,5 m de
largo por 5 m de profundidad donde comienza la etapa de pretratamiento, en principio, el
material pasa a través de un disco perforado de acero inoxidable de 0,30 m de didmetro,
que actiia como primer filtro de material grueso, y luego vierte por gravedad a un canasto
de acero inoxidable de 0,075 m® cubierto de perforaciones que actiia como segundo filtro,
para retener el material grueso remanente del filtrado anterior, semanalmente el canasto es
retirado para su limpieza.

Desde la cdmara receptora, por medio de bombas que operan alternativamente en
forma automética, cada vez que se almacena un volumen de efluentes de 3.000 L, éstos son
enviados a través de una tuberia de PVC hacia un tanque sedimentador de lodos que posee
una capacidad de 10.000 L, y su funcién es concentrar el efluente urbano derivado y
permitir la deposicion de los s6lidos contenidos en el mismo en forma de lodos en la parte

inferior del tanque para su posterior separacion.

1.1.1.2.2. Tratamiento primario y secundario

En la parte superior del tanque sedimentador de lodos se genera un liquido
sobrenadante que se deriva a una primera laguna facultativa con presencia de macrofitas
acudticas flotantes de los géneros Lemna, Spirodela y Wolfia, en la que permanecen los
efluentes durante un Tiempo de Residencia Hidrdulico (TRH) de 13 dias, produciéndose
una remocion cercana al 97% de los coliformes fecales y un 73% de coliformes totales.
Una vez trascurrido ese tiempo son derivados a una segunda laguna facultativa, también
con macroéfitas, y con un TRH de 13 dias mds se produce una remocién cercana al 100% de
coliformes fecales, quedando un remanente de coliformes totales de 4 x 10> NMP por cada
100 mL de efluente urbano tratado.

Posteriormente, los efluentes son derivados a una laguna de maduraciéon que
consiste en un tanque de fibrocemento de 158.000 L y de poca profundidad, su funcién es
reducir atin mds la presencia de microorganismos a través de la exposicion a la radiacion
generada naturalmente por el sol, cuando la radiacién tipo UV penetra las paredes de las

células de un organismo, ésta destruye su capacidad de reproduccién (EPA, 2000).
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En la Figura 1.2 se muestra un esquema del recorrido que realiza el efluente urbano

crudo para su tratamiento y disposicion final en las parcelas experimentales.

PLANTAPILOTODE TRATAMIENTO DE EFLUENTES

PARCELASDE ENSAYO

[ ]

RE.U

Figura 1.2. Esquema de tratamiento del efluente urbano crudo. Referencias: R.E.U.: Residencias
Estudiantiles Universitarias. C.C.: cdmara concentradora de efluentes crudos. T.S.: tanque
sedimentador. Lag 1 y 2: lagunas facultativas. Lag. 3: laguna de maduracién. B1: estacién de bombeo
de efluentes urbanos tratados. B2: estacién de bombeo de agua de acuifero.

I.1.1.3. Riego por goteo subterraneo

1.1.1.3.1. Instalacién del equipo

En el 4rea experimental se instalaron a una profundidad de 0,4 m, dos redes
malladas constituidas por tuberias de PVC K6, Clase S de 50 mm de didmetro, una de ellas
para la aplicacién de riego con efluentes urbanos tratados y la otra para aplicar agua de
acuifero.

En cada red mallada se insertaron, a un distanciamiento de 0,50 m, conectores tipo
gromet y lineas portagoteros de polietileno (PE) de 16 mm de didmetro, con emisores tipo
laberinto no autocompensantes de flujo turbulento y con una descarga de 1 L h'l. En los
extremos de la red se instaldé una “T” con salida a superficie, un manometro y una llave
para realizar actividades de mantenimiento, como flushing (lavado) y verificacién del

comportamiento hidrdulico de la instalacion.
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El EUT y AC fueron conducidos hasta las parcelas experimentales, mediante una
tuberia de PVC K4. Un cabezal o centro de control, integrado por una electrobomba marca
Czerweny modelo ZII de 10.200 L h'!, se us6 para extraer los EUT desde la laguna de
maduracién, y una electrobomba sumergible de 10.000 L h™! para la extraccién del AC. El
sistema ademds estuvo provisto de filtros de malla y anillas de 2” para evitar obturaciones
y reguladores de presion de 15 PSI para mantener una presion constante en el sistema de 1
kg cm?.

Ademads del proceso de filtrado, los emisores se protegieron para evitar
obturaciones e introduccién de raices al sistema mediante una cobertura con manta
eldstica, cuya densidad era de 30 g m™? y estaba compuesta por fibras sintéticas de alta
resistencia. Para su instalacién se cortaron pafios rectangulares de 0,10 m x 0,20 m y se

cubrié a cada emisor.

I.1.1.3.2. Programacion del riego

Para determinar el momento de riego con EUT y AC se tomaron muestras de
humedad de suelo con barreno sacabocado en forma semanal a cuatro profundidades O-
0,10 m; 0,10-0,20 m; 0,20-0,30 m y 0,30-0,40 m, se pesaron y se llevaron a estufa a 105 °C
hasta lograr peso constante. La densidad aparente (Da) se determiné utilizando el método
de Uhland, (1949) mediante cilindros de acero inoxidable de 50 mm de altura por 47 mm
de didmetro interno, para posteriormente establecer la humedad volumétrica de los
diferentes horizontes del perfil del suelo.

Para evitar condiciones de estrés hidrico en el cultivo y lograr la mayor precisién
posible en el manejo de los EUT y AC, una vez instalado el equipo de riego por goteo
subterrdneo, se determiné la Curva de Capacidad Hidrica de la parcela. Las constantes
hidricas se determinaron en laboratorio mediante el empleo de ollas de presion a -30 kPa y
-1.500 kPa de potencial para Capacidad de Campo y Punto de Marchitez Permanente,
respectivamente. Con estos valores se construy6 la Curva de Capacidad Hidrica de la
parcela, y la programacion del riego se defini6 evitando que el contenido de humedad del
suelo este por debajo de un valor umbral correspondiente al 60% del Agua Util.

Los resultados promedios de humedad de suelo, hasta una profundidad de 0,40 m,
fueron de 24,1% a Capacidad de Campo; 7,4% a Punto de Marchitez Permanente y 16,6%
de Agua Util (Figura 1.3).
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Figura 1.3. Curva de Capacidad Hidrica del suelo en la parcela experimental. C.C.: Capacidad de

Campo. P.M.P.: Punto de Marchitez Permanente.

I.1.1.4. Anélisis del Efluentes Urbanos Tratados y Agua de Acuifero

Para conocer la calidad del EUT y AC se realizaron determinaciones fisicoquimicas
y microbiolégicas en el laboratorio de Tecnologia Quimica, Facultad de Ingenieria,

Universidad Nacional de Rio Cuarto.

I.2. Implantacion de las parcelas experimentales

I.2.1. Siembra y trasplante

Para evaluar el efecto del uso de efluentes urbanos tratados sobre el cultivo de
brécoli se utilizaron tres cultivares de ciclo intermedio frecuentemente empleados en el
cinturén verde local: Matsuri F1 de la empresa Tokita Seed cuyo ciclo medio de cultivo es
de 95 dias (C1); Green Pia F1 de la empresa Nongwoobio Seed con un ciclo de 90 dias
(C2) y Almanor F1 de la empresa Rijk Zwaan de 100 dias (C3).

El estudio se desarroll6 mediante dos experimentos realizados en afios sucesivos
(2016 y 2017). La siembra de los cultivares se realizé el 28/03/2016 y el 18/03/2017 en
bandejas de germinacién de poliestireno de 200 celdas (13 cm?® celda™). Inmediatamente

luego de sembradas, se introdujeron las bandejas en una cdmara de germinacion situada en
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el laboratorio de semillas de la Facultad de Agronomia y Veterinaria, U.N.R.C.,
permaneciendo en la misma durante 48 hs a 20 °C con el objetivo de lograr condiciones
ambientales uniformes en la etapa de germinacién. El sustrato utilizado fue turba
Sphagnum enriquecida con aditivos marca Kekkil.

Posteriormente, las bandejas se trasladaron a un invernadero de policarbonato con
condiciones ambientales controladas ubicado en el Campo de Docencia y
Experimentacion, UNRC para la etapa de crecimiento de los plantines.

El trasplante a las parcelas experimentales se realizo el 17/05/2016 y el 9/05/2017,
a una densidad de 4 plantas m, y en un marco de plantacién de 0,50 m entre hileras y 0,50
m entre plantas. Previo a la plantacion se realizé un andlisis de suelo, tomando muestras
compuestas hasta una profundidad de 0,20 m, determinando: materia orgénica (%),
nitrégeno de nitrato, nitrato, fésforo, potasio (ppm), concentracién de hidrogeniones (pH) y

conductividad eléctrica (dS m™) (Tabla L.8).

Tabla 1.8. Contenido de Materia Organica (MO), Nitrogeno de Nitratos (N-NOs), Nitratos (NO3),
Fésforo (P), Potasio (K), pH y Conductividad Eléctrica (CE) de 0 a 20 cm de profundidad.

Experimento MO N-NOs NO;s P K pH CE
(afios) (%) (ppm) (ppm)  (ppm)  (ppm) (dSm™)
2016 2,23 24,4 108,3 374 785,9 7,09 0,25
2017 2,01 15,5 68,8 444 692,1 6,79 0,17

1.2.2. Diseiio de la experimentacion

Los tratamientos planteados resultaron de la combinacion factorial de tres cultivares
de brécoli: Matsuri (C1), Green Pia (C2) y Almanor (C3); y dos calidades de agua para
riego: Efluentes Urbanos Tratados (EUT) y Agua de Acuifero (AC), en un total de seis
tratamientos:

1. Cultivar Matsuri regado con Efluentes Urbanos Tratados (C1 - EUT)
2. Cultivar Green Pia regado con Efluentes Urbanos Tratados (C2 - EUT)
3. Cultivar Almanor regado con Efluentes Urbanos Tratados (C3 - EUT)
4. Cultivar Matsuri regado con Agua de Acuifero (C1- AC)

5. Cultivar Green Pia regado con Agua de Acuifero (C2 - AC)

6. Cultivar Almanor regado con Agua de Acuifero (C3 - AC)
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El disefio experimental se realiz6 en parcelas divididas. La superficie total del area
experimental fue de 135 m?, dividida en 2 parcelas principales de 67,5 m? cada una
correspondiente a la calidad de agua (EUT y AC), a su vez cada parcela principal se
dividi6 en 3 subparcelas de 4,5 m* cada una correspondiente a los cultivares de brécoli (C1,
C2y C3), y de éstas se realizaron 5 repeticiones. En cada subparcela se trasplanté un total
de 18 plantas de cada cultivar de brdcoli. A través de una estacion meteoroldgica
automatica Licor modelo Lil1200S situada en cercanias al sitio experimental se registro

temperatura del aire y precipitaciones durante el ciclo de los cultivares.

1.2.2. Labores culturales

Durante el ciclo de crecimiento del cultivo en los dos experimentos (2016 y 2017)
se realizaron controles manuales de malezas, no habiendo sido necesarias aplicaciones
fitosanitarias, ya que los umbrales de plagas y enfermedades que se presentaron no

justificaron su control.

1.2.3. Cosecha

La cosecha de los cultivares se realiz6 cuando las pellas de brécoli alcanzaron la
madurez de consumo (Cantwell y Suslow, 1997), este momento se definié cuando las
mismas presentaron un color verde uniforme, compactas y sin apertura de las estructuras
florales.

1.2.3.1. Particion de asimilados en hoja, tallo y pellas

Para evaluar la particién de asimilados, se tomaron 30 plantas de cada tratamiento
al momento de la cosecha y se colocaron en bolsas de polietileno previamente
identificadas. En laboratorio las plantas se diseccionaron en sus distintos drganos: hojas,
tallo y pella, y se determino el peso de masa fresca y seca. Para ésta tltima, las muestras se
llevaron a estufa a 65 °C hasta lograr peso constante. Para el pesaje se emple6 una balanza
marca Mettler BB240. La particion de asimilados se expres6 en g MS acumulada en hojas,

tallo y pella, con relacion al total de la planta.

1.2.3.2. Determinacion de la calidad, rendimiento y precocidad
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Para determinar la calidad de las pellas se midié el didmetro (mm) en tres
posiciones diferentes para la obtencion de un valor medio del mismo, se determiné el peso
fresco individual de las pellas (g), se midi6 el didmetro de pedinculo (mm) de cada
inflorescencia, se determind la presencia de hollow stem (pedinculo hueco), y se calcul? el
rendimiento total (Mg ha'). Posteriormente se determind la precocidad de los cultivares

evaluando la duracion total del ciclo y el periodo de recoleccién de los mismos.

1.2.3.3. Determinacion de la calidad sanitaria

Para establecer la presencia de organismos perjudiciales para la salud durante los
dos afios de experimento, se evalu6 la calidad sanitaria de las pellas mediante anélisis
microbioldgicos y parasitologicos al momento de la cosecha de las pellas. Para ello, se
tomaron 5 muestras de todos los tratamientos, se colocaron en bolsas de polietileno
identificadas y se enviaron a laboratorio para los anélisis correspondientes.

Se procedié a cuantificar la presencia de Coliformes totales, Coliformes fecales y
Escherichia coli utilizando el método ISO 16649-2:2001 (modificado). Para la
determinacion de Salmonella sp se empleé el método ISO 6579:2002. Los estudios
microbiolégicos fueron realizados en el laboratorio bromatolégico “Dr. Guillermo Montes”
del Mercado de Abasto de la ciudad de Rio Cuarto.

Para la cuantificacién de pardasitos perjudiciales se evalud la presencia de larvas y
estructuras parasitarias mediante la técnica de Mwegoha y Jorgensen (1977) y la presencia
de céstodos, nemdtodos y ooquistes mediante la técnica de Teuscher (1965). Las
determinaciones fueron realizadas en el laboratorio de Parasitologia, Departamento de
Parasitologia Animal, Facultad de Agronomia y Veterinaria, Universidad Nacional de Rio

Cuarto.
I.3. Anaélisis estadisticos

Todos los datos obtenidos se analizaron estadisticamente mediante el programa
Infostat (D1 Rienzo, 2011), aplicando andlisis de varianza, comprobando que los datos

cumplieran los principios de normalidad y homogeneidad de varianza, y comparaciéon de

medias con el test de Fisher (p <0,05).
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I. RESULTADOS Y DISCUSION

I.1. Riego con Efluentes Urbanos Tratados y Agua de Acuifero

I.1.1 Lamina de riego

En la Figura 1.4 se muestra para cada experimento la dindmica de la ldmina de agua

en el suelo a distintas profundidades desde el trasplante hasta la cosecha de los cultivares.
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Figura [.4. Dindmica de la ldmina de agua (mm) de 0-0,40 m de profundidad para EUT y AC durante el
ciclo de los cultivares en las temporadas 2016 (a-d) y 2017 (e-h).
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En los sistemas de riego de alta frecuencia es posible regar con valores cercanos a
capacidad de campo para mantener al cultivo con un buen suministro hidrico (INTA,
2010). En este sentido, el contenido hidrico del suelo se mantuvo en valores cercanos a la
capacidad de campo y por encima del valor umbral de agotamiento, principalmente entre
los 0,20 a 0,40 m, donde se situaron las tuberias de goteo subterrdneas los niveles de
humedad fueron mads elevados, y es alli donde se concentra la mayor proporcion de raices
del cultivo (Krarup, 1992; Maroto, 1995).

Mientras que en la porciéon mds superficial del suelo (0-0,10 m), fue dificultoso
mantener niveles de humedad elevados, en coincidencia con lo descrito por Lucas y
Alarcén (2018), lo cual signific6 que fuera necesario recurrir a un riego superficial
(manteniendo en cada caso la procedencia del agua de riego asignada a cada unidad
experimental) s6lo al momento del trasplante para facilitar la implantacién del cultivo.

El brécoli es un cultivo de altos requerimientos hidricos (Risco et al., 2018), el
correcto manejo del agua constituye uno de los principales factores para lograr una
adecuada produccién, su mayor demanda hidrica se manifiesta durante la fase de
formacion de la pella (Jaramillo y Diaz, 2006; Murcia y Arayon, 2016).

En el 2016 la Iamina de riego total aplicada fue de 340 mm, distribuida en 42 riegos
y con un tiempo promedio de 2 horas riego™. La ldmina promedio de reposicién fue de 4
mm hora’!, siendo la misma para EUT y AC durante todo el ciclo del brécoli. Las
precipitaciones aportaron 108 mm, por lo tanto, la Idmina total de agua entregada al cultivo

fue de 448 mm (Figura L.5).
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Figura I.5. Léamina de agua aplicada (mm) mediante riego por goteo subterrdneo con EUT y AC, y

precipitaciones durante el ciclo de los cultivares (aio 2016).
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En el afio 2017 los cultivares fueron més precoces reduciéndose sus necesidades
hidricas, por lo cual la Idmina de riego aplicada fue de 292 mm, distribuida en 28 riegos,
con un tiempo promedio de 2,5 horas riego!, y una ldmina de reposicién de 4 mm hora™.
Las precipitaciones aportaron 114 mm, determinando una lamina total de 406 mm (Figura

1.6).
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Figura 1.6. Lamina de agua aplicada (mm) mediante riego por goteo subterrdneo con EUT y AC, y

precipitaciones durante el ciclo de los cultivares (afio 2017).

La ldmina de riego aplicada se encuentra dentro del rango recomendado para
brécoli (De Chaves, 2016). No obstante, la cantidad de agua necesaria a suministrar al
cultivo siempre deberd ajustarse a cada situacion en particular, principalmente en funcién
de las condiciones edafoclimadticas, cultivares y sistema de riego empleado (Risco et al.,
2018). Estos factores permiten explicar las diferencias encontradas entre diferentes
investigadores.

Asi, por ejemplo, Johnson et al. (2016) en Estados Unidos calcularon un promedio
de 600 mm de agua aplicada; Erie ef al. (1981) informaron para Arizona (EEUU) unos
500 mm. En Espaiia, Lopez Urrea et al. (2009) determinaron un consumo de 345 mm para
un rendimiento de 12 Mg ha’!, mientras que Imtiyaz et al. (2000) usaron 323 mm para
lograr 19,1 Mg ha™' en Botswana (Africa).

El seguimiento constante de la condicién hidrica del suelo, y los ajustes en la
entrega de agua durante el ciclo del cultivo, constituye la herramienta mds precisa para

lograr un crecimiento y desarrollo sin restriccion hidrica, sumado a una condicién
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nutricional y edafoclimatica dptima, se podra alcanzar rendimientos préximos al potencial

de esta especie horticola.

I.1.2. Calidad fisicoquimica del Efluente Urbano Tratado y Agua de Acuifero

1.1.2.1. Efluente Urbano Tratado

A partir de la caracterizacion de la calidad fisicoquimica del EUT, fue posible

identificar si la practica de utilizacion en el riego de brocoli se efectué conforme a las

directrices internacionales (OMS, 2006) y las directrices locales (Ministerio de Agua,

Ambiente y Servicios Publicos, 2016). En la Tabla 1.9 se muestran los resultados obtenidos

de dichas determinaciones.

Tabla 1.9. Valores medios de las determinaciones fisicoquimicas del EUT utilizado en el riego de

brécoli durante los afios 2016 y 2017

Determinacion Unidad Valor Determinaciéon Unidad Valor
Sélidos sedimentables (1207) mg L! 0,80 Litio mg L! nd¥
Sélidos totales mg L! 842,0 Boro mg L! 0,14
Sélidos totales fijos mgL! 298,0 Cromo mg L! 0,04
Sélidos totales volatiles mgL'  544,0 Magnesio mg L! 11,6
Sélidos disueltos totales mgL!  590,0 Manganeso mg L! 0,08
Sélidos disueltos fijos mgL!' 380,0 Niquel mg L! nd¥
Sélidos disueltos voldtiles mgL!'  210,0 Potasio mg L! 12,0
Sélidos suspendidos totales mgL!  252,0 Plomo mg L! ndt
pH UpH 7,82 Selenio mg L! nd¥
Conductividad eléctrica (C.E.) dS m™! 1,13 Sodio mg L! 158,0
Turbiedad FAU 263,5 Aluminio mg L! 0,99
Nitrégeno total mg L! 72,4  Arsénico mg L! 0,017
Cloruros mg L' 138,0 Cadmio mg L! 0,00014
Sulfatos mg L! 14,5  Calcio mg L! 50,0
Alcalinidad total mgL!'  350,0 Zinc mg L! 0,11
Alcalinidad carbonatos mg L! <1  Cobalto mg L! ndf
R.A.S. 7,3  Cobre mg L nd¥
Foésforo total mg L! 3,2  Demanda Quim. O, mgL"! 177,0
Hierro mg L! 1,3 DemandaBiol. 0, mgL! 112,6

Referencias: ndt (No detectable)
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La calidad fisicoquimica de los EUT determiné su aptitud para su uso en riego,
pero con restricciones ligeras a moderadas, debido principalmente a la presencia de sodio,
su contenido en sales y su relacion de adsorcion de sodio (R.A.S.) (Tchobanouglous y
Burton, 1991; Garcia Alvaro, 2012). Cuando el agua de riego presenta una elevada
concentracion de sodio puede ocasionar a mediano o largo plazo, deterioros en la
estructura del suelo y reduccién de la permeabilidad (Azpilcueta Pérez et al., 2017).

En este estudio, tanto en el primero como en el segundo experimento, no se
observaron dificultades en la infiltracion y movimiento de agua en el suelo, que puedan
indicar algtn tipo de alteracién en la estructura del mismo. No obstante, de acuerdo a los
niveles de sales y sodio, es necesario realizar mediciones continuas de las propiedades
fisicoquimicas del suelo ante un uso prolongado de este EUT, para evitar riesgos de
salinizacién e infiltracion.

