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RESUMEN

Se evaluo el contenido de hierro, calcio y magnesio en semillas secas de lenteja (Lens
culinaris) y durante el proceso de germinacion hasta los 10 dias. La germinacion se llevo a
cabo mediante un proceso de hidroponia, especificamente en aeroponia. La misma tuvo lugar
en un invernadero con ventilacion y riego por aspersidon controlado. Cada dos dias se
extrajeron muestras y se analizaron los minerales por extracto clorhidrico. Las
concentraciones de calcio y magnesio se obtuvieron por método colorimétrico y la
concentracion de hierro por analisis espectrofotométrico a 490 nm de longitud de onda. Se
obtuvieron valores de concentracion de los minerales similares los expresados en diferentes
tablas de composicion de alimentos. La concentracion de hierro durante el tiempo de
germinacion no varié significativamente (p-valor=0,269). La concentracion de calcio y
magnesio varidé durante la germinacion y se pudieron plantear dos modelos para su prediccién.
Como aporte se realizd6 el desarrollo del proceso automatizado para la obtencién de
germinados y brotes con aeroponia.
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1. INTRODUCCION

1.1.1. ESTADO NUTRICIONAL DE LOS ARGENTINOS RESPECTO AL HIERRO,
CALCIO Y MAGNESIO

1.1.2. HIERRO

La deficiencia nutricional de hierro en nuestro pais es elevada a pesar que presenta
uno de los més altos consumos de carne, especialmente rojas, en el mundo (50kg/hab/afio)
con una disponibilidad promedio de hierro de 140% segun las Hojas de Balance de los
Alimentos. Aun asi, se han observado resultados de insuficiente ingesta de hierro, causa
principal de anemia segun el Ministerio de Salud de la Nacién, (MSN, 2016, pag.77). El
diagnéstico lo realizé un equipo compuesto por profesionales de diferentes areas en el marco
de la elaboracion de la Guia Alimentaria para la Poblacion Argentina (MSN, 2016).

Los resultados reflejan que las alteraciones nutricionales mas prevalentes en la
infancia son anemias (16,5% de nifios/as de 2 a 5 afios y escolares) y baja talla para la edad
(4,2%). En la poblacion preescolar se encontré un déficit de hierro en 16,5% de nifios de 6 a
72 meses y déficit de Vitamina A en 14,3% de los nifios entre 2 y 5 afios. En mujeres de 19 a
49 afios se presenta el 18,7% de la poblacién con déficit de hierro, 18% con anemia, 11,9%
con déficit de Vitamina B12 y 0,8% de folatos.

Los resultados de la Encuesta Nacional de Nutricién y Salud de 2007 (ENNyS, Plan
Federal de Salud, Ministerio de Salud de la Nacién) revelan que la mediana de ingesta de
hierro fue de 12,43 mg, siendo la minima ingesta de 11,85 mg y la maxima de 13,14 mg. Se
valor6é ademas la ingesta de hierro heminico, con una mediana nacional de 0,92 mg de entre
0,84 y 0,95 mg ingeridos, y del hierro biodisponible de la dieta se obtuvo una mediana de 0,69
mg entre 0,61 y 0,75 mg. (MSN, 2016). Estos valores no superan, en promedio, la cobertura
del requerimiento de ingesta diaria de hierro (18 mg/dia, segin consenso para la poblacion
argentina, MSN, 2016).

La falta de relacién entre el alto consumo de carnes rojas (47 kg/hab/afio, diagnéstico
arrojado en el 2011) (MNS, 2016) y la presencia de anemia, puede deberse al bajo consumo
de frutas y verduras, fuente de acido ascorbico y otros compuestos que favorecen la absorcion
de hierro heminico. Segun la Tercer Encuesta Nacional de Factores de Riesgo para
enfermedades no transmisibles de la Direccion de Promocién de la Salud y Control de
Enfermedades No Transmisibles Ministerio de Salud de la Nacion del 2013 (ENFR, 2013), el
promedio diario de porciones de frutas o verduras consumidas fue de 1,9 porciones por
persona, cantidad que se encuentra muy por debajo de la recomendacion de 5 porciones
diarias- En Argentina 34,7% de la poblacion consume frutas diariamente, el 35,9% come
verduras y el 4,9% consume diariamente 5 porciones de frutas y verduras. (MSN, 2016)

1.1.3. CALCIO

Con respecto al consumo de calcio se encontr6é que la mediana fue de 367 mg, con un
consumo minimo de 273 mg y un maximo de 406 mg. La Ingesta Adecuada o Recomendada
(IA) para una dieta de 2000 kcal/dia, es de 840 mg/dia. En una muestra nacional el porcentaje
de mujeres con ingesta menor a la 1A de calcio fue de 94,3%, siendo en el NOA del 97,8% y
92,3% en la region pampeana. Aballay! (2012), estudi6 la ingesta de calcio aportada por
alimentos en mujeres y observé que el 50% no superaba 734mg (ABALLAY y cia, 2012).

Los principales alimentos fuente de calcio son los productos lacteos como leche, queso
y yogurt, pero existen también fuentes no lacteas importantes por el aporte de vitamina D
necesaria para la absorcion del mineral. Estas fuentes son las verduras de hoja verde oscuro
como la espinaca y el brocoli, algunos pescados, legumbres y frutos secos.

1 Aballay R. La obesidad en Cordoba: estudio de su prevalencia e identificacién de factores
de riesgo [Internet]. Universidad Nacional de Cérdoba. FCM. Cérdoba, Argentina; 2012.




En el primer semestre de 2012 el consumo per capita? seguin productos fue del 58%
de leche fluida (esterilizada, pasteurizada y chocolatada), 16% de quesos (con un mayor
consumo de pasta blanda, seguidos de los de pasta semidura en un 13%, los de pasta dura
5% y los fundidos en un 1%), 16% yogurt, 5% dulce de leche, 4% leche en polvo (entera y
descremada), 2% postres y 0,2% leche condensada. Segun datos de la Hoja de Balance de
Alimentos el calcio constituye desde hace tiempo un nutriente critico (adecuacion de la
disponibilidad al requerimiento inferior al 80%), por lo que su consumo tampoco llega a cubrir
las necesidades.

1.1.4. MAGNESIO

El magnesio se presenta en los alimentos de origen vegetal y algunos de origen animal.
Como fuentes de magnesio tenemos: verduras de hoja verde (por ejemplo, espinaca y col
rizada), fruta (higos, aguacates, platanos y frambuesas), nueces y semillas, legumbres
(porotos negros y garbanzos), verduras (arveja, brocoli, col, chaucha, alcaucil, espéarrago, col
de Bruselas), salmon, atan, granos integrales (arroz integral y avena), cacao crudo, chocolate
oscuro, tofu y algas.

El bajo consumo de vegetales supone el no cumplimiento de las necesidades de este
micronutriente, siendo su IA 320 mg/dia para mujeres, 400 mg/dia para hombres,
embarazadas y adolescentes. Durante el relevamiento para las Guias Alimentarias para la
Poblacion Argentina (2016) no se ha realizado un estudio del consumo o el estado nutricional
respecto al magnesio en la dieta.

1.2. LEGUMBRES

En el plan alimentario promedio se ha jerarquizado a las legumbres para aumentar su
consumo, para ello el plan contiene herramientas practicas para incluirlas en la dieta. En este
sentido la FAO y el Ministerio de Salud de la Nacion recomiendan aumentar las ingestas de
vegetales y en concreto de legumbres secas y porotos, por proporcionar nutrientes y
compuestos fitoquimicos con efectos beneficiosos para la salud. Asimismo, observan que
bastan alrededor de 90 g de porotos alubias o lentejas secas para proporcionar mayores
ingestas de fibra, proteina, acido folico, cinc, hierro y magnesio con un menor aporte de grasa
(saturada y total), lo que respalda la recomendacion realizada. Las legumbres, econdmicas y
ricas en nutrientes contribuyen a mejorar la calidad de la dieta (Mitchel, 2009).

Las legumbres son plantas que pertenecen a la familia Fabacea, que se caracteriza
porque en ella se encuentran numerosas especies cuyas semillas son utilizadas en la
alimentacién humana. En el Codex Alimentarius se consideran como mas relevantes el poroto
de Phaseolus spp., lentejas de Lens culinaris medicinalis o Lens esculenta, arvejas de Pisum
sativum, garbanzos de Cicer arientinum, habas de Vicia faba y poroto negro o caupi de Vigna
unguiculata.

Son una buena fuente proteica e interesan por su bajo contenido lipidico y el tipo de
fibra dietética. Otros aspectos de interés son su adaptacion a suelos y climas poco favorables
y su papel en la rotacion de cosechas por su capacidad para fijar nitrégeno al suelo, gracias
a la simbiosis con diversas bacterias radiculares. Las zonas de cultivo con altitudes superiores
a 800 m ofrecen excelentes condiciones para el desarrollo de la lenteja en siembras realizadas
desde el mes de abril hasta la segunda quincena de Mayo. Cuanto mayor es el periodo de
exposicion de las semillas a ambientes adversos, como los de temperatura y humedad
elevadas, mayor es la tasa del deterioro de la semilla (Binotti Et Al., 2008). Los efectos de la
germinacion sobre la composicidn quimica, aspectos nutricionales y caracteristicas
sensoriales varian con las especies, cultivares vegetales y las condiciones de germinacion de
las semillas (Ellis Et Al., 1986; Ellis; Barrett, 1994).

Las semillas de plantas leguminosas son clave en la seguridad nutricional de grandes
grupos poblacionales. Constituyen la principal fuente de proteinas en muchos paises en

2 El consumo per capita esta calculado con los datos de poblacién mensualizados. Lacteos — M.A.G. y
P. Nacién
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desarrollo, en especial entre los grupos mas pobres, que obtienen las proteinas y la energia
de fuentes vegetales, mientras que, en los paises desarrollados donde el consumo de
legumbres estaba disminuyendo con los afios, la incorporacién de alimentos saludables ha
favorecido el incremento de su consumo.

1.2.1. COMPOSICION DE LAS LEGUMBRES

En la composicién de las legumbres interesa destacar los contenidos de proteinas,
hidratos de carbono de asimilacion lenta, minerales (calcio, hierro, cinc), fibra y algunos
componentes bioactivos minoritarios.

La fraccion proteica més abundante son las globulinas, solubles en soluciones salinas,
relativamente pobres en aminoacidos azufrados (metionina, cisteina y triptéfano), pero con
contenidos de lisina muy superiores a los de los granos de cereales, de forma que
leguminosas y cereales se complementan en el aporte proteico. En dicha complementacion
influyen también los contenidos de amino&cidos secundarios limitantes (treonina en los
cereales y triptéfano en las legumbres). Las deficiencias de aminoacidos esenciales
tradicionalmente se han superado incluyendo las legumbres en platos que contienen cereales.

Se consideran excelentes fuentes de almiddn de digestion y asimilacion lenta. El indice
glucémico de las legumbres es bajo y esto contribuye de forma beneficiosa al control de la
glucemia posprandial y el metabolismo lipidico; por lo tanto, son adecuadas también en la
dieta del diabético y de interés para la disminucion del riesgo de enfermedades
cardiovasculares (Hawkins y otros, 2005; Riskalla y otros, 2002). En los obesos las comidas
con bajo indice glucémico aumentan la saciedad y facilitan el control de la ingesta alimentaria.

Las leguminosas tienen alto contenido en minerales pero de biodisponibilidad baja ya
gue se unen a los fitatos, compuestos que constituyen el principal inhibidor de la absorcién de
hierro y cinc. Algunas leguminosas tienen ademas contenidos importantes de polifenoles que
inhiben la absorcion de hierro. Se han estudiado las maneras de eliminar eficientemente los
fitatos y, probablemente, también polifenoles durante el procesado/elaboracion de los
alimentos aumentando la actividad de las fitasas y enzimas que degradan estos compuestos
de los vegetales o afiadiendo preparaciones de enzimas. El remojo, la germinacion, el
tratamiento térmico y la fermentacion pueden incrementar la actividad de las enzimas de las
legumbres (Greiner y otros, 2002).

Un reciente estudio (Trinidad y otros, 2010) con el objetivo de valorar los potenciales
beneficios para la salud derivados del consumo de legumbres concluyé que la
biodisponibilidad de los minerales varia en funcién de su concentracion, las interacciones
entre minerales y los contenidos de &cidos fitico y tanico. Ademas, propone en la conclusiéon
final la consideracion de las legumbres como alimento funcional.

El elevado contenido de fibra es otro de los aspectos de interés para su consumo. La
fibra alimentaria o dietética es una mezcla compleja de hidratos de carbono que estan
asociados a otros componentes distintos de éstos (proteinas, ceras, saponinas o
fitoesteroles). Sus propiedades fisicoquimicas producen efectos fisiolégicos beneficiosos para
la salud. Las “fibras solubles” forman geles viscosos en el intestino y afectan principalmente a
la absorcidon de glucosa y grasa, mientras que las “fibras insolubles” aumentan el volumen
fecal, tienen un efecto saciante al incrementar el tiempo de vaciado gastrico y disminuyen el
tiempo de transito intestinal, lo que favorece un efecto anticarcinogénico. El alto contenido de
fibra hace a las leguminosas recomendables en dietas de adelgazamiento y en el control de
la diabetes mellitus tipo 2 (Gray, 2006).

Se presentan en su composicibn numerosos compuestos bioactivos en pequefias
cantidades, pero que pueden tener efectos metabdlicos y fisioldégicos de interés. Algunos de
estos componentes (fitatos, galactooligosacaridos, inhibidores de proteasas, lectinas,
saponinas, etc.) se han clasificado como factores antinutricionales, pero en numerosos
estudios se ha reconsiderado el impacto beneficioso que pueden tener en la salud, por lo que
actualmente se los considera compuestos bioactivos. Algunos de ellos pueden tener un papel
en la prevencion de enfermedades. A modo de ejemplo, se mencionan los efectos
beneficiosos y perjudiciales de los fitatos y los galactooligosacaridos.
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Los galactooligosacaridos de alubias, garbanzos y lentejas tienen el inconveniente de
producir flatulencia y molestias intestinales, por lo que se tiende a seleccionar variedades con
elevado contenido proteico y pobres en galactooligosacaridos (Da Silva y otros, 2006). No
obstante, los a-galactésidos desempefian importantes funciones durante el desarrollo de
vegetales y semillas y tienen un efecto prebidtico al estimular de forma beneficiosa el
crecimiento y la actividad de bifidobacterias y lactobacilos en el colon humano. Ademas, al
ser fermentados por las bacterias intestinales producen compuestos (acidos grasos de cadena
corta) que inducen la muerte de células tumorales (Martinez, Frias, 2008).

En relacion con el acido fitico, debido a su efecto negativo en la biodisponibilidad de
los minerales de las leguminosas, se han estudiado distintos procedimientos para degradarlo
(coccidn, germinacion, fermentacion, remojo), pero desde hace unos afios este compuesto es
objeto de interés por sus efectos beneficiosos en la calcificacion y ,reduciendo la formacion
de calculos renales, los efectos en la glucemia y el perfil lipidico, las propiedades antioxidantes
y la potencial actividad anticarcinogénica (Schlemmer, 2009).

1.2.2. LAS LEGUMBRES EN NUESTRO PAIS

En nuestro pais, el Instituto de Estudios sobre Realidad Argentina y Latinoamericana
(IREAL) de la Fundacién Mediterrdnea, realizado entre los afios 2009 y 2010, analizé la
produccién, consumo y exportaciones sobre tres legumbres: los porotos, las arvejas y el
garbanzo. La produccién supera ampliamente el nivel de consumo interno, por ello el pais
coloca mas del 95% de la produccion en los mercados externos (el 80,7% del total de las
exportaciones de la cadena corresponde a porotos y aproximadamente el 97% de la
produccion de poroto seco se destina a exportacion).

En Argentina el consumo de legumbres es escasa, se ubica alrededor de los 120
gramos por habitante por afio, mientras que el promedio mundial se mantiene estable en
alrededor de 6 kg/persona/afio. Del volumen consignado, el 50% corresponde a lentejas, el
22% a porotos, alrededor del 18% arvejas y el 10% a garbanzos. Del total de porotos, la
variedad alubia es caracteristica de la gastronomia del norte argentino y en menor medida en
la zona centro y sur del pais (Min. Hacienda y Finanza Publicas de Argentina, 2016).

A pesar de su valor nutritivo, las legumbres no tienen el reconocimiento que merecen
debido a un grado insuficiente de innovacion para el desarrollo de productos que se adapten
alavida actual. A ello debe afiadirse la preferencia de muchos consumidores por las proteinas
animales, de mayor prestigio, mas faciles de preparar y con mayor aceptacién sensorial.

En los paises industrializados se observa un incremento en el consumo per cépita de
legumbres, lo que se atribuye a la conciencia sobre los beneficios para la salud. Los
contenidos elevados de proteinas de origen animal, generalmente acompafiados de grasa, de
las dietas en dichos paises estimulan a los consumidores a la bUsqueda de fuentes
alternativas de proteinas, con bajos contenidos de grasa. En este sentido las legumbres
constituyen una excelente alternativa y ofrecen la ventaja adicional de un buen aporte de fibra.

1.3. GERMINADOS

Una alimentaciéon saludable nos previene de ciertas enfermedades, por lo que
actualmente se valora mas la inclusién en nuestra dieta de alimentos que aporten algunos
compuestos bioactivos, entre ellos vitaminas que nos protejan de ellas, ademas de tener un
mayor valor nutritivo. Los germinados y brotes son alimentos caracterizados por haberse
mejorado en nutrientes en relacion al mismo alimento sin germinar, muy beneficiosos para la
salud debido a que contienen algunos antioxidantes como la vitamina C. (Bolivar A. y otros,
2009).

En muchos paises del mundo los germinados estan incluidos en la dieta, aunque en
otros no son tan frecuentes ni se conocen sus propiedades. Sin embargo, la germinacion
como fuente de alimentos es uno de los procesos mas antiguos utilizado desde hace siglos.
Se utiliza en los restaurantes chinos ya sea frescos, salteados, al vapor o hervidos, como
ingredientes en la elaboracion de platos como los “rollitos primavera”.

12



En China, en el afio 3000 a. C., el emperador Shen Nong Ben Cao Jing incentivaba a
su pueblo al consumo diario de germinados de legumbres. Chinos y japoneses germinaron
especialmente la soja, el denominado mung (Vigna radiata (L)) y la cebada para usarlos como
suplemento fijo en su alimentacién. En el Antiguo Egipto, las mujeres consumian germinados
aromaticos como los del fenogreco o alholva, ya que al transpirar emanaba el agradable olor
de este germinado. En occidente uno de los mejores navegantes del siglo XVIII, el capitan
Cook, usé una bebida fermentada a base de germinados de cereales para prevenir el
escorbuto (Ponce de Leén et al., 2011).