Algunos autores aconsejan alternar el uso de EUT con otras fuentes de agua para
evitar problemas a largo plazo (Vergine et al., 2017), en este estudio al emplearse en riego
de cultivos a campo y considerando un régimen pluviométrico de 801 mm en la region
(ADESUR, 1999), esto contribuiria a reducir en cierta medida potenciales inconvenientes.

Debido al origen urbano de los efluentes, la presencia de metales pesados como
cadmio, plomo y cromo no fueron significativos, ya que estos se relacionan generalmente a
aguas provenientes de sectores industriales y mineria (Rosas Rodriguez, 2001; Gémez
Alvarez et al., 2004). La utilizacién de aguas residuales industriales tratadas en riego rara
vez se adopta, debido al peligro potencial de compuestos no biodegradables que pueden
estar presentes, generando perjuicios medioambientales (Vergine et al., 2017).

Otros elementos potencialmente téxicos en exceso como cobalto, cobre, niquel y
hierro no superaron los umbrales maximos permitidos, la presencia de bicarbonatos fue
inferior a 90 mg L', lo cual determiné que el EUT pueda utilizarse sin riesgos de
acumulacion de dichos compuestos (Kretschmer et al., 2002).

Por otra parte, un elemento que presentd niveles elevados en el EUT fue el
nitrégeno, que con un valor de 72,4 mg L', superando los niveles permitidos segiin las
directrices locales (Ministerio de Agua, Ambiente y Servicios Publicos, 2016).

El exceso de nitrégeno es riesgoso principalmente si los EUT se vierten en
ecosistemas acudticos, donde provocan aumento de la acidez, eutrofizacion e incluso
toxicidad (Calvachi y Ortiz, 2013). Si se utiliza para el riego de cultivos, su acumulacién

en el suelo dependerd de la extraccion que realicen las plantas. Para resolver este problema

53



I. Resultados y Discusion

podria plantearse un proceso de tratamiento terciario del agua residual, para eliminar

contaminantes especificos como el nitrégeno (Rojas, 2002; FAO, 2013).
1.1.2.2. Agua de Acuifero
En la Tabla 1.10 se muestran los resultados obtenidos de las determinaciones
fisicoquimicas realizadas sobre el Agua de Acuifero (AC) que se utilizé6 como fuente de

agua para riego en las parcelas experimentales.

Tabla I.10. Determinaciones fisicoquimicas del AC utilizada en el riego de brécoli.

Determinacion Unidad Valor Determinacion Unidad Valor
Nitrégeno mg L! ndf  Sodio mg L! 29,0
Fésforo mg L! ndt  Cloruros mg L! 14,1
Potasio mg L! 4,3  Sulfatos mg L! 20,7
Calcio mg L! 28,4  Carbonatos mg L! nd¥
Magnesio mg L! 9,1  Bicarbonatos mg L! 207.4
Conductividad Eléctrica (C.E.) ~ dS m! 04 pH UpH 7.4
R.AS. 1,2

Referencias: ndt (No detectado)

En funcién de estos resultados, se puede considerar a este tipo de agua como muy
adecuada para el riego, ya que los valores de R.A.S., CEE. y pH como indice de
acidificacion, se encuentran dentro de limites normales, ademas los niveles de cloruros no
presentarian problemas de toxicidad especificos para los cultivos (Follet y Soltanpour,
1989). Las caracteristicas fisicoquimicas del AC indicaron su posibilidad de uso como
agua para riego sin inconvenientes, clasificindola en forma general, como de buena calidad

(Hershey, 1993).

1.1.2.3. Aporte de macronutrientes del Efluente Urbano Tratado y Agua

de Acuifero

De acuerdo a la lamina total de riego aplicada y las caracteristicas analiticas de los
EUT y AC, se realiz6 un cdlculo del aporte de macronutrientes (Nitrogeno, Fosforo y

Potasio) que recibieron los cultivares de brocoli. Los EUT aportaron una importante
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cantidad de N, y en menor medida de P y K, mientras que los cultivares regados con AC,
sOlo recibieron un aporte significativo de K, ya que no se determind la presencia de Ny P
en este tipo de agua.

Por otra parte, al comparar los experimentos, en el afio 2017 al ser los cultivares
mds precoces y reducirse las necesidades de riego, el aporte de macronutrientes fue inferior
al afio 2016. En la Tabla I.11 se muestra las cantidades de N, P y K aportadas con el riego

con EUT y AC durante el ciclo de los cultivares.

Tabla I.11. Aporte de N, P y K durante el ciclo de los cultivares de brécoli.

) EUT AC
Experimento
. N P K N P K
(anos)
kg ha'! kg ha'!
2016 246,1 10,9 40,8 nst nst 66,6
2017 211,4 9,3 35,0 nst nst 57,2
Referencias: nst (No significativo)
1.1.2.3.1. Nitrégeno

Como se menciond anteriormente, el aporte de nitrogeno que se realizé con el EUT
fue el més importante en relacion a los macronutrientes, dado por la alta concentracion de
este elemento. El nitrégeno (N) es esencial en la nutricién de las plantas, en brécoli su
deficiencia pude provocar una marcada disminucién del crecimiento, las hojas resultan
pequeiias y de color verde pdlido, algunas se tornan pudrpuras y el rendimiento disminuye
(Pomares et al., 2007a). En cambio, el exceso de N puede retardar la maduracién del
cultivo, la formacién de las pellas, y un menor desarrollo radicular. Ademads, provocar el
ahuecado del pedinculo de la inflorescencia (Tamayo Veléz, 2006).

Las demandas de N en brécoli pueden ser muy variables segin el cultivar,
condicién de suelo, clima y técnicas de cultivo (Jaramillo y Diaz, 2006; Pomares et al.,
2007a). Algunos autores plantean para alcanzar el mdximo potencial de rendimiento por
hectarea un requerimiento de 540 kg de N (Magnifico et al., 1979); 400 kg de N
(Greenwood et al., 1980, Castellanos et al., 2000); 270 kg de N (Letey et al., 1983); 224 kg
de N (Hipp, 1974); y hasta 200 kg de N (Pascual Ant6n, 1994; Maroto et al., 1995).

Considerando estos antecedentes, podria afirmarse que mediante el uso de los EUT

fueron aportadas cantidades suficientes de N, y posiblemente estos niveles serian
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adecuados para alcanzar altos rendimientos, sin necesidad de aplicar otras fuentes
nitrogenadas.

Una ventaja del uso de EUT en riego por goteo fue que el suministro de N se
realiz6 a manera de fertirrigacion durante todo el ciclo del cultivo, y no en un momento en
particular. Sin embargo, una gran desventaja fue la imposibilidad de ajustar las dosis

necesarias segin la demanda del cultivo para cada etapa fenoldgica.

1.1.2.3.2. Fosforo

Los niveles que aportaron los EUT en ambos experimentos serian muy bajos para
cumplir con los requerimientos del cultivo, y en virtud de que las mediciones de P en el
suelo de la parcela experimental arrojaron valores elevados, 93,4 kg ha'! de P (2016) y
111,0 kg ha'! de P (2017), esto indicaria que el suelo fue la principal fuente de P que supli6
la demanda del brécoli, no asi lo aplicado con el EUT.

Sin embargo, el P que se encuentran bajo la forma de compuestos solubles en estas
aguas, permitirian una mejor asimilacion por parte de las plantas, ya que son aportados con
la misma frecuencia que el riego durante el cultivo (Moscoso, 1995).

La demanda de foésforo (P) del brécoli es bastante mas baja que la de nitrogeno, y al
igual que este elemento puede ser muy variable, oscilando por hectarea desde 15 kg de P
(Jaramillo y Diaz, 2006); 24 kg de P (Lardizdbal y Theodoracopoulos, 2008), que se
corresponden en gran medida con los 23 kg planteados por Magnifico et al., (1979); 28,7
kg de P (Rincon et al., 1999), 34 kg de P (Tamayo Veléz, 2006) y hasta 50 kg de P
(Pascual Antén, 1994).

A diferencia del nitrégeno, el fésforo es un elemento poco moévil en el suelo, por tal
motivo es conveniente la aplicacion de fuentes fosforadas en cercanias de las raices del
cultivo (Pomares et al., 2007b), y en este sentido, la utilizaciéon de efluentes en riego por
goteo subterrdneo permitiria una mejor distribucién de este elemento en la zona radicular,

aumentando la posibilidad de absorcién por parte de las raices.

1.1.2.3.3. Potasio

Los aportes de K a través del EUT no han sido significativos, el contenido de este
nutriente fue inferior al nitrégeno, los cultivares regados con AC recibieron una dosis

superior de este elemento.
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Es importante considerar, que el suelo de la parcela experimental también presentd
niveles elevados de K, normal para los suelos de la region pampeana debido a su material
de origen (Correndo et al., 2012). Posiblemente los cultivares de brdcoli alcanzaron a
cubrir su demanda, teniendo en cuenta que la proporcién de potasio requerida por el
brécoli oscila de 84 kg ha! (Tamayo Veléz, 2006) hasta valores de 160 a 230 kg ha’
(Rincon et al., 1999).

El potasio (K), junto con el nitrégeno y el fésforo son los minerales mds requeridos
por las plantas superiores (Marschner, 1995). Para un adecuado crecimiento las plantas
necesitan elevada disponibilidad de potasio, este nutriente interviene en la sintesis y
traslocacion de carbohidratos y proteinas, asi como en la apertura y cierre de estomas. En
virtud de su accién como regulador osmético, aumenta la resistencia al frio y al déficit

hidrico e induce a una mayor resistencia a plagas y enfermedades (Pomares et al., 2007b).

1.2. Produccion de brocoli

1.2.1. Particion de asimilados en hoja, tallo y pellas

Una evaluacién directa del efecto de los tratamientos con EUT y AC lo proporciond
el crecimiento de los cultivares de brocoli. Los resultados determinaron que la MS total
acumulada en cada cultivar aumenté cuando se regaron con EUT. No obstante, estas
diferencias fueron sélo significativas para los cultivares C2 y C3, siendo este ultimo aquel
que presentd la mayor respuesta con incrementos de 11,5% (2016) y 13,6% (2017).

En todos los cultivares, el principal componente en la particion de MS fueron las
hojas, seguido de la pella y el tallo. En el cultivar C1 las diferencias fueron ligeramente
superiores en favor del riego con EUT, pero no hubo significancia estadistica, las plantas
presentaron un desarrollo foliar y tamafio de pella similares entre ambas calidades de agua
(Tabla 1.12).

El aporte de nutrientes de los EUT contribuyé a una mayor produccién de MS en
los cultivares de brocoli, a diferencia de las plantas regadas con AC. Garcia Pefia (2004) en
riego con aguas residuales obtuvieron plantas de brdcoli de alto vigor, un mayor tamafio y
apariencia, como consecuencia del alto contenido de materia orgdnica y nutrientes en estas

aguas.
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Tabla 1.12. Efecto del riego con EUT y AC sobre la materia seca acumulada en hojas, tallo y pella (g

MS planta™) al momento de la cosecha de brécoli

Calidad de Hojas Tallo Pella Total
Exp. Cv
agua (g MS planta™)
Cl EUT 64.1a 20,2 a 31,5a 115,8a
AC 65.1a 18,1a 293 a 112,5a
2016 C2 EUT 80,0 a 219a 424 a 1445 a
AC 78,7 a 22,1a 32,7b 133,5b
C3 EUT 98,6 a 30,5a 38,2a 167,3 a
AC 899a 27,2b 329b 150,0 b
Cl1 EUT 313a 123a 21,7a 65.4a
AC 30,2a 11,6 a 213 a 63,2a
2017 C2 EUT 34,0a 15,6 a 17,1 a 66,8 a
AC 30,4 b 12,6 b 16,0 a 59.0b
C3 EUT 48,4 a 20,3 a 36,9 a 105,6 a
AC 433b 17,5b 32,0b 929b

Diferentes letras en columnas de un mismo cultivar indican diferencias significativas segiin test de LSD

Fisher (p<0,05).

Resultados similares se obtuvieron en plantas de rdbano (Raphanus sativus L.)
regadas con agua residual doméstica tratada (Cruz Gémez, 2012), y en experiencias sobre
otros cultivos, se reportan incrementos de 19% en la produccién de MS en alfalfa (Plevich
et al., 2012); y hasta un 30% mads de MS en plantaciones de Eucaliptus grandis (INTA,
2018).

La mayor produccién en los cultivos regados con EUT se atribuye a los nutrientes
que se encuentran bajo formas solubles en estas aguas, los cuales son asimilados mds
facilmente por las plantas y aportados con la misma frecuencia que el riego durante el

cultivo (Moscoso, 1995).

1.2.2. Calidad de pellas, rendimiento y precocidad de los cultivares

1.2.2.1. Diametro de pella

La respuesta de esta variable al riego con EUT fue positiva, lograndose didmetros

de pella grandes, con valores que oscilaron entre 141 y 185 mm en el afio 2016, y
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didmetros de medianos a grandes, entre 115 y 155 mm en el afio 2017, donde los cultivares
fueron mds precoces.

En términos generales, didmetros de pella mayores a 160 mm se consideran
grandes, de 120 a 160 mm se consideran medianas, y menores de 120 mm pequefas
(Cifuentes Ochoa, 2014). Otros autores consideran un didmetro de pella grande a aquellas
que superan los 200 mm, y medianas de 100 a 200 mm (Sinaluisa, 2011). El didmetro de
las pellas en brocoli puede variar segun los cultivares, época del afio y densidad de
plantacion, entre otros factores (Di Benedetto, 2005; Jaramillo y Diaz, 2006).

Las diferencias encontradas entre las plantas regadas con EUT y AC fueron de
mayor magnitud en el afio 2016, siendo significativas en el cultivar C2 y C3, con
incrementos de 18,6 y 5,9 mm, respectivamente. En el afio 2017 las plantas regadas con
EUT so6lo mostraron diferencias en el cultivar C3, mientras que el cultivar C2 present6
valores inferiores a las regadas con AC, lo cual denoté una mayor variabilidad entre las dos

temporadas de estudio (Figura 1.7).
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Figura 1.7. Didmetro de pella (mm) en los diferentes cultivares de brécoli (C1: Matsuri, C2: Green Pia y
C3: Almanor). Diferentes letras en un mismo cultivar indican diferencias significativas segin test de

LSD Fisher (p< 0,05).

Los resultados coinciden con otros antecedentes del uso de EUT que demostraron el
efecto positivo sobre el didmetro de pella en brdcoli. Agote (2013), obtuvo valores

promedios de 148,3 mm de didmetro en cultivares de brécoli regados con EUT y utilizando
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mulching plastico como cobertura de suelo. Garcia Pefia (2004) en un estudio desarrollado
en México, en riego de brécoli con agua residual y agua subterrdnea, obtuvo diferencias
estadisticas en didmetros de 176,9 mm y 154,5 mm, respectivamente.

Puenayan et al. (2010) comprobaron que el didmetro de la pella aumentaba
significativamente ante el aporte de nitrégeno en una solucién nutritiva para riego. De
acuerdo a estos resultados, es posible inferir que el elevado contenido de este elemento en
los EUT contribuy¢ para lograr un mejor tamafio de las pellas.

Segun Petracek y Sams (1987) otro nutriente que influye significativamente en el
desarrollo del didametro de pellas de brécoli es el Boro (B), y en este sentido, los autores
evaluaron la aplicacién de soluciones nutritivas de B a distintas concentraciones (0,08;
0,41; 0,61; 0,81; 4,06 y 8,11 ppm), si bien a medida que incrementaron la concentracion de
B se generaron sintomas de toxicidad en las hojas, el didmetro de las pellas aumentd. La
concentracién de B en el EUT fue de 0,14 mg L, este aporte adicional pudo haber
contribuido a aumentar el tamafio de las pellas, teniendo en cuenta que el AC no

presentaba dicho elemento.

1.2.2.2. Diametro de pediinculo y presencia de hollow stem

En relacion al didmetro de pedinculo, se observé un aumento manifiesto en el
didmetro del mismo que efectivamente estuvo correlacionado con el aumento en el
didmetro de la pella en respuesta al riego con EUT. Sin embargo, las diferencias
estadisticas con el tratamiento AC fue determinado solamente en el afio 2016 (Figura 1.8).

El nitrégeno contenido en los EUT pudo haber contribuido a lograr un mayor
didmetro en el pedinculo de las pellas. Kahn ef al. (1991) determinaron que a tasas muy
bajas de incorporaciéon de nitrégeno como fertilizante se incrementa el didmetro del
pedinculo de la pella, a dosis de 37 kg ha! de N obtuvieron didmetros de 29 mm.

En brécoli, el didmetro del pedinculo de la pella estd relacionado directamente con
el didmetro de la pella, y es importante considerarlo ya que forma parte del érgano de
consumo (De Chaves, 2016). Esta afirmacién no se correspondié con lo observado en el
C1 (2016) y C3 (2017).

En experiencias con riego con EUT, Gémez (2013) obtuvo valores de 27,5 mm de
didmetro de pedinculo en brécoli cv. Federer regado con EUT, pero sin lograr diferencias
estadisticas significativas respecto a un testigo con agua de perforaciéon. Sin embargo,

Alonso (2015) logré resultados positivos en el didmetro del peddnculo con valores
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promedios de 29,6 mm en cultivares regados con EUT y utilizando cobertura de mulching

plastico.
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Figura 1.8. Didmetro de pedinculo (mm) en los diferentes cultivares de brécoli (C1: Matsuri, C2: Green
Pia y C3: Almanor). Diferentes letras en un mismo cultivar indican diferencias significativas segtn test

de LSD Fisher (p< 0.05).

Otra variable analizada en el pedinculo de la pella fue la presencia de hollow stem
(pedinculo hueco), un desorden fisioldégico que puede ser causado por un exceso de
nitrégeno (Tamayo Veléz, 2006; Carrillo Riofrio, 2011), como también por una deficiencia
de boro (Uchida, 2000). Los resultados mostraron que solo se manifestd este desorden
fisiolégico en el ano 2016 y en mayor medida en riego con EUT, los valores en porcentaje
de presencia fueron de 13,3; 50,0 y 6,7 % para los cultivares Cl, C2 y C3,
respectivamente. Mientras que en riego con AC se presentd sélo en un 30 y 3,3% para los
cultivares C2 y C3, respectivamente. El cultivar C1 no desarroll6 hollow stem.

Posiblemente, el efecto del nitrégeno en exceso fue el causante de la apariciéon de
este desorden fisiologico, considerando ademds que el aporte del EUT fue mads

significativo en 2016 en relacién a 2017.
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1.2.2.3. Peso individual de pella

En ambos experimentos el aumento del peso de las pellas fue notable en las plantas
que se regaron EUT. Los cultivares C2 y C3 fueron los que presentaron un mayor
incremento, siendo los valores porcentuales promedios de 9,5% (C1), 34% (C2) y 21%
(C3) para el afio 2016; y 5,5% (C1), 8% (C2) y 12% (C3) para el 2017, estos resultados
afirman las aseveraciones que indican la importancia agronémica como fertilizante
orgdnico que presentan los efluentes tratados (Gonzdlez y Rubalcaba, 2011; D’andrea et
al., 2014), pudiendo utilizarse como un complemento estratégico de la fertilizacion

quimica (Crespi et al., 2009) (Figura 1.9).
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Figura 1.9. Peso individual de pella (g) en los diferentes cultivares de brécoli (C1: Matsuri, C2: Green
Pia y C3: Almanor). Diferentes letras en un mismo cultivar indican diferencias significativas segtn test

de LSD Fisher (p< 0,05).

Segtin su peso, las pellas pueden clasificarse en pequeiias, aquellas que presenten
valores inferiores a 250 g, medianas entre 250 y 350 g, y grandes las que superen los 350 g
(Cifuentes Ochoa, 2014). De acuerdo a ello, los resultados fueron promisorios, logrando
obtener pellas de medianas a grandes. Garcia Pefia (2004) obtuvo pellas con un peso
promedio superior de 587,7 g, mientras que Agote (2013) s6lo alcanz6 un valor maximo de

168 g, ambos utilizando aguas residuales.
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Lamont (1992) obtuvo en brécoli un peso de pellas de 270 a 280 g, con un aporte
de 94 kg ha! de N, inferior al aplicado en este estudio, considerando que el aporte de N
que se realizé con EUT fue de 246 (2016) y 211 kg ha' (2017). Sin embargo, los
resultados fueron similares a los obtenidos por Toivonen et al. (1994) quienes con una
dosis de 250 kg N ha™! lograron pellas en un rango de 200 a 250 g.

Por su parte, Kahn et al. (1991) en ensayos de brocoli a dosis variables de
fertilizacion nitrogenada obtuvieron diferentes pesos de pella, con aplicaciones de 112;
168; 224 y 280 kg ha! de N, lograron valores de 162; 175; 176 y 177 g, respectivamente.
Concluyendo que las dosis mds altas de N no presentaron beneficios para lograr un
aumento significativo en el peso de pellas.

La mayoria de las investigaciones existentes en brocoli indican principalmente el
efecto de la fertilizacion nitrogenada sobre el tamafio de pellas, o bien la influencia del uso
de aguas tratadas sobre el rendimiento por unidad de superficie, lo cual indicaria que ante
una misma densidad de plantacién, el incremento en rendimiento estaria explicado por el

aumento en el tamafio de las pellas.

1.2.2.4. Rendimiento total en fresco

Como se explico anteriormente, el uso de EUT influy6 sobre el peso individual de
las pellas, por lo tanto, y como era de esperar, ese efecto se correspondié con el
rendimiento total fresco (Mg ha™') (Figura 1.10).