Los conceptos de semillas germinadas y brotes son diferentes. La semilla germinada
0 germinado se relaciona con el primer estadio post-germinacion. En esta etapa, dos a tres
dias de iniciado el proceso de germinacion, el germen comienza a transformar la reserva
nutritiva en el alimento vivo para ser asimilado por la nueva planta. En cambio, el brote
corresponde a un estadio mas avanzado de desarrollo, de cinco a siete dias, donde se
observa la presencia de radicula, vastago y clorofila, la pérdida de la cascara y la asimilacion
de casi toda reserva nutritiva (Marcos Hijo, 2005).

Antes del inicio de la germinacion, la semilla es una fuente de proteinas, carbohidratos
y a veces grasas, pero no de vitaminas. Por lo general, las semillas son duras y de dificil
digestion. Sin embargo, la germinacion y el crecimiento del embridon promueven una intensa
actividad metabdlica en la cual se producen varias reacciones quimicas, entre ellas, la sintesis
de las enzimas. También hay consumo de gran parte de carbohidratos y grasas
reaprovechados en la sintesis de vitaminas, azlcares, proteinas y sales minerales, siendo asi
de facil digestién y asimilacion (Egli; Tekrony, 1997).

Miranda et al. (2002) refieren que posiblemente la germinacion sea uno de los
procesos mas antiguos, econémicos y sencillos empleados para mejorar el valor nutricional
de granos de cereales y de leguminosas. Desde este punto de vista, la germinacion de éstas
y otras semillas presenta una considerable importancia y pueden llegar a ser una fuente
potencial de ingredientes alimenticios mas ricos en nutrientes. Entre las modificaciones en la
composicion, se pueden apreciar variaciones de los carbohidratos solubles y de las proteinas,
asi como un incremento de la vitamina C, lo que origina una mejora en el valor nutritivo de los
germinados (Davila et al., 2003 y Pamplona Roger, 1999). Se suele incrementar el contenido
de vitaminas del grupo B y sobre todo la vitamina C, mejorando la digestibilidad proteica,
reduciendo factores antinutricionales en las leguminosas, tales como inhibidores de
proteasas, acido fitico y lectinas, provocando una hidrélisis de oligosacéaridos (rafinosa y
estaquiosa), siendo éstos causantes de provocar flatulencia al consumirlos (Barcelos vy cia,
2002; Doblado y cia, 2007; Yang y cia, 2001).

Ademas de incrementar la biodisponibilidad de nutrientes, aumenta la palatabilidad de
ciertos alimentos. Durante la germinacion las semillas necesitan ciertas condiciones
ambientales favorables, como la presencia de oxigeno, luz, temperatura y humedad que
determinan el desarrollo del olor y el sabor de los germinados. Es la fase del desarrollo vegetal
mas rica en nutrientes facilmente digeridos y asimilados y corresponden, en sus
caracteristicas fisiol6gicas, a un proceso pre-digestivo. (Bressani y cia, 1984)

1.3.1. LOS BROTES Y GERMINADOS EN LA NORMATIVA ARGENTINA

En nuestro pais existe una tendencia al consumo de brotes y germinados de forma
regular. Ya se encuentran en el mercado algunos de estos productos de forma generalizada,
como son los brotes de soja, mal llamados de soja porque son en realidad lo cominmente
denominado soja verde (Vigna radiata), alfalfa, lenteja y otros menos comunes como brotes
de poroto aduki, poroto mung, chia, amaranto, arveja, fenogreco y otros. Tienen una amplia
aplicacion ya que pueden consumirse en fresco o como componente de productos preparados
como ensaladas, sopas, salsas y otros alimentos. Son aptos para el consumo del publico en
general y para su conservacion se recomienda la refrigeraciébn a una temperatura de 4°C.
Estos productos pueden también ser utilizados en la preparacion directa de otros alimentos o
también pueden ser deshidratados o escaldados. Su vida Gtil en refrigeracion es de un maximo
de 8 dias.

13



A la fecha el Codigo Alimentario Argentino define a los brotes en el articulo 820, dentro
del capitulo Xl “Alimentos Vegetales”, como ‘[...] “brotes de... (indicacion de especie)” se
designa a las plantulas desarrolladas hasta cotiledones abiertos, de distintas especies
vegetales frescas incluidas en este Codigo.[...]". Segun esta denominacion cualquier tipo de
brote puede ser consumido sin limites ni avisos en etiqueta. Mas adelante, en el articulo 852,
hace referencia a los brotes de alfalfa dentro de “HORTALIZAS- Hortalizas de hoja”, pero no
especifica ninguna caracteristica de éste u otro brote en todo el reglamento.

En cuanto a las normas microbiolégicas sobre los brotes no advierte nada especifico,
en el articulo 925 quater® plantea, en lo general, para las hortalizas y frutas frescas. De
acuerdo a esta especificacion, los brotes deberian obedecer a la norma para las hortalizas
frescas por su denominacion dentro de ese apartado, pero por su produccién y presentacion
al consumidor corresponderian a la normativa para las hortalizas minimamente procesadas,
enteras o cortadas, peladas o no, lavadas, tratadas (desinfectadas) o no y envasadas, listas
para consumir.

En contraposicion, frente a los hechos de intoxicacion ocurridos en el afio 2011 por la
ingesta de brotes contaminados®, la Unién Europea ha elaborado una reglamentacion
completa y especifica, no sélo para los brotes sino también para la produccion de semillas
destinadas a la producciéon de brotes (UE, 2013)°. Esta reglamentaciéon de ejecucién toma
como base un estudio realizado por la EFSA (European Food Safety Authority), el cual fue
publicado en el Journal EFSA en 2011, dando las pautas a las normativas hoy vigentes en la
Unién Europea en lo que respecta a denominacién, procedimiento, normas microbiolégicas,
trazabilidad y comercializacion (importacion) (EFSA, 2011).

1.3.2. EL PROCESO DE GERMINACION®

1.3.2.1. Estructura de las semillas

La semilla es el 6vulo fecundado, transformado y maduro. Constituye el 6rgano de
dispersién y perpetuacion de las angiospermas y representa la culminacion de la evolucién
reproductiva de las plantas. Esta se forma mediante la embriogénesis cigética, que

3 Articulo 925 quater — (Resolucion Conjunta SPRel N° 192/2012 y SAGyP N° 799/2012)

Las frutas y hortalizas deberan ajustarse a las siguientes normas microbiol6gicas:

2.- Vegetales minimamente procesados: Hortalizas y frutas frescas, enteras o cortadas, peladas o no, lavadas,
tratadas (desinfectadas) o no y envasadas, listas para consumir.

Parametro Criterio microbiolégico Método de referencia (1)

E.coli NMP/g n=5c¢c=0m=<0.3 BAM-FDA: 2002, método 1 o Il
ISO/TS 16649-3:2005

Salmonella spp. n=5 c=0 Ausencia en 25g BAM-FDA: 2011
ISO 6579: 2002

E. coli O157: H7/NM n=5 c=0 Ausencia en 25g BAM-FDA: 2011
ISO 16654:2001

42011 “

Mas de 3800 personas afectadas y 58 muertes. En el afio
2012 no se ha podido esclarecer estas intoxicaciones ya que solo el 10% de los casos pudieron conectarse con el
consumo de los germinados.” Noticia publicada en el BBC Mundo el 10 de julio 2011.

5 R (CE) n°208/2013; R (CE) n°209/2013; R (CE) n°210/2013; R (CE) n°211/2013 y R (CE) n°704/2014

6 Courtis - Catedra de Fisiologia Vegetal- UNNE - Germinacion de semillas - 2013
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comprende los cambios morfolégicos, estructurales y de expresion génica que tienen lugar
desde la formacion del cigoto hasta el final del desarrollo y la maduracién del embrion.

En las plantas con flores la fecundacién es doble: de los gametos masculinos del grano
de polen, uno fecunda el gameto femenino, célula huevo u ovocélula, formando el cigoto, y el
otro gameto se une a los nucleos polares, formando el endosperma (Figura 1).
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Figura 1: Estructura del ovulo de una flor, fases de formacién de una semilla y sus componentes en
Angiospermas. (Modificado de Raven 2007 Introduccion a la biologia).

La semilla estd compuesta de tres partes basicas: el embrion; los tejidos de
almacenamiento de alimentos; y la cubierta de la semilla. Las células del embrién contienen
una gran cantidad de alimentos almacenados (aceites, almidén y proteinas). Generalmente
los cotiledones o el endosperma actian como reserva de carbohidratos, lipidos y proteinas
gue daran la energia para el desarrollo de la plantula durante la germinacién. En algunas
especies otras partes del embrion sirven también como reservorios.

Las sustancias de reserva durante la germinacion son hidrolizadas y transportadas al
eje embrionario en crecimiento, lo que lleva aparejado un cambio en las estructuras que la
contienen. El carbohidrato de reserva mas importante es el almidén que se encuentra en
forma de granos en el citoplasma. El almidon se almacena en los amiloplastos y la sintesis de
Adenosindifosfato — glucosa (ADP-glucosa) se produce en su interior.