Podria afirmarse que los rendimientos en fresco promedio alcanzados con el uso de
EUT fueron aceptables. El cultivar C2 fue el que mejor respondié con un incremento de
4,2 Mg ha’', seguido del C3 con 2,5 Mg ha'' respecto al uso de AC (2016). Durante el 2017
las diferencias no tuvieron significancia.

Vergine et al. (2017) evaluando la utilizacién de distintas calidades de agua
residual tratada a base de tratamientos primarios y secundarios en el riego de brdcoli en
Apulia (Italia), obtuvieron un rendimiento medio de 7,4 Mg ha'!, resultados menores a los

rendimientos medidos aqui.
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Figura 1.10. Rendimiento total en fresco (Mg ha') en los diferentes cultivares de brécoli (C1: Matsuri,
C2: Green Pia y C3: Almanor). Diferentes letras en un mismo cultivar indican diferencias significativas

segin test de LSD Fisher (p< 0,05).

1.2.2.5. Rendimiento total en seco

El rendimiento en peso seco del brdcoli sélo se torna importante cuando el destino
de este producto es la industria del deshidratado para la fabricacién de polvos o harinas
(Maldonado y Delahaye, 2003). Aumentar el rendimiento en MS es fundamental para tener
mayores rendimientos en harinas.

En tal sentido, el rendimiento en peso seco siguid la tendencia del rendimiento en
fresco, el cultivar C1 fue el que menos respondid, sélo se increment6 en un 7% en 2016,
incluso en 2017 fue ligeramente superior cuando se regd con AC. Los cultivares C2 y C3
presentaron un 32 y 14% mads de rendimiento en seco (2016), y un 12 y 13% (2017),
respectivamente (Figura [.11).

Si bien no es frecuente el consumo de brécoli como producto deshidratado, en
comparacion al consumo en fresco, algunos estudios destacan el valor del polvo de brécoli
en la alimentacion, principalmente como suplemento vitaminico en centros deportivos y

dietéticos por su importante contenido en vitamina A y C, potasio, fibra, calcio y hierro y
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por ser bajo en grasas, calorias y sodio. Se destina también a personas de mediana edad que

desean mejorar su nutricion (Garcia Viguera, 2016).
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Figura I.11. Rendimiento total en seco (Mg ha!) en los diferentes cultivares de brécoli (C1: Matsuri,
C2: Green Pia y C3: Almanor). Diferentes letras en un mismo cultivar indican diferencias significativas

segun test de LSD Fisher (p<0,05).

1.2.2.6. Precocidad

En la Figura 1.12 se muestra para ambos experimentos la duracién total del ciclo de
cada cultivar y los dias en cosecha para EUT y AC. A pesar de que existieron algunas
diferencias en determinados cultivares respecto a la calidad de agua de riego,
practicamente no fueron de gran magnitud. Las diferencias mds importantes se
manifestaron entre cultivares para un mismo experimento y entre experimentos, el uso de
EUT no tuvo efecto sobre la precocidad.

Los cultivares ensayados eran de ciclo intermedio, C1 (95 dias); C2 (90 dias) y C3
(100 dias), en ambos experimentos se modificé la duracion de los ciclos, el cultivar C1 fue
el més precoz, seguido del cultivar C2 y por tultimo el cultivar C3. Las diferencias que
existieron para un mismo cultivar entre ambos experimentos se atribuyen a las condiciones

ambientales de cada afio de estudio.
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Figura 1.12. Precocidad en dias después del trasplante y dias en cosecha en los diferentes cultivares de

bréeoli (C1: Matsuri, C2: Green Pia y C3: Almanor) segin la calidad del agua de riego.

Principalmente, se produjeron temperaturas mds bajas durante la etapa de
crecimiento vegetativo en el primer experimento (2016) con heladas suaves, prolongando
ésta etapa del cultivo, coincidiendo con Dixon (2007); mientras que en el segundo
experimento (2017), durante la etapa vegetativa las temperaturas fueron mds elevadas, y a
pesar de haberse producido heladas fuertes con minimas absolutas que alcanzaron los -4,2
°C, la tasa de progreso en la diferenciacién de las pellas fue mayor, hubo un menor
tamafio de plantas y un acortamiento en el tiempo de madurez en promedio de 25 a 30 dias
en relacion a 2016. En la Tabla 1.13 se presentan las temperaturas minimas, medias y
maximas para ambos experimentos en la etapa de crecimiento vegetativo y formacién de la

pella.
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Tabla I.13. Temperaturas minimas, media y mdximas (°C) durante el ciclo de los cultivares (2016-2017)

2016 2017
Etapa T°min T° max T® T°min T° max T°
media media media media media media
Crecimiento vegetativo 3,4 15,8 8,9 4,7 17,3 10,2
Formacion de pella 6,4 23,2 14,3 5,6 21,0 12,6

En general, el manejo de los cultivos de Brassicdceas como el brocoli es
notoriamente dificil cuando ocurren periodos alternados de altas y bajas temperaturas que
aceleran o retrasan la madurez del cultivo (Dixon, 2007). A temperaturas por encima de 20
°C durante la formacidn de la pella, es necesario cosecharlo a tiempo para evitar la apertura

de las yemas florales (Jaramillo y Diaz, 2006).

I.3. Calidad sanitaria del Efluente Urbano Tratado

Durante el proceso de tratamiento secundario de los efluentes urbanos en las
lagunas facultativas, se fue reduciendo su carga microbiana. En la Tabla 1.14 se presentan
los datos microbiol6gicos como resultado de evaluaciones realizadas en diferentes etapas

de dicho proceso hasta su disposicion final en el riego de la parcela experimental.

Tabla I.14. Determinaciones microbioldgicas del EUT utilizado como fuente de agua para riego.

Etapa de Tratamiento Coliformes tota_lles Coliformes feca_lles

(NMP 100 mL") (NMP 100 mL")
Céamara concentradora de efluentes crudos 2,4 x 107 1,1 x 10°
Primera laguna facultativa 7,0x 10° 4,0x 10°
Segunda laguna facultativa 4,6 x 10* 7,5 x 10°
EUT para riego 1.100 240

Como resultado de la cuantificacién de los microorganismos patogenos en el
proceso de depuracion de los efluentes, se observd una notable disminucion de la presencia
de bacterias coliformes, llegando a alcanzar niveles inferiores a los recomendados (<1000
NMP 100 mL™") por las directrices internacionales (OMS, 2006; DOUE, 2017), para el

riego de cultivos de categoria A.
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La Unién Europea, a través de la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
(EFSA), establece un limite maximo de 10.000 NMP 100 mL"!' de Escherichia coli como
indicador de contaminacion fecal en aguas residuales tratadas utilizada en riego de frutas y
hortalizas que se consuman cocinadas y el agua de riego no entre en contacto directo con la
parte comestible del producto, que se corresponderian como el caso de brécoli del
experimento (DOUE, 2017).

Sin embargo, los valores logrados fueron ligeramente superiores si se comparan con
los propuestos segiin las directrices provinciales (<200 NMP 100 mL), y muy superiores
a las directrices de California (EEUU) cuyos limites de coliformes fecales se establecen en
2,2 NMP 100 mL! para el riego de brécoli como cultivo alimenticio que presenta el 6rgano
comestible sobre la superficie del suelo, sin contacto directo con el agua residual. Estas
directrices son mds estrictas para la misma categoria de cultivos.

A pesar de que la presencia de microorganismos patdégenos se considera como uno
de los principales inconvenientes del uso de aguas residuales tratadas (Crespi, 2005), el
sistema de riego subterrdneo funcionaria como una excelente alternativa para reducir en
gran medida la posibilidad de contaminacién de los cultivos, ya que con un buen manejo
del riego, nunca se alcanzan niveles de saturacion de agua en la superficie del suelo, lo cual

evita el contacto directo de las aguas residuales con el producto comestible.

1.4. Calidad sanitaria del broécoli

En la Tabla 1.15 se muestran los resultados de los andlisis microbiolégicos y
parasitoldégicos realizados sobre las pellas frescas de brécoli al momento de la cosecha de
los cultivares en cada experimento.

Tabla I.15. Recuento de microorganismos y pardsitos en pellas frescas de brécoli a cosecha.

Determinacién Unidad 2016 2017

® EUT AC EUT AC
Recuento Coliformes Totales UFCg! 1,02x10° 1,6 x 10° 3.6 x10° 4.4x10*
Recuento Coliformes Fecales Mo g! <10 <10 <10 <10
Recuento E. coli O157: HI/NM Mo g’! <10 <10 <10 <10
Recuento Salmonella spp A/P Ausencia Ausencia Ausencia  Ausencia
Larvas parasitarias A/P Ausencia Ausencia Ausencia  Ausencia
Huevos de céstodos A/P Ausencia Ausencia Ausencia  Ausencia
Nematodos y ooquistes A/P Ausencia Ausencia Ausencia  Ausencia

(*) UFC g!': Unidades Formadoras de Colonia por gramo de muestra; Mo g'!': Microorganismos por gramo
de muestra; A/P: Ausencia/Presencia.
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I. Resultados y Discusion

De acuerdo a estos resultados, se puede afirmar que en el recuento de
microorganismos los niveles detectados de Escherichia coli y Salmonella sp. sobre las
pellas frescas de brdcoli se encontraron por debajo de los limites de tolerancia establecidos
en el Codigo Alimentario Argentino, por lo cual, las pellas fueron aptas para su consumo
directo en fresco.

Ademads, no se detectaron larvas y estructuras parasitarias infectantes, huevos de
céstodos, nemdtodos y ooquistes que pudieran afectar la salud humana en coincidencia con
lo obtenido por Beneduce et al. (2017). Estos hallazgos también coinciden con estudios
previos que sugieren que el riego con efluentes tratados no implica necesariamente la
contaminacion de los cultivos (Vergine et al., 2017). El sistema de riego por goteo
subterrdneo utilizado contribuyé en gran medida a la obtenciéon de estos resultados, al

evitar el contacto directo del efluente con el brocoli.
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I. CONCLUSIONES

El riego con EUT aument6 la produccion de MS de hojas, tallo y pella solo en los
cultivares C2 y C3 de brécoli.

El aporte de nutrientes a través del riego subterraneo con EUT mejor6 la calidad de las
pellas de brocoli, lograndose un aumento en el didmetro y peso individual de las
mismas, y un aumento del didmetro de pedinculo.

Los cultivares de brécoli regados con EUT presentaron una mayor incidencia de hollow
stem.

El rendimiento total de pellas (Mg ha™!) se increment6 con la utilizacién de los EUT.
Los andlisis microbioldgicos y parasitologicos sobre las pellas determinaron ausencia de
patégenos perjudiciales para el ser humano, por lo cual las pellas fueron aptas para su

consumo directo en fresco.
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CAPITULO 11

EFECTOS DE LA UTILIZACION DE EFLUENTES
URBANOS TRATADOS SOBRE LA SINTESIS DE
COMPUESTOS NUTRACEUTICOS EN BROCOLI
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II. Resumen

II. RESUMEN

El uso de aguas residuales tratadas constituye una alternativa viable en los sistemas
horticolas, considerando que el aporte de agua y la carga de nutrientes contribuyen a
mejorar el rendimiento y la calidad de los cultivos. El brécoli es una hortaliza de alto valor
nutricional, considerada como un alimento nutracéutico ya que posee compuestos
bioactivos que ejercen efectos beneficiosos para la salud humana. El objetivo del estudio
fue evaluar el efecto de la utilizaciéon de efluentes urbanos tratados (EUT) sobre las
propiedades nutracéuticas de brécoli durante dos temporadas (2016 y 2017). Para ello se
trasplantaron, en un disefio en parcelas divididas, tres cultivares F1: "Matsuri” (C1), “Green
Pia” (C2) y “Almanor” (C3), regados con dos calidades de agua: Efluentes Urbanos
Tratados (EUT) y Agua de Acuifero (AC), mediante riego localizado por goteo
subterrdneo. Al momento de la cosecha se evalu6 en las pellas el contenido de compuestos
fendlicos totales, contenido de clorofilas y carotenoides, proteinas solubles y totales y
contenido de sélidos solubles. Los resultados determinaron que el riego con EUT sélo tuvo
efectos significativos sobre el contenido de compuestos fendlicos, el resto de los
compuestos nutracéuticos no se modificaron con la calidad de agua de riego, lo cual
indicaria que el aporte de nutrientes a través del uso de EUT no seria determinante para

mejorar de manera contundente la calidad nutracéutica del cultivo de brécoli.

Palabras claves: efluentes urbanos, brécoli, compuestos bioactivos, calidad nutracéutica.
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11. Introduccidén

II. INTRODUCCION

I1.1. Alimentos funcionales o nutraceuticos

El término “Alimento Funcional” o “Nutracéutico” propuesto por primera vez en la
década de 1980, se refiere a aquellos alimentos que contienen componentes bioldgicamente
activos que ejercen efectos beneficiosos para la salud humana y que van mas alld de la
nutricién (Olagnero et al., 2007; Fernandez Le6n, 2012).

Estos conceptos aluden entonces a un alimento o parte de un alimento que
proporciona beneficios médicos o para la salud, que incluyen la prevencion y/o el
tratamiento de enfermedades (Alvridez Morales ef al., 2002). Aunque en esta tesis se
adoptan como sinénimos, algunos proponen identificar como nutracéutico el suplemento
que aporta a la dieta una forma concentrada de un compuesto biolégicamente activo, en un
envase no alimentario como una cadpsula o ampolla, por ejemplo. En contraposicion,
proponen como funcional a un producto consumido como parte de una alimentacién
normal, y que contiene uno o mads ingredientes activos incorporados en una matriz
alimentaria (Luengo Fernandez, 2007). Muchas de las enfermedades crénicas que
provocan altos indices de morbilidad y mortalidad como el céncer, la obesidad, la
hipertension y los trastornos cardiovasculares, se relacionan de un modo muy estrecho con
la dieta alimenticia (Jones, 2002).

Desde hace algunos afios, existe una clara preocupacién en la sociedad por la
posible relacion entre el estado de salud de las personas y su alimentacion. Incluso se
acepta que la salud es un bien preferentemente controlable a través de la alimentacién, por
lo que es perceptible en muchos consumidores una marcada preferencia por aquellos
alimentos que se anuncian como beneficiosos para la salud (Alvidrez Morales et al., 2002).

La investigacion en el campo de la epidemiologia y la dietética permiten establecer
ciertas relaciones entre los estilos de vida y los hédbitos alimenticios, a la vez que es posible
destacar la incidencia de algunas enfermedades sobre la tasa de mortalidad de la sociedad
occidental. Algunos trabajos cientificos han puesto de relieve que ciertos ingredientes
naturales de los alimentos proporcionan beneficios y resultan extraordinariamente utiles
para la prevencion de enfermedades e incluso para su tratamiento terapéutico (Bello,
2000).

Los alimentos funcionales ejercen su actividad en multiples sistemas, especialmente

el gastrointestinal, cardiovascular e inmunoldgico. Se comportan como potenciadores del
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11. Introduccién

desarrollo y la diferenciacién, moduladores del metabolismo de nutrientes, la expresion
génica, el estrés oxidativo y la esfera psiquica (Rodriguez et al., 2003).

Estudios recientes han demostrado que de 128 medicamentos contra el cancer
comercializados entre los afios 1981 y 2010, aproximadamente 12 de ellos son productos
naturales y 21 derivados de éstos, lo que justifica la importancia de la bisqueda de nuevas
estrategias en el tratamiento del cdncer en alianza con productos naturales, con énfasis en
alimentos funcionales (Newman y Cragg, 2012).

Muchos de estos estudios se enfocan en el conocimiento de los principales
compuestos fitoquimicos presentes en especies de la familia de las Brassicdceas, como es
el caso del brécoli. Dichas investigaciones dirigen sus lineas de trabajo hacia la mejora

tanto de la calidad como la produccién de estos vegetales (Lopez Chillon, 2017).

I1.2. Propiedades nutracéuticas del brocoli

El brécoli (Brassica oleraceae var. italica Plenck) es una hortaliza con un alto valor
nutricional, posee un alto contenido de fibras, proteinas, vitaminas y carotenos; es rica en
vitamina K, indispensable en la coagulacion de la sangre y ayuda a mantener la elasticidad
de las arterias. Posee un gran contenido de calcio, indoles, flavonoides, vitamina A y C,
que contribuyen al buen funcionamiento del sistema inmunoldgico del organismo. Esta
crucifera tiene propiedades diuréticas, antianémicas, laxantes y depuradoras de la sangre
(Jaramillo y Diaz, 2006).

El brécoli es un producto rico en compuestos fitoquimicos, de los que existen
evidencias que ejercen proteccion contra ciertas enfermedades cardiovasculares,
cerebrovasculares y cdncer. En particular, estos efectos benéficos son ejercidos por la
accion de compuestos bioactivos que influyen positivamente en el sistema inmunolégico y
sobre mecanismos antioxidantes en los individuos que consumen este tipo de vegetales
(Krizaj, 2014).

Los principales compuestos bioactivos son nutrientes antioxidantes (beta carotenos,
polifenoles y vitamina C), sustancias fitoquimicas (glucosinolatos, isotiocianatos e indoles)
entre los que destaca el sulforafano y el indol-3-carbinol, que actian fundamentalmente
aumentando la actividad de enzimas protectoras del organismo (Beecher, 1994; Campas
Baypoli et al, 2009; Ng et al., 2013). El contenido de estos compuestos varia segin

distintos factores como genotipo, condiciones de cultivo, condiciones postcosecha, entre
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otros (Ferndndez Ledn et al., 2012). En la Tabla II.1 se muestra la composicién nutricional

de una porcién comestible de 100 g de brécoli.

Tabla II.1. Composicién nutricional de una porcién comestible de 100 g de brécoli

Componente Unidad Valor Componente Unidad Valor
Agua % 89,92 Leucina mg 158,00
Cenizas % 0,26 Lisina mg 142,00
Energia Cal 42,00 Metionina mg 53,00
Proteina g 5,45 Treonina mg 119,00
Lipidos g 0,30  Triptofano mg 36,00
Grasa g 0,30 Valina mg 169,00
Glucédsidos g 4,86  Calcio mg 130,00
Carbohidratos g 3,70 Hierro mg 1,30
Fibra g 1,90 Fosforo mg 76,00
Vitamina A (Tiamina) U.L 3.500 Potasio mg 355,00
Vitamina B1 (Tiamina) mg 100,00 Sodio mg 15,00
Vitamina B2 (Riboflavina) mg 210,00 Zinc mg 0,18
Vitamina B3 (Niacina) mg 0,90 Magnesio mg 9,00
Vitamina B6 mg 0,14  Cobre mg 0,03
Vitamina C (Ac. ascérbico) mg 118,00 Manganeso mg 0,14
Fenilalanina mg 107,00 Azufre mg 55,00
Isoleucina mg 123,00 Cloro mg 11,80

Fuente: Di Benedetto (2005); Jaramillo y Diaz, (2006).

La sintesis de compuestos bioactivos con capacidad antioxidante se relaciona con
determinadas situaciones de estrés durante el ciclo de cultivo, lo cual altera el metabolismo
celular, provocando una acumulacién de especies reactivas del oxigeno que son toxicas en
las plantas y derivan en una situacion de estrés oxidativo. Como respuesta a la aparicién de
estas moléculas, se sintetizan metabolitos secundarios y otros compuestos con capacidad
antioxidante que sirven como sustrato para los procesos de detoxificacién, y que son
altamente apreciados para la salud humana debido a sus propiedades nutracéuticas (Krizaj,

2014).

I1.2.1. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son un amplio grupo de metabolitos secundarios de

diferente actividad y estructura quimica (Jauregui y Escudero, 2007). Estos compuestos se
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encuentran en casi todos los alimentos de origen vegetal aportando color, sabor amargo,
astringencia y/o aroma, siendo su distribucion muy diversa en la organografia de las
plantas. Los compuestos fendlicos poseen diferente actividad bioldgica, pero las mds
importantes son aquellas vinculadas con su capacidad antioxidante y el efecto inhibidor de
varias clases de tumores (Czeczot, 2000).

El interés nutricional de muchas Brassicdceas estd relacionado en parte con su
contenido en compuestos fendlicos, cuya composicion varia entre las especies, variedades
dentro de la misma especie e inclusive se distribuyen de manera diferente en las partes de
una planta (Cartea et al., 2010).

Entre los cultivos incluidos en la especie Brassica oleracea L., el brécoli ha sido el
mds exhaustivamente estudiado en relacién a su composicién en polifenoles. Diversos
estudios han demostrado que este cultivo contiene un alto potencial antioxidante
relacionado con su importante nivel de compuestos fendlicos, ademds de constituir una
excelente fuente de derivados del flavonol e hidroxicinamoilo (Llorach et al., 2003;

Moreno et al., 2006).

11.2.2. Clorofila

La clorofila es una biomolécula extremadamente importante, esencial en el proceso
de la fotosintesis al posibilitar la absorcion de la energia de los fotones provenientes del
espectro de la radiacion fotosintéticamente activa (Moreno et al., 2008). Los compuestos
clorofilicos mayoritarios en las plantas son la clorofila a y clorofila b, ambas son
componentes genuinos de las membranas de los tilacoides de los cloroplastos y estidn
normalmente en una relacién de 3:1, respectivamente (Ferndndez Ledn, 2012). Sin
embargo, algunas condiciones ambientales y de crecimiento, entre otras, pueden modificar
esta relacion (Lichtenthaler et al., 1982).

La descomposicion de las clorofilas estd fuertemente ligada a la senescencia de las
plantas luego de su recoleccién (Lemoine, 2009), o a la marchitez de las hojas (Ferndndez
Leo6n, 2012). La importancia de estos compuestos sobre la salud humana, reside en que
existen antecedentes cientificos que han demostrado una vinculaciéon directa entre la
actividad antimutagénica y antioxidante con el contenido en clorofilas en muchos extractos
vegetales (Lai et al., 1980). En el caso de brdcoli especificamente, algunos estudios
indican que el contenido de clorofila total presente en las pellas frescas puede oscilar de

250 mg kg! (Lemoine, 2008) hasta 375 mg kg™' (Hasperué et al., 2015). En clorofila a, se
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han obtenido mediciones desde 50 mg kg™! (Schonfof et al., 2007); 93 mg kg! (Ferndndez
Le6n, 2012) hasta 265 mg kg™' (Hasperué et al., 2015). Mientras que en clorofila b desde
19 mg kg! (Schonfof et al., 2007); 32 mg kg! (Fernandez Leén, 2012) a 111 mg kg’!
(Hasperué et al., 2015).

11.2.3. Carotenoides

Desde el punto de vista quimico, los carotenoides pertenecen a la familia de los
terpenos, mas concretamente se tratan de compuestos tetraterpenoides. Se dividen en dos
tipos basicos: los carotenos que son hidrocarburos y las xantéfilas que son sus derivados
oxigenados. Son de color amarillo, naranja y rojo, y se encuentran presentes en muchas
frutas y hortalizas como pigmentos (Ferndndez Ledn, 2012).

La principal funciéon de los carotenoides es complementaria a las clorofilas, al
captar energia luminosa, que luego es transferida a las clorofilas para ser transformada
durante la fotosintesis. Ademds, intervienen especialmente en la proteccién contra la foto-
oxidacidén, ya que en su estructura quimica poseen dobles enlaces conjugados, los que le
otorgan su capacidad para neutralizar radicales libres, aportando efectos antioxidantes,
como son la proteccién cardiovascular y antitumoral una vez consumidos (Podsedek,
2007). Por esto, los carotenoides juegan un papel importante en la salud humana actuando
como antioxidantes bioldgicos y protegiendo a las células y tejidos.

Compuestos carotenoides como beta carotenos, luteina, violaxantina y neolaxantina
se encuentran en brécoli, siendo la luteina uno de los mds abundantes al formar parte de la
fraccion lipidica de los sistemas bioldgicos, protegiendo a las membranas de los radicales
libres (Buenafio, 2011). Tienen un efecto muy importante sobre la vista, puesto que el beta
caroteno es precursor de la vitamina A y la luteina se encuentra especificamente en la
madcula y la lente del ojo, reduciendo el riesgo de enfermedades oculares graves, tales

como la degeneraciéon macular relacionada con la edad y las cataratas (Singh et al., 2006).

11.2.4. Proteinas

El consumo de proteinas es imprescindible para un correcto funcionamiento del
organismo, son indispensables en la regeneracion de tejidos, originan anticuerpos, actian
en el metabolismo de lipidos, generan energia e intervienen como coenzimas en reacciones

metabodlicas (Quirantes Hernandez, 2017).
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Uno de los alimentos vegetales que aporta proteinas es el brécoli, que junto al
repollo de Bruselas, las habas y espinaca, integra un grupo de hortalizas que poseen més
proteinas que hidratos de carbono (Pérez Del Pozo, 2016).

Losada et al. (1992) en un estudio desarrollado en Iztapalapa (México), midieron
los niveles de proteina que podrian aportar diferentes cultivos horticolas (zanahoria,
brécoli), maiz y alfalfa en la alimentacién de ganado bovino con fines lecheros, de los
cultivos evaluados el brécoli fue el que presenté mayor concentracion proteica, con valores

de 36% de proteina total en hojas y 31% en inflorescencias.

I1.3. Uso de efluentes en la mejora de las propiedades nutricionales de brécoli

Como ya se describié en el Capitulo I el uso de efluentes urbanos tratados para
riego de sistemas agricolas representan una importante fuente de macro y micronutrientes
para los cultivos, como asi también de materia organica para los suelos (D’andrea et al.,
2014). Desde el punto de vista agronémico, este tipo de aguas influye en el rendimiento y
los atributos de calidad de los productos agricolas (Christou et al., 2016).

Cuando las aguas residuales se usan continuamente como tnica fuente de agua de
riego, se aplican simultdneamente cantidades excesivas de nutrientes y su acumulacion en
el suelo puede causar efectos no sélo en la productividad sino también en la calidad de los
cultivos (Kiziloglu et al., 2008).

En la actualidad se presentan dos tendencias muy marcadas que relacionan los
sistemas agroalimentarios y los hébitos alimenticios, por un lado, mantener o incrementar
la productividad de los cultivos empleando tecnologias ambientalmente sustentables, y por
otro la necesidad de los consumidores de mejorar su salud utilizando alternativas naturales
(Chacon Lee, 2011).

El suministro de nutrientes en el cultivo de hortalizas, favorece la obtencién no
solamente de cultivos mds productivos, sino que ademds podria promover la sintesis de
sustancias nutricionales y funcionales de interés para el cuidado y la mejora de la salud de
los consumidores. Hay evidencia que vincula la cantidad y calidad de nutrientes
disponibles para las plantas durante su crecimiento con la produccién de diversos

compuestos nutracéuticos (Martinez Ballesta et al., 2008).
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I1.4. Antecedentes

Existen antecedentes del uso de aguas residuales en la irrigaciéon de cultivos
agricolas y sus efectos sobre el metabolismo vegetal y la sintesis de biocompuestos. Sin
embargo, no hay referencias que vinculen su efecto directo sobre la calidad nutricional de
brécoli.

Kiziloglu et al. (2008) hallaron modificaciones en las propiedades nutricionales de
coliflor (Brassica oleracea L. var. botrytis) y repollo (Brassica oleracea L. var. rubra)
regados con aguas residuales con tratamiento primario, observando un aumento
significativo en el contenido de los minerales como N, P, K, Ca, Mg y Na en ambos
cultivos.

Naaz y Pandey (2010) determinaron que en lechuga, el riego con aguas residuales
industriales provocé una disminucién del rendimiento en materia seca, aunque al mismo
tiempo aumentd la actividad de enzimas antioxidantes, azicares y el contenido de
clorofilas y carotenoides.

Gupta et al. (2010) en un estudio desarrollado para evaluar el efecto del riego con
aguas residuales en relacion a la bioacumulacién de metales pesados y cambios
bioquimicos en cultivos de rabanito (Raphanus sativus L.), taro (Colocasia esculentum L.)
y mostaza negra (Brassica nigra L.), determinaron una disminucién en la concentracién de
clorofila total y los niveles de algunos aminodcidos en las plantas, y un aumento de
azucares solubles, proteina total, 4cido ascorbico y compuestos fendlicos. A excepcion de
B. nigra L. que no presenté cambios en el nivel de proteinas cuando fue regada con aguas
residuales en comparacion con el control.

Naguib et al. (2012) evaluaron el efecto de la aplicacion de fertilizantes orgénicos
(a base de estiércol de pollo), y bioldgicos (bacterias fijadoras de N y solubilizadoras de P)
en la calidad nutricional de cultivares de brécoli, obteniendo un incremento notable en el
contenido de compuestos fendlicos, flavonoides, glucosinolatos y actividad antioxidante
como resultado del tratamiento con este tipo de fertilizantes.

Selim y All Mosa (2012) evaluaron el efecto de la fertirrigacién con sustancias
himicas (SA) sobre la calidad y rendimiento de brécoli. El experimento consistio en seis
tratamientos de fertirrigacion (50%, 75% y 100% de la dosis recomendada de N, P y K
para el cultivo, combinado con y sin aplicacién de SA a razén de 120 L ha'l). Las

sustancias himicas aumentaron el rendimiento total y el didmetro de la cabeza del brécoli,
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asi también algunos compuestos relacionados con la calidad del producto como sélidos
solubles, proteinas y vitamina C.

Hashem et al. (2013) evaluaron el impacto del riego con aguas residuales
industriales sobre el crecimiento, contenido de pigmentos fotosintéticos (clorofila y
carotenoides), sélidos solubles y actividad antioxidante en cultivos horticolas de tomate,
lechuga y nabo. Como resultado de la presencia de metales pesados en este tipo de aguas
los cultivos presentaron una disminucién en el crecimiento, una reduccién en el contenido
de pigmentos fotosintéticos y un incremento significativo en la actividad de enzimas
antioxidantes y sélidos solubles como mecanismos de defensa inducidos en respuesta al
estrés de metales pesados.

Gatta et al. (2015) utilizaron aguas subterrdneas y aguas residuales agroindustriales
tratadas para la irrigacion de un cultivo de tomate. Si bien lograron un mayor rendimiento
en frutos en los tratamientos regados con aguas residuales agroindustriales, no se mejor6
significativamente su calidad organoléptica medida a través del porcentaje de materia seca,
concentracion de s6lidos solubles (°Brix) y color de los frutos.

Pedrero et al. (2018) midieron un mayor contenido de compuestos fendlicos totales
y compuestos antioxidantes en nectarines (Prunus persica L.)irrigados con aguas
residuales tratadas.

Christou et al. (2016) evaluaron la calidad de un cultivo de frutilla
(Fragaria x ananassa cv. camarosa) regado con aguas residuales con tratamiento terciario
y agua de pozo. Los resultados revelaron que el tipo de agua no tuvo efecto significativo en
la calidad y el sabor de la frutilla, el porcentaje de materia seca, pH, sélidos solubles,
capacidad antioxidante y compuestos fendlicos.

Elfanssi et al. (2018) determinaron en alfalfa irrigada con agua residual cruda,
tratada y agua de pozo, que las plantas presentaron respuestas fisiol6gicas diferentes al uso
de aguas residuales en comparaciéon al agua de pozo. La prevalencia de enzimas
antioxidantes en las plantas aumentd con el riego de aguas residuales crudas, como asi
también la acumulacién de prolina y azdcares. Sin embargo, la fisiologia de las plantas
presentd diferencias a través de su conductancia estomdtica y la concentracion total de
clorofilas, ya que fueron afectadas adversamente en las plantas irrigadas con aguas
residuales crudas en comparacion con las tratadas y agua de pozo.

Hassena et al. (2018) obtuvieron resultados positivos en la irrigaciéon de olivos
(Olea europaea L.) con aguas residuales, logrando un importante enriquecimiento de los

tejidos de las plantas con macro y micronutrientes, una mejora en la actividad fotosintética
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y un aumento de azicares solubles. Concluyeron que el uso de aguas residuales actuaria
como un biofertilizante para las plantas debido a su considerable cantidad de nutrientes,
por lo que su aplicacién permitiria reducir el uso de fertilizantes de sintesis quimica.

Su et al. (2018) demostraron que la deposicion de aguas residuales provenientes de
la industria de la fabricacién del papel promovié el crecimiento de la biomasa, el aumento
de pigmentos fotosintéticos (clorofila a, clorofila b y total) y la tasa neta de fotosintesis en
diferentes especies vegetales.

Aunque existen antecedentes relacionados con la temdtica expuesta, los mismos son
escasos en demostrar la influencia que tiene el uso de aguas residuales sobre la sintesis de
compuestos nutracéuticos en brécoli. La realizacion de estudios como los propuestos aqui,
permitiria no sélo profundizar en el conocimiento del uso alternativo de las aguas
residuales tratadas, sino también para determinar su influencia sobre el metabolismo

secundario de brécoli y sus propiedades nutracéuticas.
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II. HIPOTESIS

El riego con efluentes urbanos tratados producird un aumento de la sintesis de compuestos

nutracéuticos en brdocoli.

II. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Los objetivos especificos planteados para evaluar el efecto del riego con efluentes urbanos

tratados sobre la sintesis de compuestos nutracéuticos en las pellas de brécoli fueron:

Cuantificar el contenido de compuestos fenodlicos totales en las pellas de brocoli.

Cuantificar el contenido de clorofilas y carotenoides en pellas.

Cuantificar el contenido de proteinas solubles y totales en pellas.

Cuantificar el contenido de s6lidos solubles en pellas.
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II. MATERIALES Y METODOS

I1.1. Descripcion de los experimentos

Para cumplir con los objetivos planteados se realizaron dos experimentos durante
los afios 2016 y 2017 para cuantificar el efecto del uso de efluentes urbanos tratados sobre
la sintesis de compuestos nutracéuticos en brdcoli. La implantacion de las parcelas
experimentales se realizé seguin lo descripto en el Capitulo 1. Secciéon 1.2. del presente

trabajo de investigacion.

I1.1.2. Preparacion de las muestras para las determinaciones analiticas

Al momento de la cosecha se extrajeron muestras de 5 pellas de cada tratamiento,
las que fueron inmediatamente cubiertas con papel aluminio, adecuadamente identificadas
e introducidas en ultrafrezzer a -80 °C para su conservacion. Posteriormente, estas
muestras se trituraron en frio utilizando un molinillo a hélice marca Arcano modelo FW
100, y se volvieron a conservar en ultrafrezzer hasta la realizacion de las determinaciones

correspondientes.

I1.1.2.1. Determinaciéon del contenido de compuestos fendlicos totales

mediante Folin-Ciocalteu

El método de Folin-Ciocalteu se utiliza como medida del contenido de compuestos
fendlicos totales en productos vegetales. Se basa en la reacciéon de los compuestos
fendlicos con el reactivo de Folin-Ciocalteu, a pH bdsico, dando lugar a una coloracién
azul susceptible de ser determinada espectrofotométricamente a 760 nm. Este reactivo
contiene una mezcla de wolframato sédico y molibdato sédico en acido fosférico y
reacciona con los compuestos fendlicos presentes en la muestra. El 4cido
fosfomolibdotiingstico (formado por las dos sales en el medio 4cido), de color amarillo, al
ser reducido por los grupos fendlicos da lugar a un complejo de color azul, cuya intensidad
es la que se mide para evaluar el contenido en polifenoles. La oxidacion de los polifenoles
se cuantificd por espectrofotometria en base a una curva de calibraciéon empleando acido

galico (Martinez et al., 2015).
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Preparacién del extracto: El extracto se preparé colocando 0,7 g de brdcoli triturado y

congelado en 1,5 mL de metanol:agua destilada (75:25), la mezcla se homogeneiz6 con
vortex y se llevo a bafio ultrasénico durante 15 minutos. Las muestras se centrifugaron a
10.000 revoluciones por minuto durante 15 minutos, luego se extrajo el sobrenadante, se

midi6 el volumen recuperado y se colocé en tubos eppendorf de 2 mL.

Preparacidon del reactivo: Se utilizd el reactivo de Folin-Ciocalteu. Simultidneamente se

preparé una curva de calibracién utilizando écido galico (0,1 pg mL™") como estdndar en

un rango de concentraciones de 0 a 15 pg mL™.

Determinacidn: Se prepard una solucion agregando 10 uL de extracto + 1290 pL de agua
destilada + 50 pL de reactivo de Folin-Ciocalteu, se llevé a bafio ultrasénico durante 5
minutos y se afiadieron a la mezcla 250 mL de Na>xCO3 al 20% (m/v). La mezcla se incubd
a 25 °C durante 30 minutos en oscuridad. Se midi6 la absorbancia a la longitud de onda de
760 nm. Los resultados se expresaron como equivalentes de dcido galico (GAE) en base al

de peso seco de las pellas (mg kg™!).

I1.1.2.2. Determinacion del contenido de clorofilas y carotenoides

Una variable que debe tomarse en consideracion para determinar el estatus
fisiol6gico de un vegetal en un momento determinado es el contenido en clorofilas y
carotenoides. Esto se debe principalmente a la respuesta que pueden presentar las plantas
ante cualquier condicién medioambiental, fitosanitaria o de fertilizaciéon que afecte al
propio metabolismo del vegetal y por lo tanto se modifique su contenido en clorofilas y

carotenoides (Callejas et al., 2013).

Preparacién del extracto: El extracto se prepard colocando 0,25 g de brécoli congelado en

un mortero, se molié en frio agregando 2 mL de acetona:agua destilada (80:20), la mezcla
se homogeneiz6 en vortex y se centrifugé a 6.000 revoluciones por minuto durante 10
minutos a 4 °C. Se cuantificé el volumen del sobrenadante recuperado y se llevé a 2 mL
cuando fue necesario, agregando acetona y agua destilada con una relacion 80:20 v/v,
respectivamente. Los resultados se expresaron como contenido de clorofila y carotenoides

en base al peso seco de las pellas (mg kg™!).
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Determinacion de clorofilas: Para determinar la concentracidon de clorofilas se midié sobre

el extracto la absorbancia a 646 y 663 nm, y se determiné el contenido de clorofila a (Cl.),

clorofila b (Clp) y clorofila total (Cla+v) utilizando las ecuaciones 1, 2y 3:

Cla (ug mL™7) = (12,25 X Aees - 2,79 X Asds) Ec. 1
C]b (pg mL‘l) = (21,50 X Aea6 — 5,10 X A663) Ec.2
Clato (g mL") = (7,15 x Agss + 18,71 X Asac) Ec. 3

Determinacién de carotenoides: Para determinar el contenido de carotenoides totales se

midi6 sobre el extracto la absorbancia a 470 nm, y se determind utilizando la ecuacién 4:

Carotenoides totales (ug mL™') = (1.000 x A470 — 1,82 x Cl, — 85,02 x Cly) / 198  Ec. 4

I1.1.2.3. Determinacion del contenido de proteina soluble y total

mediante el método de Bradford

El método de Bradford es una técnica sensible que consiste en la medicién de la
extincién provocada por el cambio en el espectro visible de un colorante (Coomasie Blue
G-250) cuando éste se une a las proteinas. La unidn se realiza a través de grupos ionizados
y se comprueba proporcionalidad con la concentracién de proteinas contenidas en la
muestra. El colorante cambia del color marrén al azul cuando se une a las proteinas

(Montoya y Torres, 2013).

Preparacidn del extracto:

- Proteina soluble: El extracto se prepard colocando 0,3 g de brdcoli congelado en un

mortero, se moli6 en frio agregando 1 mL de buffer fosfato de sodio 50 nm pH= 7, se
recuperd la muestra y se centrifugd a 10.000 revoluciones por minuto durante 15
minutos a 4 °C. El sobrenadante obtenido se colocé en tubos eppendorf de 1,5 mL y
se descartd el precipitado.

- Proteina total: El extracto se preparé colocando 0,3 g de brécoli congelado en un
mortero, se molié en frio agregando 1 mL de buffer fosfato de sodio 50 nm pH="7, y

se recuperd la muestra en tubos eppendorf de 1,5 mL.
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Preparacién del reactivo: El reactivo de Bradford se prepard colocando en un vaso de
precipitado 50 mg de Coomasie Blue G-250 + 25 mL de etanol al 96% + 50 mL de &cido
fosforico al 85%. La mezcla se llevé a un volumen de 500 mL agregando agua destilada y
se agité durante 3 dias a temperatura ambiente y protegida de la luz. Finalmente se filtro

utilizando un embudo buchner y bomba de vacio.

Determinacidn: Para determinar el contenido de proteina soluble y total se preparé una
solucién agregando 5 puL del extracto + 175 uL de agua destilada + 1.800 uL de reactivo
Bradford. Se prepar6 una curva de calibracion utilizando albimina de suero bovino (1 pug
mL™!) como estdndar. Se midié la absorbancia a 595 nm. Los resultados se expresaron

como contenido de proteina total y soluble en base al peso seco de las pellas (mg kg™!).

11.1.2.4. Determinacion del contenido de solidos solubles

Los grados Brix miden la cantidad de s6lidos solubles presentes en las sustancias de
un tejido vegetal. Los sélidos solubles estdn constituidos por azucares, dcidos, sales y
demds compuestos solubles en agua. Su determinacion por refractometria se basa en los
cambios del indice de refraccién que sufren las sustancias cuando otra es disuelta en ella,
siendo esta refraccion directamente proporcional cuanto mayor sea la cantidad de sélidos

disueltos (Rodriguez Paucar, 2014).

Preparacién del extracto: El extracto se preparé colocando 0,3 g de brécoli congelado en

un mortero, se molid en frio agregando 1 mL de buffer fosfato de sodio 50 nm pH= 7y se

recuperd la muestra en tubos eppendorf de 1,5 mL.

Determinacién: Para determinar el contenido de sélidos solubles totales se tomd una
alicuota de 200 pL de extracto y se colocé en un refractometro marca Hanna HI 9680 para
tomar lectura del instrumento. Los resultados se expresaron en °Brix (g de s6lido disuelto

por 100 g de disolucion total).
Todas las determinaciones analiticas se realizaron en el Laboratorio de

Investigaciones en Fisiologia y Biologia Molecular Vegetal (LIFiBVe), Facultad de

Ciencias Agrarias, Universidad Nacional del Litoral, Esperanza (Santa Fe).
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I1.2. Analisis estadisticos

Todos los datos obtenidos se analizaron estadisticamente mediante el programa
Infostat (Di Rienzo, 2011), aplicando andlisis de varianza, comprobando que los datos
cumplieran los principios de normalidad y homogeneidad de varianza, y comparaciéon de

medias con el test de Fisher (p <0,05).
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II. RESULTADOS Y DISCUSION

IL. 1. Efecto del riego con Efluentes Urbanos Tratados sobre la sintesis de compuestos

nutracéuticos en brocoli

I1.1.1. Contenido de compuestos fendlicos totales

Se logré una mejora significativa en el contenido de compuestos fendlicos de
algunos cultivares en favor del uso de EUT. El cultivar C1 fue aquel que present6 el mayor
contenido de compuestos fendlicos (independientemente de los tratamientos de riego), lo
cual indicaria que posee un mayor poder antioxidante. Al igual que los resultados
obtenidos aqui, otros autores también encontraron diferencias entre genotipos (Lemoine,

2009; Hasperué et al., 2015) (Figura II.1).
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Figura II.1. Contenido de compuestos fendlicos totales en los diferentes cultivares de brécoli (Cl1:
Matsuri, C2: Green Pia y C3: Almanor) segin la calidad del agua de riego. Diferentes letras en un

mismo cultivar indican diferencias significativas seguin test de LSD Fisher (p< 0,05).