Los lipidos, (constituidos principalmente como grasas neutras) estan acumulados en
organoides con membrana, llamados esferosomas que se encuentran distribuidos al azar en
el citoplasma. Ademas de los carbohidratos, lipidos y proteinas se encuentran otras
sustancias de reserva como fosfato organico y varios componentes inorganicos.

Las proteinas de reserva, estan acumuladas en cuerpos especificos, los denominados
cuerpos proteicos de membrana simple, derivados de la deposicidn de proteinas en pequefias
vacuolas o mas raramente en el RE, que se encuentran distribuidos al azar en el citoplasma.
Las proteinas de reserva representan un 50% del total de proteinas de la semilla.
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Las cubiertas de las semillas o testa pueden estar constituidas por los tegumentos,
los remanentes de la nucela y del endospermo y a veces, partes del fruto. Proporcionan
proteccion mecéanica al embrién, haciendo posible manejar las semillas sin dafarlas,
permitiendo asi transportarlas a grandes distancias y almacenarlas durante periodos
considerables. Ademas, influyen sobre la germinacion de las mismas.

1.3.2.2. Fisiologia de la germinacion

La germinacion solamente puede llevarse a término mediante una degradacion de la
cubierta por el propio eje embrionario (secrecion de enzimas hidroliticas) o bien mediante
agentes microbianos presentes en el suelo. Por otra parte, la impermeabilizacion impuesta
por la cubierta seminal afecta el intercambio gaseoso, impidiendo la entrada de 0, y la salida
de CO,. A veces la cubierta impermeable puede retener una serie de inhibidores de la
germinacion.

La germinacion es el conjunto de fendmenos por los cuales el embrion, que se halla
en estado de vida latente dentro de la semilla, reanuda su crecimiento y se desarrolla para
formar una plantula. De acuerdo a Hartam y Kester, deben cumplirse tres condiciones: que el
embrién sea viable (que esté vivo), que los factores externos sean favorables y que no
presente factores internos que impidan la germinacion.

La germinacion comprende cuatro etapas principales:
1. La imbibicién de agua;
2. La sintesis y activacion de los sistemas enzimaticos;
3. Degradacion de las sustancias de reserva

4. Elongacion de las células del embrién y emergencia de la radicula

1. Imbibicién:

El paso inicial de la germinacién es la imbibicion en agua de varios tejidos de la semilla,
lo que generalmente provoca su aumento de volumen. La imbibicion es un fenémeno fisico
por el cual se produce la entrada de agua desde el medio a la semilla. La fuerza impulsora
es el gradiente de potencial agua entre la semilla y el ambiente, pero su permeabilidad es
muy importante para determinar la tasa de flujo del agua. La cantidad de agua que ingresa
depende de las especies, pero en general es muy alta y depende del tipo de sustancias de
reserva que contengan. Las leguminosas alcanzan a absorber hasta 180% de su volumen.

El agua penetra a través de los tegumentos, la micropila, la lente (estrofiolo), las
paredes y las membranas celulares y se liga por uniones de hidrégeno a los coloides y
otras sustancias eléctricamente cargadas que se hallan en estado de gel. Esto provoca un
hinchamiento de la semilla.

Al inicio el ingreso de agua es rapido. Las macromoléculas y estructuras se rehidratan
y recuperan sus formas funcionales, durante este periodo, los solutos de bajo peso
molecular pueden perderse desde las semillas.

Paralelamente y como consecuencia de la imbibicion se reactiva la actividad
respiratoria en la semilla.

La tasa de imbibicion se ve afectada por varios factores que pueden determinar la
respuesta a la germinacion de las semillas.

a. Permeabilidad de la cubierta seminal: El caso mas evidente es el de semillas cuyas
cubiertas son totalmente impermeables al agua. Sin embargo, también se dan ejemplos en
gue la penetracion de agua es restringida y no impedida.

b. Concentracion de sales del agua: En general, la imbibicién es méas rapida cuando la
semilla esta en contacto con agua pura que cuando el agua contiene solutos. El principio
que opera es el de presion de difusion del agua. De aqui que las semillas absorben agua
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mas lentamente en suelos secos o salinos, no solo porque hay menos agua, sino que
también es causa de una menor presion de difusion del agua.

La permeabilidad de la semilla depende de la morfologia, estructura, composicion,
contenido inicial de humedad y temperatura de imbibicién de la semilla. La velocidad de
penetracion del agua es determinante de la germinacion: si es muy lenta la germinacion se
retrasa y se pierde viabilidad y si es muy répida, las semillas pueden sufrir dafio por
excesiva imbibicién. A medida que las semillas toman agua se produce una liberacién de
un gran volumen de gases y una rapida pérdida de solutos solubles como azlcares,
aminoacidos y acidos organicos. En el suelo estos solutos pueden estimular el crecimiento
de patégenos que invaden las semillas y la deterioran.

c. Temperatura: El calor es una forma de energia. Cuando se calienta el agua que esta
en contacto con la semilla, parte de la energia suministrada se invierte en aumentar la
difusién de agua, por lo tanto, aumenta la tasa de absorcién de agua, dentro de ciertos
limites.

d. Presion hidrostatica: Conforme el agua penetra en las semillas, ésta provoca un
aumento de volumen y presidn en las membranas celulares. Asimismo, las membranas
celulares oponen resistencia de igual magnitud, la que resulta en un aumento de la presion
de difusion del agua interna, aumentando su difusiobn hacia afuera y por lo tanto
disminuyendo la tasa de absorcién de la semilla.

e. Area de la semilla en contacto con agua: Considerando otros factores constantes,
la tasa de absorcién de agua es proporcional a la magnitud del area de las semillas en
contacto con el agua. En algunas clases de semilla ciertas regiones son mas permeables
que otras, por ejemplo, el hilo en las semillas de leguminosas.

f. Fuerzas intermoleculares: Son en general fuerzas de naturaleza eléctrica. Cualquier
aumento en estas fuerzas disminuye la presion de difusién del agua y por tanto la tasa de
absorcién de las semillas. El efecto de estas fuerzas es mas evidente en el suelo. Suelos
de bajo contenido de agua sujetan tenazmente la humedad mediante fuerzas
intermoleculares.

. La sintesis y activacion de los sistemas enzimaticos

La entrada de agua en el interior de las semillas da lugar a una dispersion de los
coloides necesaria para la vuelta a la vida activa; rehidrata las reservas alimenticias que
s6lo pueden transformarse en sustancias accesibles al embrién en presencia de agua. Con
el aumento de la hidratacion de las semillas, se activan las enzimas. En las semillas que
poseen endosperma, las enzimas aparentemente se mueven del embrién hacia los tejidos
endospérmicos. Los alimentos previamente almacenados, sea en el endosperma o en los
cotiledones, son digeridos, y los productos solubilizados por el proceso digestivo migran
hacia los puntos de crecimiento del embrion.

En esta fase ocurren dos fenomenos fundamentales para la germinacion. El primero
es la reactivacion de las enzimas, inactivadas por la extrema desecacion y, el segundo, la
sintesis de otras inexistentes.

Para iniciar el crecimiento del embrion las reservas de la semilla se movilizan,
convertidas de la forma insoluble a la soluble, o a formas derivadas transportables y/o
metabolizables.

Durante la germinacion, en la capa de aleurona que rodea el endosperma se producen
enzimas como amilasas y maltasas que transformaran el endosperma amilaceo a glucosa.
Las experiencias realizadas demuestran que el embrién sintetiza giberelinas que desatan
este proceso. Las giberelinas’ desempefian un papel muy importante en la germinacion

" La giberelina es una fitohormona producida en la zona apical, frutos y semillas. Sus principales

funciones son la interrupcion del periodo de latencia de las semillas, haciéndolas germinar, la induccion
del desarrollo de yemas, frutos y la regulacion del crecimiento longitudinal del tallo como asi también la
elongacion de 6rganos axiales. Su accion se considera opuesta a la de otra hormona vegetal, el &cido
abscisico.
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mediante la induccién de la sintesis de a-amilasa y su posterior secrecion desde las capas
aleuronales al endosperma. Este proceso es inhibido por el 4cido abcsisico 8(ABA).

En los cotiledones de las semillas que almacenan lipidos, los acidos grasos son
liberados de los cuerpos lipidicos por lipoxigenasas, entran en los glioxisomas (pequefias
organelas) donde sucesivos ciclos de oxidacion generan acetil coenzima A (Acetil-CoA),
gue sera usada para formar succinato en el ciclo del glioxilato. Este &cido organico ingresa
a la mitocondria y al ciclo de Krebs. El oxalacetato obtenido del ciclo de los acidos
tricarboxilicos actuara posteriormente como sustrato para la sintesis de sacarosa.

3. Degradacion de las sustancias de reserva.

Las enzimas degradan las reservas de la semilla y ponen a disposicion del embrién no
s6lo los nutrientes, sino también energia generada por la fermentacion y la respiracion de
los sustratos solubilizados. Es asi como los hidratos de carbono insolubles (almidon,
inulina) son degradados por hidrolasas a monosacéridos solubles, como la glucosa,
fructosa, etc. Los triglicéridos, principales lipidos de reserva de muchas leguminosas, son
degradados en tres organulos: cuerpos lipidicos, mitocondrias y glioxisomas, son
descompuestos a glicerol y acidos grasos. Las proteinas de reserva son hidrolizadas a
aminodcidos por proteinasas.

4. Elongacion de las células del embrién y emergencia de la radicula.

Todo esto provoca que el embrion disponga de suficientes nutrientes para crecer
normalmente. Todos los productos de la hidrélisis nutren al embrion, para el inicio de su
crecimiento. La radicula o la plumula ejercen presién sobre el tegumento lo que lleva a la
emergencia con la ruptura de la testa caulinar el érgano que emerge en primer lugar. Una
vez fuera, la radicula penetra en el suelo, produce pelos absorbentes y a veces raices
laterales, comenzando los procesos de absorcion de nutrientes y agua.

1.3.2.3. Respiracion de la Semilla durante la Germinacion

La respiracion en las semillas embebidas ha sido diferenciada en cuatro etapas. La
primera es un rapido aumento de la respiraciéon, ya que las mitocondrias son activadas y la
replicacién mitocondrial se estimula, llevando al inicio de la glucdlisis (Figura 2), seguida por
el ciclo de Krebs (Figura 3) y la cadena transportadora de electrones en las mitocondrias
(Figura 4). Se cree que el sustrato es principalmente la glucosa.

En la segunda etapa, la respiracion se mantiene estacionaria alrededor de 15 a 20
horas desde el comienzo de la imbibicién, debido a que el oxigeno no difunde con velocidad
suficiente segun la necesidad de la semilla y el camino metabdlico se deriva a la fermentacion.
La restriccion del rapido flujo de oxigeno al embrién es causada por la resistencia que le
ofrecen los tegumentos.

En la tercera etapa, la radicula ha crecido y alcanzado la testa que aparece con fisuras
en varias partes. Esto facilita la entrada de oxigeno, lo que incrementa nuevamente la
respiracién, a la que contribuye el mayor nimero de mitocondrias y de enzimas activas.
Comienza la sintesis proteica, inicialmente del acido ribonucleico mensajero (ARNm)
previamente almacenado, seguido de la transcripcion y translacion de nuevo ARNm a medida
gue los genes involucrados en la germinacién se activan.

En la cuarta fase, se produce una disminucién de la respiracion causado por el
agotamiento de las reservas, que todavia la fotosintesis de la plantula no compensa.

8 El acido abscisico (abreviado como ABA) es una fitohormona con importantes funciones
dentro de la fisiologia de la planta. Participa en procesos del desarrollo y crecimiento del embrién, asi
como en la respuesta adaptativa a estrés tanto de tipo biético como abiotico
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Figura 3: El ciclo de Krebs (ciclo del acido citrico o ciclo de los acidos tricarboxilicos) es una ruta metabdlica, es
decir, una sucesion de reacciones quimicas, que forma parte de la respiracion celular en todas las células
aerobias, donde es liberada energia almacenada a través de la oxidacién del acetil-CoA derivado de
carbohidratos, lipidos y proteinas en didxido de carbono y energia quimica en forma de ATP. Se realiza en la
matriz mitocondrial. En la célula procariota, el ciclo de Krebs se realiza en el citoplasma. Ademas, el ciclo
proporciona precursores de ciertos aminoacidos, asi como el agente reductor NADH que se utiliza en
numerosas reacciones bioquimicas. Su importancia central para muchas vias bioquimicas sugiere que uno de
los primeros componentes establecidos del metabolismo celular. En organismos aerébicos, el ciclo de Krebs
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es parte de la via catabdlica que realiza la oxidacién de glucidos, &cidos grasos y aminoacidos hasta producir
CO, liberando energia en forma utilizable: poder reductor y GTP (en algunos microorganismos se producen
ATP).
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Figura 4: La cadena de transporte de electrones es una serie de transportadores de electrones que se
encuentran en la membrana plasmatica de bacterias, en la membrana interna mitocondriall o en las
membranas tilacoidales, que mediante reacciones bioquimicas producen adenosin trifosfato (ATP), que es el
compuesto energético que utilizan los seres vivos.

1.4. HIERRO, CALCIO Y MAGNESIO EN LOS VEGETALES

Existen mas de 100 elementos quimicos en la naturaleza, de los cuales sélo 17 se
consideran esenciales para la vida de las plantas. Son elementos que en su ausencia éstas
se muestran incapaces de completar su ciclo de vida. Los nutrientes pueden ser minerales o
no minerales. Dentro de los nutrientes minerales se encuentran los macronutrientes, o los que
Se necesitan en mayor proporciéon como nitrégeno, fésforo, potasio, calcio, magnesio y azufre,
y los micronutrientes, que son necesarios en menor proporcion como boro, cloro, cobre, hierro,
manganeso, molibdeno, niquel, cinc, etcétera.

Se ha propuesto una clasificacion para los elementos esenciales relacionada con la
funcién fisiolégica de los mismos dentro de la planta, teniendo en cuenta su desempefio
bioquimico.

e Grupo 1: elementos que son parte de compuestos organicos, como nitrégeno y azufre.

e Grupo 2: elementos involucrados en el almacenamiento de energia o de la integridad
estructural, como fésforo, silicio y boro.

e Grupo 3: nutrientes que permanecen en la forma ibénica; potasio, calcio, magnesio,
cloro, manganeso y sodio.

e Grupo 4: elementos involucrados en las reacciones de 6xido-reduccién; hierro, cinc,
cobre, niquel y molibdeno.

El hierro (Fe) es un micronutriente esencial, requerido por las plantas. Constituye
aproximadamente el 5% de la corteza terrestre y se encuentra asociado con hematitas,
sideritas y en combinaciones con materia organica. El Fe es absorbido como catién ferroso
(Fe?*) o en cualquiera de sus formas si esta quelatado, ya sea natural o artificialmente. Sin
embargo, existe una baja disponibilidad para ser utilizado por las raices debido a factores que
limitan la presencia de este micro elemento.

Se ha demostrado que la absorcién del hierro sélo ocurre durante el crecimiento de las
raices. Sin embargo, un exceso de humedad en el suelo disminuye la presencia de oxigeno,
limitando asi el crecimiento radicular y por consiguiente la absorcién. También la restringe el
incremento de CO, que genera la aparicion de bicarbonatos (HCO3). El proceso de absorcion
se inicia cuando la planta libera hidrogeniones (H*) por las raices lo que genera una reduccion
del pH en larizésfera y facilita la solubilizacién del cation férrico (Fe3*), quelacién y reduccion
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a Fe?* . Finalmente, el cation ferroso ingresa a las raices por un mecanismo de
transportadores especificos.

Este mineral desempefia un importante papel estructural en varios sistemas
enzimaticos donde la hemina funciona como grupo prostético. Entre ellos figuran las
catalasas, peroxidasas y varios citocromos. Estos permiten el mecanismo respiratorio de las
células. Otras enzimas como la ferredoxina son importantes en las reacciones de Oxido-
reduccién en la planta (reduccién de nitrito y sulfato). El hierro no forma parte de la clorofila,
pero es indispensable para su biosintesis (al suministrar Fe a las plantas se observa una
buena correlacién entre hierro y contenido de clorofila). Ademas, este micronutriente es un
catalizador enzimético de varias reacciones bioquimicas.

El calcio es abundante en la mayoria de los suelos, rara vez se comporta como un
factor limitante, y se absorbe como catién calcio (Ca?*). Es componente de las paredes
celulares y tiene una funciéon importante en la estructura y permeabilidad de las membranas.
Es un activador de las enzimas amilasa y adenosintrifosfatasa (ATPasa).

En los cultivos hidropdnicos la deficiencia en calcio se caracteriza por un pobre
desarrollo radicular. Los sintomas de deficiencia son siempre mas evidentes en tejidos
jovenes y zonas meristematicas de raices, tallos y hojas. Existen dos razones principales que
explican este hecho: por un lado, la division celular se ve afectada por la deficiencia de calcio
y en los tejidos mencionados el indice mitético es alto; por otro, la lAmina media que se forma
entre dos células hijas, uno de cuyos principales componentes es el pectato calcico, puede
verse alterada.

Su concentracion intracelular es muy baja, del orden de 1 pmolar (micromolar), aunque
se absorbe en grandes cantidades y su presencia en la planta es similar a la que puede tener
el fosforo, el azufre o el magnesio, lo que puede significar hasta el 1% de materia seca. La
mayor parte de calcio se localiza extracelularmente en la pared celular, en los pectatos de la
lamina media y en las membranas. En el interior de la célula, el calcio se encuentra en las
vacuolas donde, dado el pH acido de las mismas, puede precipitar como sales de oxalato,
fosfato, carbonato, sulfato, etc., segin las especies. Sin embargo, su concentracion en el
citosol (citoplasma) sigue siendo muy baja, pues si bien activa algunas enzimas, muchas otras
son inhibidas frente a concentraciones de calcio por encima de 1 uM (micromol) (Figura 5).
Ademds, las corrientes citoplasméaticas también se ven inhibidas por concentraciones
mayores a ese valor, asi como la formacion de sales de calcio insolubles con ATP y otros
fosfatos organicos.

El calcio se requiere también para la integridad y funcionalidad de las membranas y se
ha visto implicado como segundo mensajero en el funcionamiento de algunas hormonas y en
respuestas medioambientales. En ésta funcion esta implicada por la fosforilacién de algunas
proteinas, de manera que el calcio puede desempenfar un importante papel en la actividad y
regulacion de algunas enzimas. Su union reversible a una pequefia proteina citosdélica, la
calmodulina®, le permite ejercer una importante funcion como modulador enzimatico y
desempefar un papel fundamental en el mundo de las sefales celulares y en el desarrollo
vegetal.