Los cultivares que manifestaron una respuesta significativa presentaron un
incremento de 26 y 53% para C2 y C3 (2016); y un 48% para C1 (2017) cuando se regd
con EUT, sin embargo, en C1 (2016) y C3 (2017) se manifesté6 una mayor concentracion

con el uso de agua de preforacion.
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Los resultados revelan que las propiedades nutracéuticas no sélo dependen de
factores ambientales, como en este caso la calidad del agua de riego, sino también de
factores genéticos. Al respecto y especificamente en brdcoli, existen numerosos
antecedentes sobre la influencia del genotipo y factores ambientales en la variacion del
contenido de compuestos antioxidantes (compuestos fendlicos y vitamina C) (Pérez
Balibrea et al., 2011; Chacon Lee, 2011). Es importante considerar que las comparaciones
para un mismo cultivar evaluado en condiciones ambientales diferentes pueden arrojar
resultados disimiles (Cartea et al., 2010), esto se observé al comparar ambos afnos de
estudio.

Considerando el contenido total de compuestos fendlicos que se midié en todos los
tratamientos, este fue superior a los reportados por otros autores (Hasperué et al., 2015). El
aporte de nutrientes a través del EUT tuvo un efecto estimulante sobre la acumulacién de
compuestos fendlicos en las pellas de algunos cultivares, esto puede deberse a las
funciones que cumplen este tipo de compuestos en la induccién de vias metabdlicas
(acetato shikimato), lo que resulta en una mayor produccion de flavonoides y compuestos

fendlicos (Sousa et al., 2008).

I1.1.2. Contenido de clorofilas y carotenoides

I1.1.2.1. Contenido de clorofila a, b y total

El contenido de clorofila a, b y total no se modificé significativamente con el uso
de EUT, so6lo se observo en los cultivares C3 (2016) y C1 (2017) una respuesta positiva a
este tipo de agua en el contenido de clorofila a. No se encontraron diferencias en los dos
afios para ninguno de los cultivares en clorofila b. Y en clorofila total, sélo en el cultivar
C1 (2017) se manifest6 un efecto favorable al uso de EUT.

De manera que, a partir de este andlisis, no se podria asegurar en forma contundente
que el uso de EUT increment6 la concentracion de clorofilas en las pellas de brdcoli
(Figura I1.2).

Otras investigaciones han demostrado que el reuso de aguas residuales estimula una
mayor sintesis de pigmentos fotosintéticos (clorofila a, clorofila b y total) en distintas
especies vegetales (Su et al., 2018). Mejores condiciones medioambientales, o de fertilidad

influyen en el metabolismo del vegetal y se traducen en una mayor concentraciéon de
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clorofilas, esto promueve una mayor tasa fotosintética, mejorando el crecimiento vegetal y

la produccién de los cultivos (Orihuela et al., 2007).
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Figura II.2. Contenido de clorofila a, b y total en los diferentes cultivares de brécoli (C1: Matsuri, C2:

Green Pia y C3: Almanor) segin la calidad del agua de riego. Diferentes letras en un mismo cultivar

indican diferencias significativas segin test de LSD Fisher (p< 0,05).
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Uno de los nutrientes mds importantes para la sintesis de clorofilas es el nitrégeno.
Una mayor disponibilidad de este nutriente para el cultivo estimula el aumento de
clorofilas en hojas (Evans, 1989), esto es sumamente importante, ya que es una de las
variables que podria tomarse en consideracion para evaluar el estado fisioldgico de las
plantas en un momento determinado (Callejas et al., 2013). Posiblemente, la disponibilidad
de nitrégeno a partir del aporte realizado con los EUT no fue suficiente para modificar el
contenido de clorofilas.

No obstante, Gupta et al. (2010) evaluando el efecto del riego con aguas residuales
observaron cambios bioquimicos negativos en rabanito (Raphanus sativus L.), taro
(Colocasia esculentum 1..) y mostaza negra (Brassica nigra L.) con una notable
disminucioén en la concentracion de clorofila total.

Gassama et al. (2015) evaluando distintas concentraciones de aguas residuales
municipales tratadas y no tratadas en el agua de riego de arroz, determinaron que a
concentraciones superiores al 50% se produjeron efectos inhibitorios sobre el contenido de
clorofilas, argumentando posibles efectos toxicos a la presencia en exceso de ciertos
elementos (N, P, K, Ca, Mg, Zn, Fe, Cu y Mn) contenidos en estas aguas. Sin embargo,
observaron efectos promotores sobre la sintesis de clorofilas a concentraciones mas bajas
(<25%). Similares resultados obtuvieron Naaz y Pandey (2010) en lechuga.

Por lo tanto, estas aseveraciones podrian relacionarse con los resultados de este
estudio, el contenido de nutrientes en los EUT, las ldminas de riego aplicadas en cada
experimento, sumado a las condiciones de cultivo podrian haber determinado Ilas

variaciones observadas en los resultados obtenidos.

11.1.2.2. Carotenoides

El contenido de carotenoides presentd valores muy similares entre las calidades de
agua de riego, sin manifestar diferencias significativas en los cultivares para ambos afios de
estudio, por lo cual el uso de EUT no tuvo efecto sobre esta variable (Figura I1.3).

Naaz y Pandey (2010) informan incrementos significativos del contenido de
carotenoides en cultivo de lechuga a medida que aumentaron el contenido de aguas
residuales industriales diluidas en el agua de riego, no obstante, esta tendencia solo se
manifestd hasta una concentracion maxima de 50%, a valores superiores los resultados

fueron decrecientes.
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Hashem er al. (2013) observaron una marcada reduccién en el contenido de
pigmentos fotosintéticos en tomate, nabo y lechuga regados con aguas residuales
industriales, atribuyendo estos resultados al elevado contenido en metales pesados

presentes en estas aguas.
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Figura I1.3. Contenido de carotenoides en los diferentes cultivares de brécoli (C1: Matsuri, C2: Green
Pia y C3: Almanor) segin la calidad del agua de riego. Diferentes letras en un mismo cultivar indican

diferencias significativas segin test de LSD Fisher (p< 0,05).

A diferencia de los resultados obtenidos en el contenido de clorofila, donde algunos
cultivares mostraron respuestas favorables al riego con EUT, podria aseverarse con mayor
certeza que el uso de estas aguas no incrementd el contenido de carotenoides en brécoli.
Ademais, los valores obtenidos fueron inferiores a los informados por otros autores, quienes

midieron contenidos de 320 a 470 mg kg™! peso seco (Dote Figueroa et al., 2002).

I1.1.3. Contenido de proteina soluble y total

No existieron diferencias significativas en el contenido de proteinas solubles y
totales con el uso de EUT. El cultivar C3 fue aquel que present6 los valores promedios més
bajos, siendo estos similares a los obtenidos por Masih et al. (2002) (Figura 11.4).

Dado el aporte de nutrientes realizado con el EUT, el incremento en el contenido de
proteinas podria haber sido superior, principalmente considerando la concentracién de

nitrogeno, nutriente esencial para la sintesis de proteinas. Sin embargo, en comparacion a
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otras investigaciones, Gupta et al. (2010) utilizando riego con aguas residuales sobre
cultivo de mostaza negra (Brassica nigra L.), no hallaron modificaciones en los niveles de

proteinas en comparacion a un control.
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Figura I1.4. Contenido de proteina soluble y total en los diferentes cultivares de brdcoli (C1: Matsuri,
C2: Green Pia y C3: Almanor) segun la calidad del agua de riego. Diferentes letras en un mismo

cultivar indican diferencias significativas segun test de LSD Fisher (p< 0,05).

Algunos autores sugieren que las variaciones en el contenido de proteinas solubles
pueden ocurrir debido a que los tejidos vegetales activan sistemas metabdlicos que
desencadenan la formacién de este tipo de proteinas, consideradas también como proteinas

del estrés, en respuesta a diversos factores ambientales y nutricionales.

I1.1.4. Contenido de solidos solubles
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La cantidad de sdlidos solubles no resultd estadisticamente diferente entre las
calidades de agua, con la unica excepcion del cultivar C2 (2017) que respondi6
favorablemente al riego con EUT, no obstante, la magnitud de la respuesta no fue relevante
ya que s6lo se incrementaron 0,3 °Brix. Por lo tanto, podria afirmarse que el uso de EUT

no modificé el contenido de sélidos solubles en brécoli (Figura I1.5).
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Figura I1.5. Contenido de sélidos solubles en los diferentes cultivares de brécoli (C1: Matsuri, C2:
Green Pia y C3: Almanor) segun la calidad del agua de riego. Diferentes letras en un mismo cultivar

indican diferencias significativas segin test de LSD Fisher (p< 0,05).

La determinacién de sé6lidos solubles es un indicador bastante preciso del contenido
de azicares en una sustancia, ya que las mismas representan alrededor del 90 a 94% de los
sOlidos solubles totales (Rodriguez Paucar, 2014). Diversos autores midieron sélidos
solubles en distintos cultivares de brécoli obteniendo valores que fluctuaron de 6,2 a 7,1
°Brix (Kehr y Diaz, 2012); 6,2 a 8,7 °Brix (Giletto et al., 2001); 9,3 °Brix (Ferndndez
Ledn, 2012), resultados similares lograron Nicoletto et al., (2016) comparando 5 cultivares
con valores de 6,9; 8,2; 8,6; 9,0 y 9,3 °Brix.

Selim y All Mosa (2012), no encontraron diferencias significativas en el contenido
de solidos solubles totales en pellas de brocoli fertirrigadas con sustancias humicas. Los
cultivares utilizados en este estudio presentaron niveles de s6lidos solubles inferiores a los

reportados por otras investigaciones.

94



II. Resultados v Discusion

Si bien son numerosos los factores que pueden afectar el contenido de sélidos
solubles en un producto vegetal, desde el cultivar hasta aspectos de la produccién como el
riego, fertilizacion y manejo postcosecha (Kleinhenz y Bumgarner, 2012), considerando el
efecto de la fertilizacion ejercida con el uso de los EUT, evidentemente el aporte

nutricional no fue determinante para mejorar este parametro del cultivo.
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II. CONCLUSIONES

El efecto del riego con EUT tuvo una incidencia positiva sobre la sintesis de
compuestos fendlicos de algunos cultivares de brécoli. El cultivar C1 fue aquel que
present6 el de mayor poder antioxidante.

No se encontraron evidencias suficientes para afirmar que el riego con EUT incidi6
favorablemente en la sintesis de clorofilas.

El contenido de carotenoides, proteinas solubles y totales, y sélidos solubles no
mostraron un efecto favorable a la aplicacion de EUT.

El aporte de nutrientes a través del uso de EUT no seria determinante para mejorar

de manera contundente la calidad nutracéutica del cultivo de brécoli.
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EFECTOS DE LA BIOFORTIFICACION CON SELENIO
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III. Resumen

III. RESUMEN

El Selenio (Se) es considerado un micronutriente esencial para humanos, y normalmente
constituye un elemento deficitario en la dieta. Existen varias alternativas para aumentar la
ingesta de Se, siendo una de ellas mediante la biofortificacion de cultivos. El brocoli es
considerado una hortaliza acumuladora de Se, constituyendo un medio viable para
incrementar el consumo diario de este nutriente. El objetivo del estudio fue evaluar el
efecto de la biofortificacién con Se en brdcoli. Para ello se utilizaron tres cultivares F1:
"Matsuri” (C1), “Green Pia” (C2) y “Almanor” (C3), a los que se aplicaron tres dosis de
fertilizacién con Se: 0 g ha! (Se0), 50 g ha! (Se50) y 100 g ha™! (Se100). En combinacién
con estos tratamientos, ademads se utilizaron dos tipos de calidad de agua para el riego:
Efluentes Urbanos Tratados (EUT) y Agua de Acuifero (AC). Al momento de la cosecha
se evalué la particion de asimilados y producciéon de biomasa, el contenido de Se
acumulado y la produccién de compuestos nutracéuticos (compuestos fendlicos, contenido
de clorofilas y carotenoides, proteinas solubles y totales, y contenido de sélidos solubles)
presente en las pellas de brécoli. Los resultados determinaron que las aplicaciones de Se
incrementaron la produccién de biomasa en algunos cultivares y existié una acumulacion
significativa de Se en las pellas. No se manifestaron cambios significativos en los niveles
de compuestos fendlicos, clorofilas y carotenoides, proteinas y contenido de sélidos
solubles ante las aplicaciones de Se. El brécoli posee una elevada capacidad para acumular
Se, por lo cual, deberia considerarse como una hortaliza con gran potencial para su

biofortificacion con este nutriente.

Palabras claves: brocoli, selenio, biofortificacion, alimento nutracéutico.
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III. INTRODUCCION

II1.1. Alimentos fortificados

Los alimentos modificados son todos aquellos productos alimenticios con variacion
en su composicion original (con adicién de algunos nutrientes, especialmente vitaminas y
minerales) para restaurar o aumentar su valor nutricional, o para satisfacer las necesidades
especificas de alimentaciéon de un determinado grupo etario de la poblacion. A estos
alimentos se los consideran funcionales y se denominan “alimentos fortificados,
biofortificados o enriquecidos” (Olagnero et al., 2007).

Los alimentos fortificados son aquellos que tienen suplementos en su contenido
natural de nutrientes esenciales. Se fortifican generalmente productos a los que se puede
agregar valor con poco costo adicional. El término fortificacidn, se define como la adicién
de uno o mds nutrientes a un alimento con el fin de mejorar su calidad para las personas
que lo consumen, en general con el objetivo de reducir o controlar una carencia de
nutrientes (Bonilla Soto, 2016).

La carencia de micronutrientes en una determinada poblaciéon ocasiona problemas
de malnutricidon, término err6neamente asociado a la desnutricion. Entre éstos, los
nutrientes que suelen escasear mas frecuentemente en cantidades adecuadas en la dieta son:
hierro, zinc, cobre, calcio, magnesio, yodo y selenio; los cuales producen en la mayoria de
los casos deficiencias que implican una mayor propension a ciertas enfermedades, con la
subsiguiente pérdida de calidad de vida y/o muerte prematura (L6pez Bellido, 2014).

La adicién de yodo a la sal de mesa seria un buen ejemplo de fortificacion, otros
ejemplos son productos panificados enriquecidos, cereales para desayuno, lacteos, galletas
y pastas. Mediante el enriquecimiento se restauran o se superan los niveles iniciales de los
nutrientes pérdidos durante la manipulacion del alimento (Alvidrez Morales et al., 2002).

En los paises occidentales la historia de este tipo de alimentos se remonta a las
primeras practicas de fortificacién con vitaminas y minerales, asi como también a la
practica de incluir ciertos componentes en los alimentos procesados con el objeto de
complementar alguna deficiencia de la poblacién. La bisqueda de terapias alternativas para
algunas enfermedades, el envejecimiento de la poblacion mundial, los avances
tecnologicos, asi como los cambios reglamentarios de diversos paises han provocado un

gran interés en el desarrollo de este tipo de alimentos (Alvidrez Morales et al., 2002).
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Estados Unidos es uno de los paises con mds desarrollo de alimentos funcionales
para prevenir enfermedades en la poblacion, por ejemplo, cereales destinados a mujeres de
mediana edad, suplementados con calcio para prevenir la osteoporosis, o con dcido félico
para incrementar la salud cardiovascular, galletas adicionadas con proteinas, zinc y
antioxidantes (Hasler, 2000). Otro ejemplo es la inulina, un carbohidrato no digerible que
estd presente en muchos vegetales, frutas y cereales, en la actualidad, a nivel industrial se
extrae de la raiz de la achicoria y endivia (Cichorium intybus L.) y se utiliza ampliamente
como ingrediente en alimentos funcionales (Madrigal y Sangronis, 2007).

En Europa se utilizan rétulos que indican "valor aumentado”, asi como en
Alemania se comercializan golosinas adicionadas con vitamina Q10 y vitamina E. En Italia
se ofrecen yogures con omega 3 y vitaminas, y en Francia azdcar adicionada con fructo-
oligosacdridos para fomentar el desarrollo de la flora benéfica intestinal (Alvidrez Morales
et al., 2002).

Un programa de fortificacion de un alimento debe contemplar que el mismo se
consuma por la poblacién en cantidades apropiadas, no diferenciarse perceptiblemente en
color, aspecto, o sabor del alimento sin fortificar, ser completamente bioldgico, ser
razonablemente estable en el alimentoy estar préximo al precio del alimento sin

fortificar (EcuRed, 2018).

I11.1.1. Tipos de fortificacion de alimentos

En general la fortificacion de alimentos puede clasificarse en dos tipos bdsicos: la
obligatoria y la voluntaria. La primera se refiere a la fortificaciéon que segun la legislacion
de cada pais, debe realizarse a un alimento en forma obligatoria, sin excepcion. Mientras
que la voluntaria, es la que realizan las industrias a los alimentos sin que esté establecido
por ley, con el fin de mejorar el contenido nutricional de los productos que procesan y
otorgarles un valor agregado (Dary y Mora, 2013).

Normalmente la fortificacién obligatoria es utilizada cuando un porcentaje
importante de la poblacidén, o grupo etario especifico tiene el riesgo de volverse deficiente
en un micronutriente (Chavez Pérez, 2005), y cuando esas necesidades o riesgos pueden
atenderse o minimizarse mediante la ingesta regular de alimentos fortificados con esos
micronutrientes (Allen et al., 2006).

Para implementar la fortificacion obligatoria de un alimento con micronutrientes

especificos se requiere de evidencia cientifica que indique que una poblacion posee
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deficiencias en esos nutrientes, como signos clinicos o bioquimicos de la deficiencia y/o
bajos niveles de ingesta de micronutrientes; o incluso si se ha demostrado que el aumento
en la ingesta de un micronutriente genera un beneficio en la salud publica, aunque la
poblacién no presente un riesgo serio de padecer deficiencias de ese micronutriente
(Chévez Pérez, 2005).

A pesar de que la fortificacion voluntaria no es un requisito indispensable en los
alimentos en los que se lleva a cabo, es importante que los gobiernos ejerzan un control
adecuado de la misma a través de leyes u otros convenios como cddigos y practicas para la

industria (Bonilla Soto, 2016).

II1.1.1.1. Biofortificacion

Otro tipo de fortificacion de alimentos es la “fortificacion bioldgica o
biofortificacion™, consistente en el desarrollo de cultivos ricos en nutrientes, utilizando
técnicas de fitomejoramiento convencional, biotecnologia moderna y practicas
agronoémicas (Panchén, 2010; HarvestPlus, 2018).

A diferencia de la fortificacion, que se realiza durante el procesamiento de los
alimentos, la biofortificaciéon implica enriquecer el contenido de micronutrientes de
especies vegetales comestibles, siendo definida como la intervencién especifica en materia
de nutrientes, disefiada para potenciar el contenido de micronutrientes de los alimentos
mediante el uso de pricticas agronémicas, principalmente via fertilizacién (biofortificacion
agronémica) (Lépez Bellido, 2014).

Desde el afio 2004, el proyecto HarvestPlus coordinado por el International Food
Policy Research Institute (IFPRI) y el Centro Internacional de Agricultura Tropical
(CIAT), lidera esfuerzos internacionales para aumentar el contenido de beta-caroteno,
hierro y zinc en los cultivos bédsicos de mayor importancia en el mundo en via de
desarrollo: Arroz (Oryza sativa L.), batata (Ipomoea batatas L.), poroto (Phaseolus
vulgaris L.), maiz (Zea mays L.), trigo (Triticum sp.) y mandioca (Manihot esculenta L.).
Este proyecto enfoca sus actividades principalmente en Africa y Asia (Panchén, 2010).

En América Latina y el Caribe en el afio 2005 nace el proyecto AgroSalud, a través
de una donacion de la Agencia Canadiense para el Desarrollo Internacional (CIDA), que
evalda, promueve y difunde el desarrollo de cultivos biofortificados (Panchén, 2010).

En la actualidad, se estdn poniendo en marcha numerosos programas para luchar

contra el “hambre oculto”. Estos programas se centran en el consumo de alimentos bdsicos
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ricos en micronutrientes cuya carencia, segin la OMS, es responsable de la mayoria de los
casos de malnutriciéon (FAO/OMS, 2014).

Actualmente 2.000 millones de personas sufren la carencia de algtin micronutriente,
por consiguiente, ésta debe ser una de las miximas prioridades de la comunidad mundial
en materia de nutricién para el futuro inmediato. Para hacer frente a estos problemas son
precisas medidas integradas e intervenciones complementarias en la agricultura y en el
sistema alimentario en general, la sanidad publica y la educacion, requiriéndose un apoyo
politico de alto nivel para fomentar la coordinacién necesaria entre los diferentes sectores
(Lopez Bellido, 2014).

Resulta evidente que, en este dambito, las prioridades en materia de investigacién y
desarrollo agricola deben incluir la dimension de la nutricién, y concretamente la
obtencion de alimentos enriquecidos. Los esfuerzos para aumentar el contenido de
micronutrientes de los alimentos bdsicos directamente a través de la biofortificacién son

especialmente prometedores.

II1.2. Selenio

I11.2.1. Importancia del Selenio en la nutricion

El Selenio (Se) constituye un micronutriente esencial para humanos y animales
(Lopez Heras, 2013). Tradicionalmente, desde su descubrimiento por Berzelius en 1817, se
habia considerado un elemento altamente téxico y contaminante (Gomez Diaz, 2014). No
fue hasta inicios de la segunda mitad del siglo XX cuando se empezaron a atribuir
funciones esenciales para la salud humana y animal. Sin embargo, el margen entre su
toxicidad y su deficiencia es muy estrecho, con el riesgo que ello supone para un adecuado
aporte a la poblacion (Lépez Bellido, 2013).