El magnesio es el componente principal de la clorofila. El magnesio rara vez es factor
limitante para las plantas, salvo en suelos muy &cidos o arenosos. Se absorbe como cation
magnesio (Mg?*) y se comporta como un elemento movil tanto en la planta como en la célula.
Las hojas adultas son las primeras en expresar situaciones de deficiencia, al emigrar el
magnesio a las hojas mas jovenes. Aproximadamente, el 20 % del magnesio total de las hojas
se encuentra en los cloroplastos, aunque so6lo entre el 10 % y el 20 % se presenta en las
moléculas de clorofila (Figura 6). El resto se encuentra localizado en forma iénica soluble en
el espacio intratilacoidal y al iluminarse el cloroplasto, pasa al estroma donde activa enzimas
tan importantes como la rubisco, la fosfoenolpiruvato carboxilasa y la glulamato sintetasa. La

9 La calmodulina (CaM) es una proteina acidica intracelular, de bajo peso molecular y
termoestable que se localiza principalmente en el cerebro y el corazén, y que se expresa en todas las
células eucariotas, siendo uno de los reguladores en la transduccién de la sefial de calcio en la célula.
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asignacion fotosintética del carbono y el nitrogeno depende en gran medida de la
concentracion de Mg?* en el cloroplasto. También interviene en el metabolismo energético de
la planta al formar complejos con el ATP, ya que las ATPasa utilizan como sustrato los
complejos Mg-ATP. Incluso, la propia fosforilacion del ATP a partir del ADP necesita Mg?".

Citoplasma

He—— ;
= ADP Vacuola
P} ATP -
= H
ADP « Ca
- ATP L2 l\
Ca ; ’ - -
“m Al PP |
= ADP + Pi 2y
2P

Figura 5: Regulacién de la concentracion intracelular de Ca2+, que se acumula principalmente en la vacuola
en forma de oxalato, carbonato, etc., pero también en el reticulo endoplasmatico (RE) y en el cloroplasto.
(Fuente: Fundamentos de Biologia Vegetal, Azcon-Bieto)*©

Esa propiedad de establecer uniones tanto i6nicas como covalentes, especialmente
en el caso de la clorofila lleva al magnesio a estar presente en procesos claves, como la union
y estabilizacion de las subunidades del ribosoma y, por tanto, en la biosintesis de proteinas e
incluso en la transcripcién del mensaje genético por la activacion de la RNA polimerasa. Por
esta razén, un aumento en la proporcion de nitrdgeno soluble no proteico puede ser un
pardmetro de diagnéstico quimico de la deficiencia de magnesio.

1.5. METABOLISMO DE HIERRO, CALCIO Y MAGNESIO EN SERES HUMANOS

1.5.1. HIERRO!!

Aungue exista en pequefias cantidades en los seres vivos, el hierro tiene un papel vital
en el crecimiento y supervivencia de los mismos. Es necesario no sélo para lograr una
adecuada oxigenacion tisular sino también para el correcto funcionamiento del metabolismo
de la mayor parte de las células. En el ser humano, es un elemento con funciones de gran
importancia debido a que participa en procesos vitales. Al hierro lo podemos hallar siendo
parte de enzimas del ciclo de Krebs, en la respiracion celular y como transportador de
electrones en los citocromos. Se encuentra en enzimas involucradas en el mantenimiento
celular (catalasas, peroxidasas y oxidasas). Debido al elevado potencial redox y su facilidad
para sintetizar compuestos toxicos, el metabolismo del hierro es controlado por un potente
sistema regulador.

El hierro puede encontrarse en el organismo como funcional y también como reserva.
Funcionalmente se encuentra en: la hemoglobina (65%), la transferrina (0,1 — 0,2%) y las
enzimas que lo requieren como cofactor o como grupo prostético (15%). El hierro de reserva
forma parte de la ferrina y homosiderina (20%).

La hemoglobina es una hemoproteina de la sangre, de color rojo caracteristico, que
transporta el oxigeno desde los 6rganos respiratorios hasta los tejidos, el di6xido de carbono
desde los tejidos a los 6rganos respiratorios que lo eliminan y participa en la regulacién del
pH de la sangre. Tiene una estructura cuaternaria, que consta de cuatro subunidades con un
grupo hemo en cada subunidad. (Figura 7 y Figura 8)

10 Azcon-Bieto y Talon. Fundamentos de fisiologia Vegetal. 2000. Ed. Universitat de Barcelona. Espaiia.
11 Tortora y cia - Principios de anatomia y fisiologia - 11°. Ed. - Buenos Aires: Médica
Panamericana, c2006.
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Figura 6: Tanto el Fe como el Mg desempefian un papel clave en la sintesis de la molécula de clorofila. A
partir de la protoporfirina encontramos Fe como constituyente del grupo hemo en los sistemas redox, pero no
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La mioglobina es una hemoproteina muscular, que esta presente en el corazén y en
el musculo esquelético, cuya principal funcion es almacenar oxigeno. Es relativamente
pequefia constituida por una cadena peptidica de 153 aminoacidos y por un grupo hemo. La
mayoria de los aminoacidos hidréfobos se encuentran hacia el interior de la proteina
generando cavidades hidréfobas. Dentro de una de ellas se encuentra el grupo hemo unida
de manera no covalente, esencial para la actividad biol6gica de unién de oxigeno. (Figura 9)

Figura 9: Estructura molecular de la mioglobina.

La transferrina es una B- 2 globulina, la proteina transportadora especifica del hierro
en el plasma. Es de forma elipsoidal constituida por una cadena simple de polipéptidos que
tienen dos sitios activos de unién con el hierro. Se conoce que posee tres pools de hierro
plasmético: un pool conformado por la transferrina monoférrica, otro por la transferrina
diférrica y la tercera es la apotransferrina, carente de hierro. Se comportan diferentes y tienen
diferente tasa de recambio, siendo la forma monoférrica mucho menos efectiva. (Figura 10)

Figura 10: Estructura de la proteina transferrina

La proteina de almacenamiento de hierro es la ferritina (Figura 11), que se encuentra
principalmente en el higado, bazo, mucosa intestinal y médula 6sea. Esta constituida por una
capa externa de proteina soluble, la apoferrina, y en el interior por un compuesto férrico. Esta
proteina puede contener hasta 4500 atomos de hierro en forma de fosfato basico férrico. Cada
capa de apoferritina tiene 24 subunidades de dos tipos: la subunidad H y la subunidad L.
Dependiendo del tejido y del estado funcional de la célula, la relacion de las subunidades H y
L pueden variar ampliamente.
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La H-ferritina juega un papel importante en la desintoxicacion rapida del hierro,
mientras que la L-ferritina esta implicada en la nucleacion, la mineralizacion y almacenamiento
de hierro. El almacenamiento no sélo permite tener hierro a disposicion sino también evita la
toxicidad, ya que el hierro i6nico no unido es altamente téxico. Cuando la ferritina comienza a
acumularse se genera la hemosiderina, dando lugar a grdnulos organicos impregnados con
Oxido férrico y proteinas degradadas, las cuales son insolubles y no homogéneas. (Figura 12)

Figura 11: Estructura de la Ferritina

W]
L-Ferritina > ‘ . L-Ferritina

H-Fenmitina =~ H-Ferritina

Apoferritina Holoferritina

Figura 12: Estructura y funcion de la ferritina. La apoferritina refiere a la proteina en su forma libre de hierro; la
forma que contiene hierro se denomina holoferritina o simplemente ferritina.

Del total del hierro que se moviliza diariamente, solo se pierde una pequefia cantidad
gue es la que se debe reponer mediante la ingesta, ya que una pequefa cantidad de hierro
sale por micro hemorragia y descamacion de las células intestinales, es excretado por heces,
orina, sudor y descamacion de la piel, ufas y pelo. Existe diferencia sustancial entre el
metabolismo del hierro en el nifio y en el adulto. En el adulto el 95% del hierro necesario
proviene de la recirculacion de los hematies destruidos y en los nifios de entre 4 y 12 meses,
el 30 % del hierro proviene de la alimentacion.

La hemoglobina de un adulto normal contiene 2 gramos de hierro. Luego de
transcurridos los 120 dias de vida media de los eritrocitos, éstos son cedidos a los fagocitos
del sistema reticulo endotelial para su destruccion. Alli se reciben también el remanente de
hierro que proviene de la eritropoyesis ineficaz. En el sistema reticulo endotelial se encuentran
25 miligramos de hierro distribuidos 2 miligramos en equilibrio con el depdsito y 23 miligramos
transportados por la transferrina a la médula 6sea para la sintesis de la hemoglobina. Para
cerrar el ciclo la médula 6sea requiere los 23 miligramos de hierro del sistema reticulo
endotelial mas 2 miligramos provenientes de la absorcién en el intestino. (Figura 13)

La absorcion se realiza en pequefas proporciones que varian de acuerdo a la cantidad
y tipo de hierro presente en el alimento, el estado de los depdésitos corporales del mineral, la
actividad eritropoyética, las necesidades y los factores luminales e intraluminales que
interfieren o facilitan la absorcion. Respecto al tipo de hierro, el hierro inorgéanico en el
estdbmago pasa a su forma mas reducida, catién ferroso (Fe*?), dado que alli el medio tiene
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un pH bajo por accion del HCI (acido clorhidrico). Este catién es estable a bajo pH y medio
reductor o anaerobio y es la forma quimica mas soluble capaz de atravesar la membrana de
la mucosa intestinal. Algunas sustancias como el acido ascérbico (Vitamina C), algunos
aminodcidos y azucares facilitan la absorcion intestinal debido a que forman quelatos de hierro
de bajo peso molecular. La absorcion se hace mas facil en el duodeno y la parte alta de
yeyuno. La membrana de la mucosa intestinal tiene la facilidad de atrapar el hierro y permitir
su paso al interior de la célula mediante un receptor especifico. La apotransferrina del citosol
contribuye a aumentar la velocidad y eficiencia de absorcion. En el interior del citosol la
endoxidasa | oxida el ion ferroso (Fe*?) a férrico (Fe™3) para ser captado por la apotransferrina
y el excedente de hierro es depositado como ferritina. (Figura 14)
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Figura 13: Ciclo de hierro en el organismo humano. Es practicamente cerrado y muy eficiente.

El hierro hemo atraviesa la membrana celular como metalporfirina intacta, producto de
la degradacién de la globina, que se mantiene soluble. En el citosol la hemoxigenasa libera el
hierro de la estructura tetrapirrélica y pasa a la sangre como hierro inorganico.

El hierro heminico representa una pequefia proporcion del hierro de la dieta, su
absorcion es mayor que la del hierro inorganico (20-30%) y se ve menos afectado por la
composicion del alimento. El 4cido ascérbico tiene poco efecto sobre la absorcién del hemo.
El eritrocito desempefia un papel fundamental en la regulacion de la absorcion del hierro,
debido a que los niveles intracelulares adquiridos durante su formacion determinan la cantidad
de mineral que entra en la célula.
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Figura 14: Regulacion del hierro en el proceso de absorcion.

El calcio disminuye la absorcién de ambos tipos por interferir en la transferencia del
metal por la membrana. Existen otros inhibidores de la absorcion que se encuentran en la
ingesta cronica de compuestos alcalinos, fosfatos, fitatos y taninos. Los fitatos (hexafosfatos
de inositol) se localizan en la fibra del arroz, el trigo y el maiz y en la lignina de la pared celular,
constituyendo potentes inhibidores por formar quelatos insolubles. La formacion de estos
gquelatos puede disminuirse notoriamente con el consumo de alimentos ricos en vitamina C.

1.5.2. CALCIO Y MAGNESIO!2

1.5.2.1. Introduccién

Numerosos procesos biolégicos dependen de la existencia de adecuadas
concentraciones intracelulares y extracelulares de calcio y magnesio. El organismo mantiene
los niveles séricos de estos minerales dentro de limites estrechos y estables por un estricto
balance entre la entrada y la salida de estos elementos al liquido extracelular. En la
conservacion de esta homeostasis estdn implicados principalmente tres drganos: intestino,
hueso y rifidn. Las denominadas hormonas calciotropicas, parathormona, calcitonina y los
metabolitos de la vitamina D regulan estos procesos.

1.5.2.2. Metabolismo del calcio

El calcio interviene en la conduccién nerviosa, la contractilidad muscular, el mecanismo
de secrecién y accién de diversas hormonas y enzimas citosoélicas, la permeabilidad de
membranas, el proceso de coagulacion de la sangre y la mineralizacion del hueso.

Es el catibn mas abundante en el organismo (1000g) y representa un 2% del peso
corporal. Se distribuye en el organismo en diversos sitios, entre los que existen constantes
flujos de intercambio sometidos a complejos mecanismos de regulacion. La importancia
biol6gica del calcio debe considerarse bajo dos aspectos: las sales célcicas que proporcionan
la integridad estructural del esqueleto, siendo el principal componente mineral del hueso, y
por otra parte, el cation calcio (Ca*?) que posee una funcién critica en procesos biogquimicos,
como son la excitabilidad neuromuscular, procesos de coagulacion sanguinea, permeabilidad
de membrana y desencadenamiento de la reaccion enzimatica.

En el sistema éseo se encuentra mas del 98% del calcio corporal, del cual
aproximadamente un 1% es intercambiable de forma libre con el liquido extracelular. El calcio

12 F, Carral San Laureano, G. Olveira Fuster, M. Aguilar Diosdado. Homeostasis del calcio, fésforo y magnesio. ElSevier, Vol
36. Tomo 7. Octubre 2000.
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sérico se encuentra en tres formas diferentes: en forma idnica o libre, que corresponde al
50%, el unido a proteinas, aproximadamente un 40%, y finalmente, un 10% forma complejos
con aniones como el bicarbonato, citrato, fosfato y lactato. El calcio ibénico y el unido a aniones
constituyen la fraccion ultra filtrable, siendo la fraccién io6nica la Unica que tiene accién
bioldgica y, por tanto, la que esta sometida a control hormonal.

Aproximadamente el 90% del calcio unido a proteina lo hace a la albimina mediante
una unién pH dependiente. Las alteraciones que disminuyen los valores de la albimina sérica
disminuiran el calcio sérico total, pero tendran un efecto menor sobre la concentracion de
calcio ionizado. En general, cada g/dl de albamina se une aproximadamente a 0,8 mg/dl (0,2
mmol/L) de calcio.

La unién del calcio a la albumina también esta afectada por el pH del liquido
extracelular. La acidemia disminuira la unién a las proteinas y aumentara el calcio ionizado.
La regulacion exacta del calcio sérico estad controlada por el propio calcio y por diversas
hormonas, siendo las mas importantes la parathormona (PTH) y la 1,25-dihidroxivitamina Ds
(1,25(0H),D3). El mantenimiento de una homeostasis adecuada del calcio es un proceso
complejo y dinamico que implica la absorcién y excrecién de calcio en el intestino, la filtracion
y reabsorcion en el rifidn y su almacenamiento y movilizacion en el esqueleto.

La mayor parte del calcio dietético proviene de la ingesta de leche y derivados lacteos.
La fruta, hortalizas y cereales proporcionan el resto. La carne y pescado proporcionan una
cantidad mucho menor. El contenido célcico de una dieta normal de un adulto es de unos
1.000 mg/dia, absorbiendo sélo el 35%, con un pico de absorcion a las dos horas, por lo que
se observan ligeras modificaciones de la calcemia tras una ingestion con elevado contenido
de calcio.

Mas que la cantidad de calcio aportada por la dieta tiene importancia la fraccion neta
absorbida en el intestino, la cual varia en condiciones fisiologicas (adaptacién al aporte de
calcio en la dieta, edad, embarazo y lactancia). En condiciones normales, con una ingesta
diaria de 1.000 mg de calcio, la verdadera absorcion seria de unos 350 mg y el calcio fecal
enddgeno de 125 mg, con lo cual la absorciéon neta de calcio seria tan sélo de unos 175
mg/dia, alcanzandose asi un balance metabdlico.

El calcio se absorbe en el tubo digestivo por dos mecanismaos: un transporte activo
saturable dependiente de la vitamina D, que predomina cuando la ingestion calcica es baja, y
un transporte difusible no saturable que predomina cuando la ingestion calcica es elevada. El
transporte activo del calcio es predominantemente en el duodeno y esta favorecido por el
menor pH del jugo intestinal y una mayor densidad de receptores de calcitrol (1,25-
dihidroxivitamina Ds). Sin embargo, las zonas donde se produce mayor absorciéon del calcio
dietético son, por su longitud y por el largo tiempo de permanencia de los alimentos, el yeyuno
y el ileon. En condiciones basales, el yeyuno absorbe mas cantidad de calcio por unidad de
superficie que el ileon. La capacidad de absorcion viene condicionada por la biodisponibilidad
del calcio dietético (reducida en presencia de fitatos y oxalatos) y por la propia cantidad de
calcio ingerido.

El calcio es un constituyente de la fase mineral del hueso que, depositado sobre las
proteinas de la matriz 6sea, da rigidez al tejido y le confiere sus propiedades mecéanicas de
proteccion y sostén. Desde el periodo fetal se produce la formacién y mineralizacion del tejido
0seo, precisando del concurso de los osteoblastos tanto para la sintesis de la matriz proteica
como para su posterior mineralizacion. Ademas, el hueso precisa ser renovado a lo largo de
toda la vida para mantener sus propiedades biomecanicas. En este proceso de renovacion,
los osteoclastos digieren el tejido 6seo, produciéndose una salida de la fase mineral al torrente
circulatorio. Posteriormente y merced a los osteoblastos, se forma el nuevo tejido, que
requiere la entrada de calcio y fésforo para su mineralizacion.

En los adultos, aproximadamente un 35% del hueso es reemplazado en un afio. Los
osteoblastos son las células responsables de la formacién éOsea, sintetizan numerosas
proteinas 6seas que se sitlan a su alrededor y constituyen el osteoide o tejido 6seo sin
mineralizar. El osteoblasto se transforma en osteocito, la célula 6sea madura y se mineraliza.
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Los osteoclastos derivan del sistema monocito macrofagico e intervienen en los procesos de
resorcion?® dsea.

El contenido mineral 6seo se hace utilizable mediante dos mecanismos: la ostedlisis
osteocitica y la resorcién osteoclastica. El primer proceso se produce por movilizacién del
contenido mineral, pero sin destrucciébn del hueso, y en el segundo intervienen los
osteoclastos y se produce una destruccion del tejido 6seo. Aunque ambos procesos son
importantes en la homeostasis mineral, la exacta proporcién en la participacién de ambos
procesos no se conoce; probablemente su importancia difiera segun el grado y la duracion de
los estimulos sobre el hueso. La accién de las hormonas calciotropicas a nivel 6seo es
compleja y no se ha dilucidado por completo la secuencia de estas acciones. Asi, aunque la
PTH produce aumento de la resorcion O0sea, sélo parece tener receptores a nivel de los
osteoblastos; el calcitriol, que también presenta receptores a nivel de osteoblastos, favorece
la diferenciacion de los osteoclastos a partir de sus precursores, y la calcitonina tiene una
accion inhibitoria sobre los osteoclastos (Carral S.L., 2000).