El Se es un componente fisiolégico activo de gran importancia, que actia como
protector frente a diversos trastornos como el cédncer, enfermedades cardiovasculares y
degenerativas. Ademads, se considera al Se muy importante para la reproduccion, la funcién
de la gldndula tiroidea, la produccion de ADN y la proteccion del cuerpo contra
infecciones y el dafio causado por los radicales libres (NIH, 2017). Se cree que su
deficiencia estd implicada en la enfermedad de Keshan, también conocida como miopatia
cardiaca. Los niveles bajos de Se pueden ser la causa o la consecuencia de enfermedades

como artritis, fibrosis quistica o enfermedad celiaca (Cortés et al., 2007).
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Numerosas enfermedades se asocian con la presencia de radicales libres, los cuales
son eliminados por la accién de otras moléculas que se oponen a este proceso toxico en el
organismo, los llamados sistemas antioxidantes defensivos (Castillo Godina et al., 2013).
Algunos mecanismos actian sobre la cadena del radical inhibiendo su activacién, otros
neutralizan la accién de los radicales libres ya formados. En este dltimo grupo pueden
encontrarse enzimas detoxificadoras como la superdxido dismutasa, la catalasa o la
glutation peroxidasa, que utilizan elementos traza como cofactores para sus reacciones,
destacidndose la funcion del Se como elemento esencial y cofactor para su actividad
(Bachiega et al., 2015; Fuentes Lara, 2017).

El Se es un elemento esencial y un componente clave de al menos 13
selenoproteinas (OMS, 2006). El Se se presenta en la glutation peroxidasa como un residuo
de selenocisteina siendo el responsable de la eficiencia catalitica de dicha enzima. La
proteccion contra el dano oxidativo por parte de ésta selenoproteina ha hecho que el Se se
defina como un quimioreceptor frente a la apariciéon de distintos tipos de cancer (Witte et
al., 2001; Rios Ruiz, 2008).

Las células que se nutren adecuadamente con Se son menos suceptibles a los
efectos daifiinos de los radicales de oxigeno que pueden reaccionar con ADN causando
mutaciones y producir la activacion oxidativa de los cancerigenos quimicos o virales (Rios
Ruiz, 2008).

Se ha demostrado que una ingesta adecuada de algunas formas quimicas especificas
de Se resulta en una menor susceptibilidad al desarrollo de cancer (Rayman et al., 2008).
Durante los tdltimos 20 afios, se ha propuesto que la ingesta subdptima de Se podria estar
asociada con el aumento en el desarrollo de cédncer colorrectal (Rayman 2000; 2002;
Johnson et al., 2010; Krehl et al., 2012). Los compuestos organicos de Se son mds
efectivos en la quimioproteccién del cancer, especialmente el Se-metil-seleno-cisteina
(SMSeC) (Ip et al., 2000; Finley y Davis, 2001).

El SMSeC ejerce su accidn anticarcinogénica al servir como precursor del dcido
metilseleninico y metilselenol, los cuales serian los compuestos anticarcinogénicos activos
(Vadhanavikit et al., 1993; Ganther, 1999; Medina et al., 2001). Puesto que el SMSeC es
un aminodcido no proteinogénico, se encontraria totalmente disponible para la
quimioproteccion del cdncer (Wachowicz et al., 2001), este compuesto se convierte

facilmente en selenol metilo y es una forma primaria de Se que se encuentra en el brécoli.
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II1.2.2. Selenio en la dieta poblacional

Si bien se ha reportado que una ingesta extremadamente baja (< 10 pg dia') es
inusual; se observan ingestas subOptimas de Se en varias poblaciones del mundo (Meplan y
Hesketh, 2012).

En México se estima una ingesta subéptima de 40 pg dia! por persona adulta
(Fuentes Lara, 2017). En Brasil, Ramos ef al. (2010) reportan bajos niveles de Se
consumidos por la poblacién. En Europa el consumo oscila entre 11 y 94 ug dia™!, valores
muy bajos debido a diferentes factores como los cambios de hdbitos alimenticios (Lopez
Bellido, 2014). En Espafia, la concentraciéon media de Se en sangre, es menor que la
registrada en Estados Unidos y Canad4, con valores medios de 60 ug L! en suero/plasma
(Lépez Bellido, 2013).

En Argentina, en un estudio reciente llevado a cabo por la Facultad de Ingenieria
Quimica de la Universidad Nacional del Litoral, estim6 que la ingesta diaria de Se de la
poblacién argentina, teniendo en cuenta el tipo de alimento de mayor consumo, la cantidad
de alimento consumido y considerando la concentraciéon de Se en los mismos, seria
significativamente menor a los niveles recomendados, sugiriendo una ingesta suboptima de
Se en Argentina (Sigrist et al., 2012). Es necesario considerar que la demanda de Se en la
poblacién varia segun las diferentes etapas de la vida con valores diarios que oscilan de 15

a70 ug (Tabla IIL.1).

Tabla III.1. Cantidad diaria de Se recomendada segtin la etapa de la vida, en microgramos (ug)

Etapa de la vida Cantidad
Bebés hasta los 6 meses de edad 15 g
Bebés de 7 a 12 meses de edad 20 ug
Nifos de 1 a 3 afios de edad 20 ug
Nifios de 4 a 8 afios de edad 30 pug
Nifos de 9 a 13 afios de edad 40 ug
Adolescentes de 14 a 18 afios de edad 55 ug
Adultos de 19 a 70 afios de edad 55ug
Adultos de 71 6 mds afios de edad 55 ug
Mujeres y adolescentes embarazadas 60 ug
Mujeres y adolescentes en periodo de lactancia 70 ug

Fuente: NIH, (2017)
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No obstante, un consumo excesivo de Se puede causar serios trastornos en el
organismo, desde nduseas, diarrea, erupciones en la piel, irritabilidad, cabello y ufas
quebradizas, caida de cabello, decoloracion de los dientes, y en elevadas cantidades
problemas del sistema nervioso, dificultad para respirar, temblores, falla renal, ataques
cardiacos e insuficiencia cardiaca (Jaffé, 1992; Torres y Chogar, 2014; Loayza Feij6o,
2015). En la Tabla III.2. se indican los limites méximos recomendados de Se presente en

alimentos y suplementos dietéticos.

Tabla II1.2. Limite maximo de ingesta diaria de Se segtin la etapa de la vida, en microgramos (ug)

Etapa de la vida rrl;gr?ii:leo
Bebés hasta los 6 meses de edad 45 ng
Bebés de 7 a 12 meses de edad 60 ng
Nifios de 1 a 3 afios de edad 90 pg
Nifios de 4 a 8 afios de edad 150 ug
Nifios de 9 a 13 afios de edad 280 ug
Adolescentes de 14 a 18 afios de edad 400 pg
Adultos 400 ug

Fuente: NIH, (2017)

II1.2.3. Biofortificacion de cultivos con Selenio

El consumo diario de Se puede incrementarse al ingerir alimentos ricos en Se (ajo,
carnes, pescados), o bien a través de programas que contemplen la adicién de Se al agua
potable, el consumo de preparados farmacoldgicos, fortificacion con Se en la fabricacion
de los alimentos o la biofortificacién (Lépez Bellido, 2014).

Dentro de la biofortificaciéon se engloba a la complementacién con Se en la
alimentacién del ganado, la produccién de huevos ricos en Se, la mejora genética para
incrementar la eficiencia en la absorcion de Se del suelo (biofortificacion genética) y el uso
del Se como fertilizante para los cultivos (biofortificacién agronémica) (FAO/OMS, 2014)

La capacidad de ciertas plantas para acumular y metabolizar el Se inorganico a
formas organicas depende de la biodisponibilidad de éste en el suelo y varia en funcién de
la especie (Lopez Heras, 2013). El Se no es un nutriente esencial para las plantas, a pesar
de esto puede ser absorbido y acumulado en los tejidos (Hermosillo Cereceres, 2012).

Numerosos estudios se han enfocado en la biofortificacion agronémica de cultivos

con Se, como trigo (Hawkesford y Zhao, 2007), brocoli (Ramos et al., 2011; Bachiega et
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al., 2015; Borghese y Stoffel, 2017), kale (Lefsrud et al., 2006), poroto (Hermosillo
Cereceres, 2012; Sida Arreola, 2015), rdbano (Pedrero et al., 2006), lechuga (Hartikainen
et al., 1997; Rios Ruiz, 2008; Ramos et al., 2010), tomate (Castillo Godina et al., 2013;
Gomez Diaz, 2014), ajo (Ghasemi et al., 2015; Astaneh et al., 2018), espinaca (Saffar
Yazdy et al., 2012), achicoria (Germ et al., 2007), acelga (Herndndez Castro et al., 2015),
pepino (Haghighi et al., 2016), berro (Manion et al., 2014), frutilla (Palencia et al., 2016),
té (Zhao et al., 2016), colza (Sharma et al., 2010; Loépez Heras, 2013) y hongos
comestibles (Cortés et al., 2007).

Para implementar un programa de biofortificacion con éxito es necesario
considerar: 1) que los cultivos biofortificados deben ser de alto rendimiento y rentables
para el agricultor; 2) los cultivos biofortificados deben mostrar eficacia para disminuir la
problemadtica de malnutricién en la poblacidn; 3) el cultivo biofortificado debe ser aceptado
por los agricultores y los consumidores en la regién de destino (Sida Arreola, 2015).

Las plantas captan el Se del suelo en su forma inorgdnica. Las raices de las plantas
pueden absorber Se en forma de selenato, selenito y compuestos de Se orgdnicos
(selenocisteina y selenometionina) (Gomez Diaz, 2014). Sin embargo, las dos formas mas
utilizadas son el selenato y selenito de sodio, debido a que las plantas los absorben con
mayor facilidad que las formas orgénicas (Rios Ruiz, 2008).

La aplicacion foliar es la forma mas adecuada de afiadir Se en los cultivos, ya que
se reducen notablemente las posibilidades de contaminacién de suelo por agregados en
exceso (Gomez Diaz, 2014).

En Alemania, Noruega, Finlandia y Austria la concentracién de Se en el suelo suele
ser inferior a 0,3 mg kg, esta escasez de Se hace que sus habitantes consuman una
cantidad de Se inferior a lo recomendado por la OMS. Para solucionar este problema de
deficiencia en la dieta, las autoridades finlandesas han aprobado el uso de fertilizantes de
Se en la agricultura (principalmente usando selenato de sodio), lo que ha producido un
aumento de Se en los productos agricolas (OMS, 2006; Rios Ruiz, 2008).

El uso de fertilizantes suplementados con Se es un proceso muy eficaz que favorece
la acumulacién de Se en las plantas, mejorando incluso el desarrollo de la misma, sin
embargo, es importante considerar que el crecimiento de la planta puede verse reducido
por mecanismos de retroalimentacion cuando la concentracion de Se es demasiado elevada

(Juarez Maldonado, 2018).
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111.2.4. Brocoli biofortificado con Selenio

El brécoli es considerado una hortaliza acumuladora de Se (Borghese y Stoffel,
2017), por lo cual constituyen un medio viable para su biofortificacion. Ramos et al.,
(2011) clasifica al brocoli como una especie acumuladora secundaria de Se. Algunas
especies son clasificadas como hiperacumuladoras, teniendo la capacidad de acumular
1.000 mg de Se kg! MS, y éstas a su vez pueden ser divididas en acumuladoras primarias,
cuando su capacidad de acumulacién es superior a 2.000 mg de Se kg! MS, y
acumuladoras secundarias, cuando acumulan valores inferiores, cercanos a 100 mg de Se
kg! MS (Bachiega, 2014).

Investigaciones sobre la biofortificacion de Brassicdceas tienen elevado potencial
para el desarrollo de estudios en pacientes adultos sobre los efectos especificos de sus
compuestos en la salud. Las investigaciones recientes sugieren que el potencial
quimiopreventivo de estos alimentos mediante su inclusiéon en la dieta requiere del
establecimiento de recomendaciones que incluyan de 3 a 5 porciones de Brassicdceas a la
semana, basado en las evidencias cientificas y epidemioldgicas sobre la influencia de los
compuestos bioactivos, sobre diferentes estados de enfermedades degenerativas y cancer
(Lopez Chillén, 2017).

Finley et al., (2000) en experimentos de laboratorio utilizando brécoli enriquecido
en Se (500 mg de Se g™ de polvo seco) mediante el agregado de una solucién fertilizante
de selenato de sodio en el cultivo, determinaron una reduccion significativa en la aparicion
de lesiones precancerosas de colon en ratones de laboratorio al ingerir este alimento. Zeng
et al., (2003) en un estudio similar determinaron que el brécoli enriquecido con Se activa
genes pro-apoptéticos en respuesta a la formacion de celulas tumorales en ratones de

laboratorio.

II1.3. Antecedentes

Debido a la baja disponibilidad de Se en la dieta y el papel de los vegetales como
principal fuente de este elemento, muchos trabajos han surgido en los ultimos afios
relacionados a la biofortificacion de cultivos agricolas con Se para mejorar sus propiedades
alimenticias (Pedrero et al., 20006).

Hartikainen et al. (1997) determinaron el efecto de la fertilizacién con Se sobre la

composicion quimica y propiedades antioxidantes de ryegrass (Lolium perenne L.) y
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lechuga (Lactuca sativa L.). La adicién de Se mejord el contenido de proteinas solubles e
insolubles, y afect6 a los sistemas antioxidantes de estas plantas, la actividad de la
glutation peroxidasa (GSH-Px) encontrada en ambas especies aument6 con la fertilizacion
con Se, mientras que la actividad de la superéxido dismutasa (SOD) y la concentracién de
vitamina E disminuyeron. Concluyeron que la sintesis de SOD y vitamina E se redujo
debido a que la funcién antioxidante del Se disminuyé el requerimiento de estos
antioxidantes.

Ramos et al. (2001) biofortificaron brdcoli (Brassica oleracea var. italica) con Se
demostrando que su contenido en los tejidos foliares se incrementé con una diferencia
superior a 2 veces respecto a un control. Aproximadamente la mitad del total de Se
acumulado en las hojas fue Se-metilselenocisteina y selenometionina.

Cartes et al. (2005) evaluaron como se produjo la induccién de la capacidad
antioxidante en cultivo de ryegrass (Lolium perenne L. cv. aries), a través del incremento
de la actividad de la enzima glutatiéon peroxidasa como resultado de aplicaciones de Se en
las formas de selenito y selenato de sodio.

Finley et al. (2005) realizaron estudios en ratones para determinar si la
biofortificacion de brécoli con Se produciria una planta con beneficios superiores para la
salud. Aunque el aumento de la concentracién de Se en brécoli de 1 a 800 pg g! MS dio
como resultado la inhibicién del cancer de colon en ratones, también disminuyé el
contenido de sulforafano en un 80% e inhibié la producciéon de la mayoria de los
compuestos fendlicos en las plantas.

Lefsrud et al. (2006) con el objetivo de estudiar la influencia de Se sobre la
acumulacién de biomasa, pigmentos carotenoides y minerales en kale (Brassica oleracea
L. var. acephala), evaluaron diferentes niveles de fertilizacién con Se (0 a 3,5 mg Se L)
aplicando soluciones de selenato y selenito de sodio. Los aumentos en selenato o selenito
dieron como resultado una disminucién en la biomasa de los tejidos foliares de kale, y
ninguno de los tratamientos tuvo efecto sobre la acumulacién de luteina y beta caroteno en
las hojas. La aplicacién de selenato incrementé significativamente la acumulacion de Se,
afectando las concentraciones de P, K, Ca, Mg, S, B, Cu, Mn y Mo en el tejido foliar. Sin
embargo, no se observaron cambios en la acumulacion de Se con aplicaciones de selenito.

Rios Ruiz (2008) en un programa de biofortificacion de lechuga (Lactuca sativa L.)
aplic6 distintas dosis de Se (5, 10, 20, 40, 60, 80 y 120 pmol L) mediante selenito y
selenato en la solucién nutritiva de riego, determinando que la concentracién de Se en hoja

aumentd, en mayor medida cuando se aplicd selenato en comparacion a selenito, y en
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ambas formas su maximo valor de acumulacién se presenté con el agregado de 120 umol
L. Ademads, logré incrementar la capacidad antioxidante de lechuga mejorando su calidad
nutricional.

Seppénen et al. (2010) investigaron el potencial de Brassica rapa y B. napus para
asimilar Se y acumular formas orgénicas en sus semillas. El objetivo del estudio se centr
especialmente en la fracciéon proteica y el aceite de las semillas como una fuente
importante en las dietas de rumiantes. Si bien la aplicacién de Se no afecto el contenido de
aceite, si existid una alta acumulacién (85%) de Se en semillas, principalmente en la forma
de selenometionina. La biofortificaciéon agronémica de B. rapa y B. napus mejord la
calidad nutritiva de las semillas.

Ramos et al. (2010) en lechuga, demostraron que el contenido de Se aumentd
cuando se incorpord este elemento a través de diferentes dosis de fertilizacidn con selenato
y selenito (0, 2, 4, 8, 16, 32 y 64 pmol L"). Ambas formas de Se tuvieron efectos sobre el
metabolismo de la planta, en dosis bajas actué como un antioxidante y mejor6 el
crecimiento del cultivo, mientras que a niveles mds elevados tuvo efectos negativos
reduciendo el rendimiento.

Sharma et al. (2010) afirmaron que altos niveles de Se pueden causar efectos
adversos en las plantas. En un experimento con plantas de colza (Brassica napus L.)
tratadas con dosis de selenato y selenito que oscilaron entre 0 y 4 mg de Se kg! de suelo, el
rendimiento total de materia seca de las plantas tratadas con Se disminuyd
significativamente en comparacion al control. Las plantas tratadas con selenato
acumularon 75 a 160 veces mds de Se en brotes, y 2 a 18 veces mds en las raices en
comparacion con las plantas tratadas con selenito. La acumulacién de Se en hojas produjo
un aumento significativo en la peroxidacion de lipidos, clorofila, vitamina C y aminodcidos
libres, y una disminucién en los compuestos fendlicos, azicares solubles totales y
concentracién de almidon.

Hermosillo Cereceres (2012) en un estudio sobre la influencia en plantas de poroto
de la biofortificacién con diferentes dosis y formas de Se (0, 10, 20, 40, 80 y 160 umol L)
de selenato y selenito en la solucién nutritiva de riego, determind que las mejores dosis
fueron de 40 pmol L' de selenito y 20 umol L' de selenato, logrando un efecto positivo
sobre el metabolismo nitrogenado, acumulacion de biomasa e incremento del rendimiento.
El Se increment6 la calidad nutricional ya que aument6 el contenido de Fe y Zn al aplicar
selenato, mientras que el selenito favorecié més el incremento de Ky Se. Ademds, hubo un

aumento de los compuestos fenélicos en un 33% para la dosis de 160 umol L™! de selenito,
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con lo que también aumenté la capacidad antioxidante, incorporar Se en un programa de
biofortificacién de poroto constituyd una excelente alternativa.

Saffar Yazdy et al. (2012) llevaron a cabo un experimento en hidroponia para
investigar los efectos del Se sobre el crecimiento y caracteristicas fisioldgicas en plantas de
espinaca (Spinacia oleracea L. cv. missouri). Las plantas fueron cultivadas en una solucién
Hoagland modificada con selenito de sodio a 0 (control), 1, 2, 4, 6 y 10 mg L. Los
parametros de crecimiento como peso fresco y seco de parte aérea y raices aumentaron en
respuesta a la concentracién m4s baja de Se (1 mg L), sobre el control. Sin embargo, la
aplicacion de concentraciones mds altas redujo estos pardmetros en comparacién con el
control. La concentracién de 1 mg L' mejoré los niveles de clorofilaay b en 87 y 165%,
respectivamente, no asi los niveles mds elevados. Los compuestos fenodlicos totales en las
hojas aumentaron directamente al aumentar el nivel de Se y las plantas tratadas con 10 mg
L' manifestaron los valores m4s altos.

Castillo Godina et al. (2013) evaluaron la biofortificacion con Se en tomate
mediante aplicaciones de 0, 2 y 5 mg L' de selenito en la solucién de riego. Como
resultado lograron un aumento notable en la concentracién de Se en tallo (0,46 y 0,52 mg
de Se kg!), frutos (0,25 y 0,36 mg de Se kg!) y hojas (0,20 y 0,22 mg de Se kg™') para las
dosis de 2 y 5 mg L', respectivamente. Ademds, se produjo un aumento de 33,8% en el
contenido de 4cido ascérbico del fruto con la aplicacién de 5 mg L™, lo cual determiné la
factibilidad de la biofortificacion del cultivo de tomate con dicho elemento.

Sin embargo, Gomez Diaz (2014) mejor6 el crecimiento de plantulas de tomate tipo
“saladette” en invernadero aplicando soluciones de 1 mg L' de Se, mientras que
aplicaciones de 5y 10 mg L' provocaron una disminucién en el crecimiento de las plantas.

Manion et al. (2014) estudiaron en berro (Nasturtium officinale R. Br.) la influencia
de la fertilizacién con Se sobre la produccion de biomasa, carotenoides y glucosinolatos,
cultivado en soluciones enriquecidas con Se (0; 0,125; 0,25; 0,50; 1,0; 2,0 y 4,0 mg Se L
1, administradas como selenato de sodio. La biomasa fresca y seca no se vio afectada con
Se, mientras que se produjo una reduccién de los niveles de beta caroteno y luteina en
respuesta al aumento de Se. Los niveles de glucosinolatos aumentaron, pero a dosis més
elevadas se vieron afectados negativamente.

Bachiega et al. (2015) evaluaron en brécoli sometido a biofortificacion con Se, la
actividad antioxidante y acumulaciéon de Se en diferentes estadios del cultivo (brotes,

pléntulas e inflorescencias), encontrando una respuesta positiva a la biofortificacién en
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todos los estadios, presentando un aumento de los compuestos fendlicos, capacidad
antioxidante y contenido de Se en los tejidos vegetales.

Ghasemi et al. (2015) para evaluar el impacto del Se y acidos humicos en la
actividad antioxidante y contenidos de fenoles, flavonoides y alicina en ajo (Alliun sativum
L.) pulverizaron soluciones de selenato de sodio (0, 10, 20 y 30 ug de Se mL™") y aplicaron
dcidos hdmicos en fertirrigacion (0, 10 y 20 kg ha'). La aplicacién de bajas
concentraciones de Se con cantidades moderadas de 4cido humico originé la mayor
actividad antioxidante en ajo, al igual que la aplicacién de altas concentraciones de Se sin
dcidos humicos. El tratamiento con Se disminuyé el contenido de flavonoides y alicina.
Los hallazgos mostraron que los dcidos hiimicos afectaron positivamente a la mayoria de
las variables observadas, pero si el objetivo es la produccién de ajo enriquecido con Se,
debe aceptarse una disminucién en algunos pardmetros nutricionales.

Hernandez Castro et al. (2015) con el objetivo de biofortificar plantas de acelga
(Beta vulgaris L.) con Fe y Se, y determinar la influencia sobre la acumulacién de estos
elementos, el contenido de proteinas y nitratos, realizaron aplicaciones foliares de Fe (0,
2.500 y 5.000 mg L) y Se (0, 10 y 20 mg L'). Los resultados indicaron que las
concentraciones crecientes de Fe y Se promovieron una mayor acumulacién de estos
elementos. Las aplicaciones foliares de Se no afectaron la acumulaciéon de nitrato, sin
embargo, lograron una mayor acumulacién de proteinas.

Palencia et al. (2016) evaluaron en un sistema de cultivo sin suelo el efecto del Se
en la calidad de frutilla (Fragaria x ananassa Duch) en aplicaciones foliares y al sustrato.
Los resultados del andlisis indicaron efectos positivos del Se sobre la firmeza, sélidos
solubles totales y acidez de los frutos. El Se mejoré el crecimiento de la planta,
observiandose un mayor nimero de hojas y mayor acumulacién de clorofilas, s6lo en hojas
viejas.

Zhao et al. (2016) enriquecieron diferentes cultivares de té (Camellia sinensis L.)
con Se en etapa de plantula, con el objetivo de identificar variaciones en las
concentraciones de Se acumuladas entre cultivares. Los resultados determinaron
diferencias significativas en favor de los tratamientos biofortificados respecto a un control
sin Se. Ademas, algunos compuestos indicadores de calidad del té como el contenido de
polifenoles y aminodcidos fueron sensibles al suplemento de Se en algunos cultivares,
mientras que el contenido de azicares solubles no se modifico respecto al control.

Haghighi ef al. (2016) en experimentos con pepino (Cucumis sativus L.) afiadieron

Se a la solucién nutritiva de riego en diferentes concentraciones (2, 4 y 6 mg L) de

111



I11. Introduccidén

selenito de sodio. Obteniendo como resultado un aumento en peso fresco y seco de los
tallos en el tratamiento con 2 mg L' y una reduccién a niveles mas elevados de Se. El
contenido de clorofila y la tasa de fotosintesis no fueron afectados por el Se. La
concentracion interna de CO: y la conductancia de los estomas disminuyeron con la
adicién de Se. Concluyen que una tasa de aplicacién de 2 mg Se L' fue la mas efectiva
para mejorar caracteristicas fisiologicas del pepino.

Borghese y Stoffel (2017) en un ensayo de valorizacion de residuos de cosecha de
brécoli para su posible aprovechamiento en la elaboracion de productos nutracéuticos,
evaluaron el efecto de la suplementacién foliar con Se sobre pardmetros de calidad
nutricional, las plantas fueron tratadas con dosis de 100 g ha' de Se en aplicaciones
foliares de selenato y selenito de sodio, mds un testigo sin suplementar. Los resultados
obtenidos mostraron un incremento del 25 y 35% en el contenido de materia seca de hoja
para selenato y selenito, respectivamente y un aumento del 85% en proteina soluble para
selenato. No encontraron diferencias en el contenido de compuestos fendlicos y capacidad
antioxidante entre las plantas tratadas con Se y el control.

Khalid et al. (2017) evaluaron caracteres de crecimiento vegetativo, pigmentos
fotosintéticos a través de determinaciones de clorofila a, clorofila b y carotenoides totales,
y composicién de aceites esenciales en variedades de ciboulette (Allium schoenoprasum
L.) bajo tratamientos foliares con Se (0, 3, 6, 9 y 12 mg LY. Los datos obtenidos
determinaron que la mayor produccién de biomasa aérea se logré con 6 mg L™, mientras
que las mayores acumulaciones de clorofila a y carotenoides se produjo en las variedades
tratadas con 12 mg L', y en algunas variedades los tratamientos con 6, 9 y 12 mg L’!
produjeron las cantidades mds altas de clorofila b. El tratamiento de 6 mg L' reporté el
mayor incremento en aceites esenciales.

Astaneh et al. (2018) evaluaron el efecto de aplicaciones de soluciones de Se (0, 4,
8 y 16 mg L) sobre la mejora de la actividad de enzimas antioxidantes en plantas de ajo
(Allium sativum L.) sometidas a estrés salino en condiciones de hidroponia. Los resultados
determinaron que las aplicaciones de Se incrementaron el indice de clorofila y el contenido
de carotenoides, ademds aumento el contenido relativo de agua y la absorcién de K en las
hojas de ajo, y disminuy¢ la absorcion de Na bajo las condiciones de estrés salino.

En resumen, a partir de la biofortificacion con Se, muchos estudios se han
desarrollado con la intencién de mejorar la calidad nutracéutica en numerosos cultivos de
interes alimenticio, sin embargo, se observan resultados heterogéneos segin la especie

vegetal, el tipo de fertilizante, la metodologia de aplicacion y las condiciones de cultivo.
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En este sentido, el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de la
biofortificacion con Se en un cultivo de brécoli mediante aplicaciones foliares, y
determinar su influencia sobre pardmetros de crecimiento, acumulacion de Se y sintesis de

compuestos bioactivos con propiedades nutracéuticas.
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III. HIPOTESIS

La biofortificacién con selenio producird un aumento en la produccién de biomasa,

acumulacion de Se y sintesis de compuestos nutracéuticos en brécoli.

III. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Los objetivos especificos que se plantearon para evaluar el efecto de la biofortificaciéon con

Se en brocoli fueron:

e Determinar la particiéon de asimilados en hojas, tallo y pella en brécoli.
e Cuantificar la acumulacién de Se en pellas.

e Cuantificar el contenido de compuestos fendlicos totales en pellas.

e Cuantificar el contenido de clorofilas y carotenoides en pellas.

e Cuantificar el contenido de proteinas solubles y totales en pellas.

e Cuantificar el contenido de s6lidos solubles en pellas.

114



II1. Materiales y Métodos

III. MATERIALES Y METODOS

II1.1. Caracteristicas del ensayo

Para cumplir con los objetivos planteados se evalué en el segundo afio de
experimento (2017) el posible efecto de la fertilizacion con Se mediante aplicaciones
foliares sobre la produccion de biomasa, la acumulacion de Se y sintesis de compuestos
nutracéuticos en brocoli regado con EUT y AC. La implantacién de las parcelas
experimentales, la cosecha y determinacion de particién de asimilados (hoja, tallo y pella)
se realiz6 con la misma metodologia descrita en el Capitulo 1. Seccién 1.2 del presente

estudio.

II1.1.1. Diseiio experimental

Los tratamientos resultaron de la combinacion factorial de tres cultivares de
brécoli: Matsuri (C1), Green Pia (C2) y Almanor (C3) y tres dosis de fertilizacién con
Selenio: 0 g ha™ (Se0); 50 g ha! (Se50) y 100 g ha! (Se100), siendo todos los tratamientos
regados con dos calidades de agua: Efluentes Urbanos Tratados (EUT) y Agua de Acuifero
(AC). El disefio experimental se realizé en parcelas divididas con 5 repeticiones, las
parcelas principales se correspondieron con la calidad de agua de riego, mientras que las

subparcelas con los cultivares de brdcoli y las dosis de Se.

II1.1.2. Fertilizacion con Selenio

Para realizar la biofortificaciéon con Se se prepard una solucién de selenito de sodio
(Na2SeOs - C.A.S. 10102-18-8) en combinacién con un coadyuvante marca Rizospray
Extremo® (0,1%) con el objetivo de maximizar la eficiencia de penetracion del Se. Se
realizaron dos aplicaciones mediante un pulverizador de accionamiento manual,
utilizdndose la mitad de las dosis de cada tratamiento. La primera pulverizacion se realizé
durante la formacion temprana de las pellas (inicio de boton floral), y la segunda a los 7
dias posteriores, completdndose asi la dosis total para cada tratamiento. En el tratamiento

Se0 se realiz6 sélo la aplicacion de agua destilada en presencia del coadyuvante.
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II1.1.3. Determinaciones analiticas

La determinacion de acumulacion de Se en las pellas de brocoli se realizé mediante
un sistema en linea de espectrofotometria de absorcion atdmica con generacion de hidruros
e inyeccion de flujos (FI HGAAS), en el Laboratorio Central de Servicios Analiticos,
Facultad de Ingenieria Quimica, Universidad Nacional del Litoral.

La preparacion de las muestras y las determinaciones analiticas de compuestos
fendlicos totales, contenido de clorofila y carotenoides, contenido de proteina soluble y
total, y contenido de sdlidos solubles se realizaron en el Laboratorio de Investigaciones en
Fisiologia y Biologia Molecular Vegetal (LIFiBVe), Facultad de Ciencias Agrarias,
Universidad Nacional del Litoral tal como se describi6 en el Capitulo II. Seccién I1.1. del

presente estudio.
I11.2. Analisis estadisticos

Todos los datos obtenidos se analizaron estadisticamente mediante el programa
Infostat (Di Rienzo, 2011), aplicando andlisis de varianza, comprobando que los datos

cumplieran los principios de normalidad y homogeneidad de varianza, y comparaciéon de

medias con el test de Fisher (p < 0,05).
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III. RESULTADOS Y DISCUSION

II1.1. Particion de asimilados en hoja, tallo y pella

La materia seca (MS) acumulada se increment6 en dos cultivares en respuesta a la
biofortificacién con Se y el riego mediante EUT. Se observaron diferencias significativas
en los cultivares C1 y C2 regados con EUT, con aumentos de 25 y 33% para la dosis de
Se50; y 17 y 54% para Sel00, respectivamente. Por otra parte, el uso de AC y los
tratamientos con Se no representaron diferencias estadisticas en el peso de la MS total para

ninguno de los tres cultivares utilizados (Tabla II1.3).

Tabla II1.3. Efecto del Se sobre la MS acumulada en hojas, tallo y pella (g MS planta™!) de brécoli

biofortificado con Se y regado con dos calidades de agua.

. Dosis Hojas Tallo Pella Total
Riego CV
de Se (g MS planta™)
Se0 26,8 ¢ 10,7 a 21,7b 593 ¢
Cl1 Se50 37,1b 144 a 226D 742b
Sel100 42,0a 145a 347 a 912a
Se0 343 Db 13,6 a 18,4b 66,4 b
EUT C2 Se50 46,6 a 19,8 a 21.6a 88,0 a
Sel100 38,8 ab 17,3 a 21,7 a 77,6 ab
Se0 42,0a 20,8 a 30,3a 93,2 a
C3 Se50 46,9 a 189 a 299 a 959a
Sel100 454 a 17,3 a 314 a 94,2 a
Se0 320a 12,3a 282a 72,6 a
Cl1 Se50 36,4 a 150a 29.0a 80,5a
Sel100 389a 153a 27,0a 813a
Se0 343 a 144 a 20,3 a 622a
AC C2 Se50 39,6 a 15,7 a 21,3a 76,7 a
Sel100 330a 13,7 a 19,3 a 66,2 a
Se0 420a 16,7 a 289 a 87,7 a
C3 Se50 419a 17,2 a 292 a 88,5a
Sel100 45,1 a 18,4 a 26,1 a 89,6 a

Diferentes letras en columnas de un mismo cultivar indican diferencias significativas segiin test de LSD

Fisher (p<0,05).
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Borghese y Stoffel (2017), obtuvieron en brécoli aumentos de 25 y 35% en MS de
hojas mediante aplicaciones foliares con una dosis de 100 g ha! de selenato y selenito de
sodio, respectivamente. En comparacién a estos resultados, aqui s6lo pudieron ser
observadas diferencias en el cultivar C1 regados con EUT.

Asimismo, Borghese er al. (2018) encontraron diferencias de 9,3 y 4,6% en el
contenido de MS de pellas de brocoli cultivar Belstar, e incrementos de 6,3 y 1,4% en
cultivar Legend, ambos biofortificados con Se mediante aplicaciones foliares de selenito y
selenato de sodio, respectivamente.

En el trabajo aqui realizado se observaron aumentos en MS de pella en los
cultivares C1 y C2 con EUT. En el caso del cultivar C1, es notable el incremento del
tratamiento de Sel00 (de 59%) en relacién al testigo (Se0), y en el cultivar C2 el
incremento fue menor tanto para Se50 6 Sel00 (de 17% en ambos). Sin embargo, es
importante mencionar que estas diferencias de incremento en el peso de la MS de pella no
fueron observadas en ninguno de los demads tratamientos.

Estos resultados podrian sugerir la existencia de efectos beneficiosos del Se sobre
una mayor produccién de fotoasimilados e incrementos en la produccién de MS en algunos
cultivares, como también su traslocacién hacia el 6rgano cosechable del brdcoli. No
obstante, en otras experiencias en cultivos afines al brécoli, Lefsrud et al. (2006)
encontraron una disminucién en la biomasa del tejido foliar en kale (Brassica oleracea L.
var. acephala) y Sharma et al. (2010) en plantas de colza (Brassica napus L.) tratadas con
Se, mientras que Manion et al. (2014) no observaron cambios en la biomasa fresca y seca

de plantas de berro (Nasturtium officinale R. Br.) fertilizadas con Se.

I11.2. Acumulaciéon de Se en el tejido vegetal

La acumulacién de Se en brécoli fue significativa en todos los tratamientos respecto
al testigo (Se0), se observé un aumento importante del contenido de Se en las pellas,
afirmando las aseveraciones que destacan la capacidad del brécoli para acumular Se en sus
tejidos (Ramos et al., 2011; Borghese y Stoffel, 2017).

En los tratamientos de Se50 los cultivares manifestaron aumentos promedios de
0,70 y 0,76 mg Se kg'! MS de pella bajo riego con AC y EUT, respectivamente. De igual
forma, en los tratamientos de Se100, donde se duplicé la dosis aplicada, se produjo una
mayor respuesta a su acumulacién con valores promedios de 1,29 y 1,41 mg Se kg! MS,

tanto para los cultivares regados con AC y EUT (Figura III.1).
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Los efectos de Se sobre brdcoli coinciden con los resultados que obtuvieron
Borghese et al. (2018) que en un estudio similar lograron acumular Se en pellas de brécoli,
siendo los valores obtenidos més elevados, a razén de 6 a 7 mg Se kg' MS, a partir de

aplicaciones foliares de selenato y selenito de sodio.
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Figura III.1. Acumulacién de Se segun la dosis aplicada para los distintos cultivares y tipo de agua de
riego. Diferentes letras en un mismo cultivar indican diferencias significativas segtin test de LSD Fisher
(p<0,05).

En estudios similares de biofortificacién con Se en brécoli se lograron alcanzar
valores de hasta 166 mg de Se kg! de MS de pellas, realizando aplicaciones frecuentes de
selenato de sodio a una concentracién de 1,5 pmol, desde inicio de formacién de pellas
hasta su completo desarrollo (Bachiega et al., 2015).

De acuerdo a los valores promedios de Se acumulados en los tratamientos de
Sel00, se podria inferir que un adulto podria suplir la dosis diaria de Se recomendada
seglin organismos internacionales de la salud (NIH, 2017) con el consumo de una porcién
aproximada de 340 g de brocoli fresco, esto equivale al peso promedio de una pella
mediana (Cifuentes Ochoa, 2014).

El brécoli posee gran potencial como especie horticola para su biofortificacion con
Se, y asi utilizarse como un medio adecuado y natural para aumentar la incorporacién de
este elemento en la dieta de la poblacién. Ademads, se destaca la posibilidad de incorporar

Se a este cultivo mediante técnicas de aplicaciéon foliar, mucho mads eficientes que otros
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métodos de fertilizacién, como puede ser la incorporacion al suelo o sustrato, evitando una

posible contaminacion por excesos de este nutriente (Gomez Diaz, 2014).

I11.3. Efecto de la biofortificaciéon con Se sobre la sintesis de compuestos nutracéuticos

en brocoli

I11.3.1. Contenido de compuestos fenélicos totales

A partir del andlisis de los compuestos fendlicos totales se pudo determinar que los
tratamientos con Se50 superaron en promedio al testigo (Se0), sélo en un tratamiento las
diferencias fueron significativas, observdndose esto en el cultivar C1 y mediante el riego
con AC. No obstante, la mayoria de los tratamientos no manifestaron diferencias
estadisticas, por lo cual, no podria afirmarse con cierto nivel de significancia que el Se

puede estimular una mayor produccién de compuestos fendlicos (Figura II1.2).
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Figura I11.2. Contenido de compuestos fendlicos totales segtin las dosis de Se aplicada para los distintos
cultivares y tipo de agua de riego. Diferentes letras en un mismo cultivar indican diferencias

significativas segin test de LSD Fisher (p< 0,05).

En un estudio para determinar el efecto de aplicaciones foliares durante el inicio de

formacion de pellas sobre el contenido de compuestos fendlicos, se trataron plantas de
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brécoli con 100 g ha'! de selenito de sodio, no encontrando resultados positivos sobre estos
compuestos tanto en hojas como en pellas (Borghese y Stoffel, 2017).

Miiltiples investigaciones determinan que a concentraciones elevadas el Se puede
ejercer un efecto depresor en la produccion de compuestos fendlicos totales. Finley et al.
(2005), aumentaron la concentracién de Se en brécoli de 1 a 800 pg g'! MS de pellas y
ocurrié una disminucién en la producciéon de compuestos nutracéuticos como sulforafano y
compuestos fenodlicos, similares resultados obtuvieron Robbins et al., (2005).

Poldma et al. (2011) evaluando tratamientos foliares con soluciones de Se (10, 50 y
100 pug Se mL!) sobre cultivo de ajo (Allium sativum L.) y Sharma et al. (2010) en
experimentos con plantas de colza (Brassica napus L.) observaron disminuciones en el
contenido de fendlicos al aumentar las dosis de Se. Elguera et al. (2013) a dosis superiores
a 0,5 mg Se mL! observaron una reduccién de la actividad antioxidante de los compuestos
fendlicos en Lepidium sativum L.

Sin embargo, algunos autores destacan la capacidad del Se de incrementar el
contenido de fendlicos, Bachiega et al. (2015) aumentaron un 12% el contenido de estos
compuestos en tratamientos con Se durante diferentes estadios fenoldgicos de brécoli.
Gasecka et al. (2015) aumentaron la produccién de compuestos fendlicos y flavonoides en
hongos comestibles (Pholiota sp y Pleurotus sp) creciendo en sustratos suplementados con
sales de Se. Similares respuestas encontraron Zhao et al. (2016), enriqueciendo con Se
cultivares de té (Camellia sinensis L.) y Saffar Yazdy et al. (2012) en espinaca (Spinacia
oleracea L..).

Por lo tanto, los efectos del Se pueden ser muy disimiles, dependiendo de la especie
vegetal, variedad y procesos de biofortificacion entre otros factores, se pueden lograr
resultados promisorios relativos a la acumulacién de Se en los tejidos, pero producirse
interacciones con el metabolismo del vegetal que determinen reducciones considerables en
la produccién de otros compuestos, afectando la calidad nutracéutica de los cultivos en
general (Poldma et al., 2011; Sharma et al., 2010, Elguera et al., 2013), y en brécoli la
produccién de componentes bioactivos como fendlicos y glucosinolatos en particular

(Robbins et al., 2005).

I11.3.2. Contenido de clorofilas y carotenoides

II1.3.2.1. Contenido de clorofila a, b y total
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El contenido de clorofila a, b y total no presentaron cambios para los diferentes
tratamientos con Se, algunos cultivares mostraron una tendencia a presentar un mayor
contenido de clorofilas en el tratamiento testigo (Se0) en relacion al resto. En los cultivares
regados con EUT los tratamientos de Sel100 manifestaron los niveles mds bajos para estos

parametros (Figura I11.3).
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Figura III.3. Contenido de clorofila a, b y total segtin las dosis de Se aplicada para los distintos
cultivares y tipo de agua de riego. Diferentes letras en un mismo cultivar indican diferencias

significativas segin test de LSD Fisher (p< 0,05).
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El metabolismo del Se estd estrechamente relacionado con el metabolismo del
nitrégeno en las plantas (Abbas, 2012), la asimilacién del Se en las plantas interviene en
las vias metabdlicas del nitr6geno, constituyente principal de la molécula de clorofila
(Malagoli et al., 2015).

Dong et al. (2013) aumentaron el contenido de clorofila a y b en plantas de Lycium
chinense L. fertilizadas con Se. Por su parte, Khalid ef al. (2017) en ciboulette (Allium
schoenoprasum L.) determinaron que una dosis de 3 y 6 mg Se L', produjo el mayor
contenido de clorofila b, dosis mas elevadas no tuvieron efecto.

Palencia et al. (2016) obtuvieron efectos beneficiosos del Se en frutilla (Fragaria x
ananassa Duch) sobre el contenido de clorofilas en las hojas viejas, no asi en las hojas
nuevas de las plantas, que no presentaron diferencias en relacién al control.

Sin embargo, Saffar Yazdy et al. (2012) en espinaca (S. oleracea L.) incrementaron
los niveles de clorofila a y clorofila b en un 87 y 165%, sélo a dosis bajas de selenato de
sodio, a razén de 1 mg L, pero cuando aumentaron los niveles de Se a 10 mg L, los
efectos sobre la produccion de clorofilas fueron negativos, obteniendo valores inferiores al
control sin Se, estas respuestas fueron similares a las obtenidas en este estudio.

Haghighi et al. (2016) en pepino (Cucumis sativus L.) no encontraron efectos de la
adicion de Se sobre el contenido de clorofila y la tasa de fotosintesis.

Un aumento en el contenido de clorofilas puede atribuirse al efecto de proteccion
que ejerce el Se sobre enzimas del cloroplasto, y por lo tanto, se estimula la biosintesis de
pigmentos fotosintéticos (Pennanen et al., 2002). No obstante, ante concentraciones muy
elevadas de Se se produce un efecto adverso sobre la produccién de porfobilindgeno
sintetasa, una enzima fundamental para la biosintesis de clorofila (Padmaja et al., (1995).

Por ende, es sumamente importante considerar que los efectos positivos o negativos
del Se con el metabolismo de los pigmentos fotosintéticos depende notablemente de su
concentraciéon (Malagoli et al, 2015), existiendo un limite muy estrecho en esta

interaccion (Kaur et al., 2014).

II1.3.2.2. Carotenoides

El nivel de carotenoides presentd una respuesta similar a la obtenida en los analisis
del contenido de clorofilas, sin resultados significativos en los tratamientos con Se (Figura
I1.4). Los resultados coinciden con los encontrados por Lefsrud et al. (2006) en kale

(Brassica oleracea L. var. acephala), que no observaron cambios en la acumulacion de
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pigmentos carotenoides aplicando soluciones de selenato y selenato hasta una dosis
méxima de 3,5 mg Se L''. Manion et al. (2014) en estudios sobre berro (N. officinale R.
Br.) los niveles de beta caroteno y luteina se vieron afectados negativamente en respuesta
al aumento de Se, los mismos resultados encontr6 Abbas (2012) en sorgo (Sorghum

bicolor L.).
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Figura I11.4. Contenido de carotenoides segtn las dosis de Se aplicada para los distintos cultivares y tipo
de agua de riego. Diferentes letras en un mismo cultivar indican diferencias significativas segun test de
LSD Fisher (p<0,05).

Sin embargo, algunas investigaciones presentan tendencias opuestas, Dong et al.
(2013) en estudios sobre L. chinense L. biofortificadas con Se, lograron incrementos
notables en los niveles de carotenos, en el orden de 200 a 400%. De igual forma, Astaneh
et al. (2018) en ajo (A. sativum L.) y Khalid et al. (2017) en ciboulette (A. schoenoprasum
L.).

I11.4. Contenido de proteina soluble y total

Los resultados mostraron una mejora en el contenido de proteinas en los
tratamientos con Se, algunos cultivares manifestaron aumentos en promedio de un 5 a 10%
para Se50, y hasta un 15% para Sel00, pero no podria afirmarse que el Se estimuld
efectivamente la sintesis de proteinas, ya que estas diferencias no fueron significativas, a

excepcion del cultivar C2 regado con EUT (Figura IIL.5).
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Hartikainen et al. (1997) lograron mejoras en los niveles de proteinas en ryegrass
(Lolium perenne L.) y lechuga (Lactuca sativa L.) con la adicién creciente de 8, 16 y hasta
33 ug Se kg™! de suelo. Hu et al. (2001) aumentaron la cantidad de amino4cidos esenciales
y proteinas en plantas de té (C. sinensis L.) enriquecidas con Se, Herndndez Castro et al.
(2015) en acelga (Beta vulgaris L.) obtuvieron similares resultados.

Algunas investigaciones reportan que un aumento en los niveles de proteinas es
dependiente del tipo de sal de Se utilizada como fertilizante, muchas plantas asimilan al Se

principalmente como selenato, y en mucho menor grado como selenito (Broadley et al.,
2006).
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Figura IIL.5. Contenido de proteina soluble y total segtin las dosis de Se aplicada para los distintos
cultivares y tipo de agua de riego. Diferentes letras en un mismo cultivar indican diferencias

significativas segin test de LSD Fisher (p< 0,05).
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En brécoli, Borghese y Stoffel (2017) encontraron diferencias del 85% de proteina
soluble respecto a un control sin Se cuando aplicaron selenato de sodio, sin embargo, no
lograron efectos al utilizar selenito de sodio. Munshi ef al. (1990) lograron resultados
positivos en papa (Solanum tuberosum L.) aplicando al suelo 11,2 kg ha! de selenito de
sodio, pero a dosis mas elevadas no lograron incrementar el contenido de proteinas.

Cuando el Se es suministrado en las plantas se transforma en Se orgdnico para
incorporarlo en las biomoléculas, siguiendo la ruta metabdlica del azufre en la formacién
de selenocisteina, que luego se incorpora como selenometionina, y finalmente pasa a
proteinas (White et al., 2004; Herniandez Castro et al., 2015). La biofortificacién
agrondémica de las especies de Brassica sp con Se puede mejorar la calidad nutritiva al
aumentar la fraccion de proteinas, principalmente una cantidad significativa de
selenometionina (Seppénen et al., 2010).

Numerosos estudios han demostrado que a través de la aplicaciéon de Se en
pequeinas cantidades es posible aumentar el contenido de proteinas en varios cultivos, y la
eficacia de este proceso depende de la especie, las sales de selenio y su forma de aplicacién

(Mao et al., 2014).

II1.5. Contenido de solidos solubles

El contenido de sélidos solubles no se modificé significativamente ante el agregado
de Se, por lo tanto, no se evidenciaron efectos de los tratamientos sobre este pardmetro de
calidad de brdcoli (Figura I11.6).

Estos resultados son consistentes con los obtenidos por Zhao et al. (2016) quienes
en estudios sobre cultivares de té (C. sinensis L.) enriquecido con Se concluyeron que el
contenido de sélidos solubles no fue sensible al suplemento de Se.

No obstante, otros autores encontraron efectos positivos y negativos, Turakainen et
al. (2004) mediante la adicién de Se retrasaron el envejecimiento en estolones y raices de
papa (S. tuberosum L.) provocando un aumento considerable en el contenido de azicares
solubles y almidén. Palencia et al. (2016) lograron resultados similares en frutilla (F. x
ananassa Duch). Zhu et al. (2018) con la aplicacion foliar de 1 mg L' de selenato de sodio

aumentaron el contenido de azucares solubles (glucosa y fructosa) en tomate.
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Figura II1.6. Contenido de sélidos solubles segtin las dosis de Se aplicada para los distintos cultivares y
tipo de agua de riego. Diferentes letras en un mismo cultivar indican diferencias significativas segun test

de LSD Fisher (p<0.05).

Sin embargo, Pezzarossa et al. (2012) con la adicién foliar 1 mg L' de selenato de
sodio en durazno (Prunus persica L.) resultdé en un aumento significativo en la
concentracion de Se en hojas y frutos, produciendo una disminucién en el contenido de
s6lidos solubles en frutos. Abbas (2012) a una concentracién de 12 mg Se L', obtuvo un
menor contenido de sélidos solubles en sorgo (Sorghum bicolor L.) respecto al control, lo
mismo encontraron Sharma et al. (2010) en colza (B. napus L.).

El Se es un nutriente esencial para los animales y el hombre, pero su rol en las
plantas necesita una mayor exploracion (Kaur er al., 2014). Las investigaciones
desarrolladas hasta ahora ponen de manifiesto las complejas interacciones que ocurren en
el metabolismo vegetal durante la produccién de compuestos bioactivos o nutracéuticos, y
como los intentos de maximizar un componente como el Se podrian generar interacciones
inesperadas que afecten la sintesis de otros compuestos organicos.

En brocoli, se reportan efectos beneficiosos del Se a bajas dosis de fertilizacién
(Finley et al., 2005; Elguera et al., 2013) pero puede tornarse perjudicial e incluso toxico
en niveles mds altos. Estas afirmaciones se manifestaron en los resultados del presente
estudio, las aplicaciones de Se mostraron algunos resultados positivos sobre la produccién

de biomasa, se logro una elevada respuesta en la acumulacion de Se en pellas, sin embargo,
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no se observé una mejora en los niveles de compuestos fendlicos totales, proteinas,
clorofilas, pigmentos carotenoides y contenido de s6lidos solubles.

Los programas de biofortificacion con Se deben prestar especial atencion a las
interacciones entre el Se y las principales vias metabodlicas de la planta, evaluando los
efectos reciprocos o antagénicos de esas interacciones (Malagoli et al., 2015), y asi realizar
los ajustes necesarios para potenciar la capacidad nutracettica de vegetales como el

brocoli, y evitar resultados desfavorables.
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ITII. CONCLUSIONES

La aplicacion foliar de Se estimuld una mayor produccion en MS de hojas, pella y
total s6lo en los cultivares C1 y C2 regados con EUT.

El contenido de Se en las pellas de brdcoli aumentd significativamente en los
tratamientos, siendo estos valores crecientes a medida que se incrementd la dosis
aplicada de 50 a 100 g ha™! de Se.

No se manifestaron cambios significativos en los niveles de compuestos fendlicos
totales, proteinas, clorofilas y carotenoides y contenido de sélidos solubles ante las

aplicaciones de Se.
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CONCLUSIONES GENERALES

El aporte de agua y nutrientes mediante el riego subterrdneo con EUT mejor6 la
produccién de biomasa aérea en algunos cultivares de brdcoli, la calidad de las pellas e
incrementd el rendimiento total en todos los cultivares, siendo éstas aptas para su
consumo en fresco, ya que los andlisis microbioldgicos y parasitolégicos demostraron

ausencia de patdgenos perjudiciales para el ser humano.

El riego con EUT no seria determinante para mejorar de manera contundente la calidad
nutracéutica de brdcoli, tuvo sélo incidencia positiva en la sintesis de compuestos
fendlicos de algunos cultivares, sin embargo, no aument6 la sintesis de otros

compuestos de interes como carotenoides, proteinas, clorofilas y sélidos solubles.

La fertilizacién con Se aumento significativamente el contenido de este elemento en las
pellas de brécoli y estimulé una mayor produccidon de biomasa en algunos cultivares, no
obstante, no se manifestaron cambios significativos en la sintesis de compuestos

nutracéuticos.
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DISCUSIONES GENERALES

La utilizaciéon de Efluentes Urbanos Tratados (EUT) permitié confirmar que
constituye una oportunidad de aprovechamiento muy importante para el riego de brécoli,
teniendo en cuenta que no sélo aporté el agua necesaria para el ciclo biolégico de las
plantas, sino también represent6 una fuente de nutrientes adicionales para el crecimiento y
desarrollo del cultivo segtn lo afirmado por Crespi et al. (2009); D’andrea et al. (2014).

El brécoli es una de las hortalizas de mayor valor nutricional por unidad de peso, lo
que se respalda por los numerosos estudios citados en esta tesis, que han demostrado que
su consumo regular reduce el riesgo de padecer determinadas enfermedades (Finley e? al.,
2000; Zeng et al., 2003), sus efectos beneficiosos se atribuyen a la presencia de nutrientes
antioxidantes en su composicion, que hacen de esta hortaliza un alimento funcional o
nutracéutico. Ademads, el brécoli posee la capacidad de acumular Selenio (Se) en sus
tejidos, un mineral esencial para la proteccion contra el dafio oxidativo de las células
humanas, y muchas veces deficitario en la dieta (Borghese y Stoffel, 2017).

En esta tesis se estudiaron durante dos afos los efectos de utilizar EUT sobre
parametros de produccién, sintesis de compuestos nutracéuticos, calidad e inocuidad de
pellas en diferentes cultivares de brdcoli. Ademads, se analizé el posible efecto de la
biofortificacion del cultivo mediante aplicaciones foliares con Se, midiendo su capacidad
para acumular este elemento, y los efectos que el mismo representd sobre la fisiologia y
sintesis de compuestos nutracéticos.

Los resultados obtenidos en este trabajo permitieron confirmar que el uso de EUT
para el riego de brécoli aumenté la produccion de materia seca de las plantas, lograndose
pellas de mayor didmetro y peso. En coincidencia con lo expresado por Moscoso (1995),
estos resultados sugieren que el aporte de nutrientes en las formas solubles que contienen
los efluentes tendria una incidencia positiva sobre el crecimiento y desarrollo de brdcoli.

En funcién de las ldminas de riego aplicadas y las caracteristicas analiticas de los
EUT, se logré aportar una considerable cantidad de N, debido a una importante presencia
de este elemento en los EUT, aunque en menor medida resultaron los aportes de P y K, en
comparacion a los cultivares regados con AC. Esto seguramente incidid sobre los
aumentos en produccién de materia seca observados, asi como también, la mejora en los
rendimientos en fresco y seco de las pellas.

Durante el proceso de depuracion y obtencion del EUT, no se detect6 la presencia

de metales pesados como cadmio, plomo, cromo, cobalto o niquel que pudieran ser
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perjudiciales no sélo para las plantas, sino para el ambiente de cultivo. Esto concuerda con
lo aseverado por Rosas Rodriguez (2001); Gémez Alvarez et al. (2004), dado el origen
urbano de los EUT.

No obstante, seria aconsejable realizar un monitoreo frecuente de la calidad
quimica de este tipo de aguas, como también la posible acumulacion de elementos en el
suelo que puedan alterar su composicion fisico-quimica, o bien provocar algin tipo de
contaminacién puntual, como podria ocurrir con el nitrégeno que se detectd en
concentraciones significativas, y no se abordé con mayor profundidad en este estudio. En
este sentido, segtin lo planteado por FAO (2013), podria considerarse la posibilidad de
resolver este problema a través de tratamientos terciarios del agua residual que permitan
eliminar contaminantes especificos como el nitrégeno en su forma nitrica cuando su
concentracion sea excesiva para el aprovechamiento de los cultivos.

En relacién al efecto del uso de EUT sobre la produccion de compuestos bioactivos
para mejorar la calidad nutracettica de brécoli, no se observaron evidencias contundentes
que permitan afirmar que este tipo de agua lograria aumentar su calidad nutricional. Sin
embargo, y como un efecto positivo desde el punto de vista de la nutricion humana, se
pudo medir un aumento en el contenido de compuestos fendlicos en algunos cultivares de
brécoli. Luego, los resultados que se obtuvieron al evaluar el contenido de clorofilas,
carotenoides, proteinas y sélidos solubles, no mostraron respuestas significativas al uso de
EUT.

A pesar de haberse aportado una dosis importante de nitrégeno con los EUT, lo que
podria estimular un aumento en los niveles de clorofila, o también en el contenido de
proteinas, ya que este elemento es un constituyente estructural de estos biocompuestos,
esto no se vio reflejado en los resultados. Algunos autores reportan efectos similares a los
obtenidos aqui, como asi también, muchas investigaciones dan cuenta de efectos negativos
utilizando aguas residuales para riego sobre la calidad nutricional de diferentes cultivos
(Gupta et al., 2010; Hashem et al., 2013), poniendo de manifiesto la influencia de
multiples factores genéticos y ambientales sobre las complejas interacciones del
metabolismo vegetal que determinan la sintesis de estos biocompuestos.

El uso de EUT en cultivos de consumo directo como brocoli, determinan la
necesidad imperiosa de evaluar su inocuidad al momento de la cosecha, y en este sentido,
los andlisis realizados durante este estudio arrojaron resultados favorables para el uso de
este tipo de aguas, ya que se pudo demostrar la ausencia de microorganismos perjudiciales

para el ser humano tales como Escherichia coli, Salmonella sp., larvas y estructuras
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parasitarias sobre las pellas frescas. Los niveles medidos resultaron inferiores a los limites
de tolerancia establecidos en el Cédigo Alimentario Argentino (CONAL, 2018), logrando
asi un producto apto para su consumo en fresco. Esta situacion puede en gran medida
resultar del proceso de depuracion de los efluentes crudos mediante las lagunas
facultativas, en donde se logr6 una notable disminuciéon de la presencia de
microorganismos y pardsitos patégenos, alcanzando niveles inferiores a los umbrales
permitidos por directrices internacionales para el riego de este tipo de cultivos (OMS,
2006; DOUE, 2017). Sin embargo, no se pudieron alcanzar los umbrales mas estrictos que
plantean las directrices de la provincia de Cérdoba (Ministerio de Agua, Ambiente y
Servicios Publicos, 2016). En consecuencia, esto determina la necesidad de intensificar los
procesos de tratamiento de los efluentes, o aplicar otro tipo de tecnologia a los fines de
poder cumplir con la normativa local vigente.

A pesar de que la presencia de microorganismos patégenos se considera como uno
de los principales inconvenientes del uso de aguas residuales tratadas, el empleo de un
sistema de riego subterrdneo, como el que se utilizd en este estudio, minimizé en gran
medida los riegos de contaminacién ambiental y del propio cultivo de brdcoli, segin lo
propuesto por Lucas y Alarcén (2018), evitando el contacto directo de las aguas residuales
con el producto comestible, ya que durante todo el desarrollo del experimento los niveles
de humedad observados en la superficie del suelo fueron muy bajos.

Asi pues, se demuestra la viabilidad de usar EUT en riego de cultivo de brécoli,
sobre todo si se considera que este cultivo posee una demanda hidrica elevada, y se realiza
en sistemas horticolas cercanos a los centros urbanos, donde la produccién de efluentes es
considerable y se torna necesario priorizar el uso de agua dulce para el abastecimiento
publico.

Por otra parte, en el presente estudio se evalud la biofortificaciéon de brécoli con Se
y su posible influencia sobre las propiedades nutracéuticas, dado que, a través de los EUT
no se lograria un efecto biofortificante, ya que la concentracién de este elemento es
insignificante, se utilizaron soluciones de Selenito de Sodio mediante aplicaciones foliares,
con el objetivo de lograr un alimento de caracteristicas superiores y ademds encontrar
mecanismos alternativos que permitan aportar este elemento esencial para el organismo,
muchas veces deficiente en la dieta de la poblacion.

Los resultados obtenidos fueron muy promisorios con respuestas significativas en
todos los cultivares ensayados, con una dosis de 50 g ha™! se obtuvieron aumentos notables

en el contenido de Se de las pellas, y al duplicar la dosis a 100 g ha se mantuvo est4
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correlacion positiva favorable. Asimismo, se incrementd también el contenido de materia
seca de los cultivares fertilizados con Se. Estos resultados permitieron confirmar las
aseveraciones que dan cuenta de la elevada capacidad que posee el brdcoli para acumular
este elemento en sus tejidos (Ramos et al., 2001), lo cual lleva a pensar en su
biofortificacion como una estrategia vélida para lograr asi un alimento enriquecido y de
alto valor nutricional.

Por otra parte, es importante remarcar que el empleo de aplicaciones foliares para
enriquecer brocoli con Se como las empleadas en el estudio, podria constituir una técnica
mucho més eficiente que otros métodos de fertilizacion, como puede ser la incorporacién
al suelo o sustrato de cultivo, donde no se tendria certezas sobre su efectiva absorcién por
parte de las plantas, dadas las bajas concentraciones que deben utilizarse y los multiples
procesos de interaccién que pueden ocurrir con las particulas coloidales del suelo.

Finalmente, si bien algunas investigaciones afirman que aumentar el contenido de
Se en brdcoli podria tener incidencias positivas en la produccién de compuestos
nutraceudticos (Borghese y Stoffel, 2017), en muchos estudios las respuestas han sido
heterogéneas. En este sentido, los andlisis efectuados en esta investigacién demostraron
que la acumulacién de Se no produjo cambios significativos en el contenido de compuestos
fendlicos, clorofilas y carotenoides, proteinas y sélidos solubles. Por lo cual, al desarrollar
programas de biofortificacion con Se deberia considerarse las interacciones que puede
tener el Se en el metabolismo de brécoli, evaluando sus posibles efectos reciprocos y/o

antagoénicos sobre otras cualidades nutritivas en el cultivo.
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ANEXOS

PLANTA DE TRATAMIENTO
Y REUTILIZACION DE |

EFLUENTES URBANOS

Planta Piloto de Tratamiento de Efluentes Urbanos

Primer Laguna Facultativa Segunda Laguna Facultativa

Laguna de Maduracion Macrdéfitas flotantes (Lemnas sp)
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Estacién de bombeo de EUT y AC Inicio de los trabajos de instalacién del riego subterraneo

Demarcacién de la parcela experimental Colocacién de la tuberfa integrada de goteo subterraneo

Instalacion de los cabezales de riego con EUT y AC Regulador de presion del equipo de goteo
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Produccioén de plantines en bandejas de germinacién Trasplante a la parcela experimental
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Parcela de brocoli. 50 ddt

Parcela regada con AC (izq.). Riego con EUT (der.) Parcela de brdcoli préoxima a cosecha (afio 2016)

Pella de brécoli. Cultivar Green Pia Inicio de cosecha de la parcela experimental (afio 2016)
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EFLUENTE URBANG
TRATADO
Hibrido: MATSURL

Evaluacion de resultados de produccién en laboratorio Comparativa de resultados (afio 2016).

Toma de muestras para determinaciones analiticas Muestras congeladas a -80 °C en ultrafrezzer

Preparacion de la muestras (molienda en frio) Acondicionamiento de las muestras
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Aplicacién foliar de Selenio

Plantas de brécoli. Cultivar Matsuri (afio 2017) Mediciones de biomasa de cultivo (afio 2017).

Espectrofotémetro utilizado en las determinaciones Refractémetro para la determinacién de °Brix
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