La via mas importante en la eliminacion del calcio en el organismo es la renal. Otras
vias de eliminacion tienen menor importancia. El rindn regula la excrecién de calcio por tres
mecanismos: filtracion glomerular, reabsorcion en el tibulo proximal y reabsorcién en el tibulo
distal. El calcio filtrado por el glomérulo es aproximadamente un 50% del calcio sérico, ya que
el resto esta unido a proteinas. Este calcio ultrafiltrable varia por modificaciones del pH y de
la concentracion de proteinas.

Sélo el calcio plasmatico no ligado a proteinas (60%) es filtrado a nivel glomerular. El
70% del calcio ultrafitrado se reabsorbe en el tabulo proximal, a nivel intercelular,
condicionado por diferencias de concentracion y de potencial, y mediante transporte celular
activo (Mg-ATPasa dependiente e intercambio Na*/Ca?*). El 20% del calcio filtrado es
reabsorbido en el asa de Henle por diferencias de potencial subsecuentes a la accion de la
bomba Na*/K* e intercambio Ca?*/Na*. Los diuréticos del asa de Henle disminuyen la
reabsorcion de calcio al disminuir el potencial positivo intraluminal. En el tibulo contorneado
distal se reabsorbe aproximadamente un 8% del calcio filtrado de forma activa, siendo el
segmento donde se produce la mayor regulacion de la excrecién de calcio.

La reabsorcién tubular de calcio esté regulada principalmente por la actividad de la
PTH, que la incrementa en el tdbulo distal, y esta en parte ligada a la reabsorcién tubular de
sodio e inversamente relacionada con el aporte proteico. Un aporte elevado de sodio y
proteinas puede incrementar la pérdida obligatoria de calcio en la orina y puede agravar
estados carenciales de calcio.

Un escaso porcentaje se absorbe por difusién simple, paracelular y no saturable, y la
mayor parte mediante un proceso de absorcion transcelular fisiol6gicamente regulado por la
vitamina D, que estimula su paso tanto mediante acciones genémicas (sintesis de proteinas
transportadoras) como no gendémicas. En circunstancias normales se absorbe
aproximadamente un 30% del calcio dietético. Las dietas pobres en calcio, el déficit de
vitamina D y la falta de respuesta intestinal a la misma (exceso de glucocorticoides o de
hormona tiroidea, sindromes de mala absorcidn) son las causas mas frecuentes del déficit de
absorcion del calcio.

1.5.2.2.1. Balance general del calcio

Normalmente existe un equilibrio entre la absorcion intestinal neta y las pérdidas
urinarias de calcio, permaneciendo constante el calcio extracelular e intercambiandose, con
balance cero, calcio extracelular y calcio 6seo. Asi, con una dieta de unos 1.000 mg de calcio,
se absorberian unos 300 mg, se segregarian con jugos intestinales unos 125 mg, se
eliminarian por heces unos 825 mg, resultando una absorcién neta de 175 mg. El hueso, en
su proceso de remodelacion constante, vierte al torrente circulatorio unos 500 mg pero

13 Laresorcion 6sea es el proceso por el cual los osteoclastos eliminan tejido 6seo liberando
minerales, resultando en una transferencia de ion calcio desde la matriz 6sea a la sangre.
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requiere del mismo otros 500 mg. El rifion filtraria unos 10.000 mg, reabsorberia 9.825 mg y
eliminaria 175 mg.

En el caso de que disminuya el calcio ingerido con la dieta, descenderia la absorcion
de calcio y bajaria la concentracion de calcio sérico. Ello estimularia la secrecion de PTH, que
aumentaria la resorcion 6sea, la reabsorcion renal de calcio y la produccion renal de calcitriol.
Este aumentaria la absorcion intestinal y reabsorcion renal de calcio y, en el hueso,
favoreceria la accion resortiva de la PTH. El balance entre entradas y salidas del organismo
tenderia a ser neutro, con estabilidad en los valores plasmaticos, pero a expensas de un
balance negativo del hueso.

Fisiolégicamente, hay circunstancias que tienden a un balance general positivo, como
ocurre con la formacion de tejido 6seo, de ahi la necesidad de un incremento en el aporte
dietético del calcio. En otras circunstancias hay tendencia a un balance negativo como en el
embarazo (por los requerimientos fetales) o en la senectud, en que disminuye la capacidad
absortiva intestinal, disminuye la capacidad de formar vitamina D, etc., y se mantiene la
estabilidad a expensas de perder masa 6sea. (Figura 15)

Ingesta
(1000 mg/dia)
(1300 mg)
Absorcion DepéSitq
(350 mg/dia) (500 mg/dia)
> Liquido > X{,—\«&
| < extracelular < - Hueso
Secrecion 1300 mg Absorcion .
(250 mg/dia) (500 mg/dia) (10° mg)
Reabsorcion

Filtracion

(9880 mg/dia) (9880 mg/dia)

Heces
(900 mg/dia)

Orina
(100 mg/dia)

Figura 15: Metabolismo y regulacion del calcio en el organismo

1.5.2.3. Metabolismo del magnesio

El magnesio es esencial para el funcionamiento de importantes enzimas, teniendo
ademas un papel fundamental en la estabilizacién de las membranas, conduccién nerviosa,
transporte de iones y actividad de los canales de calcio. Participa como cofactor en numerosas
reacciones enzimaticas, entre ellas aquellas en que participa el ATP y en los procesos de
replicacion, transcripcion y traduccion de la informacion genética. No obstante, el control del
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metabolismo del magnesio se encuentra menos regulado hormonalmente que el del calcio. El
contenido de magnesio corporal total depende principalmente de la absorcién gastrointestinal
y la excrecion renal.

Es uno de los elementos mas abundantes en el organismo y ocupa el cuarto lugar
entre los cationes, superado por el calcio, sodio y potasio. El adulto normal posee de 20 a 28
g en total. La mayor parte del magnesio se localiza en el interior de las células (99%). Es el
segundo catién intracelular, después del potasio. La concentracion en plasma es mantenida
constante en el adulto, entre 1,7 a 2,2 mg/dL, aproximadamente el 1% del magnesio corporal
total el cual circula el 55% en forma i6nica, 20% unido a proteinas y el resto formando
complejos con aniones. Por andlisis de emision espectroscépica se han hallado las mayores
concentraciones de magnesio en el hueso (55%) y en el musculo (25% del total). A pesar de
ser el hueso el principal depdsito de magnesio, aproximadamente 18 g, estd muy alejado del
contenido en calcio. Sin embargo, el liquido intersticial del tejido 6seo, muy rico en minerales,
puede tener un papel en la reposicién del magnesio, como en la respuesta rapida frente a la

acidosis, sin precisar mediacion celular.

Ingesta
360 mg/dia Glébulos rofo’s Tejido blando
( g/dia) .
(120 mg) (Depdsito: 4,6 g)

Hueso
! S%sorcjzp ) (Depésito: 12 g)
) | S
- Plasma
1,7-2,2 mg/dl Masculo

(Deposito: 6,5 g)

l

Sudor
(100 mg/dia)

Heces
(10 mg/dia)

Orina
(100 mg/dia)

Figura 16: Distribucién de magnesio en el organismo

La ingesta dietética normal de magnesio del adulto es de 300 a 360 mg/dia y la
necesidad es de alrededor de 3,6 mg/kg/dia para mantener el balance del cation. La Unica
manera por la cual el organismo puede replecionar'* sus depdsitos de magnesio es mediante
la dieta. Fuentes ricas en magnesio incluyen los cereales, granos, nueces, legumbres,
chocolate, vegetales verdes, algunas carnes y mariscos. Los requerimientos pueden
aumentar durante el embarazo, la lactancia y la adolescencia. Con una dieta normal, un tercio
del magnesio pasa la barrera enteral y los dos tercios restantes son excretados con las heces.
Con dietas pobres en magnesio, se absorbe hasta el 80% de lo ingerido, mientras que cuando
el ingreso de magnesio es elevado s6lo se absorbe el 25% del mismo.

4 El concepto hace mencidn al proceso y el resultado de repletar: hacer que algo quede repleto
(lleno).
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Figura 17: Distribucion intracelular de magnesio (Fuente: G. Aranalde “Fisiologia Renal’, 2015, 1° Edicién)

Normalmente, s6lo 50% del magnesio de la dieta es absorbido en el tracto
gastrointestinal, primariamente en el yeyuno proximal y el ileo. Alrededor de 40 mg de
magnesio al dia son también secretados en el intestino y de ellos solo 20 mg son reabsorbidos
en el colon y recto. La absorcion de magnesio en el ileo ocurre a través de 2 procesos: el
primero es un proceso activo y saturable, que constituye la ruta principal de transporte de
magnesio que se realiza a través del canal de magnesio TRPM6 (transient receptor potential
melastatin); y el segundo mecanismo, que es pasivo y no saturable, se realiza a través de la
ruta paracelular.

Las pérdidas normales con el sudor son de 15 mg/dia, y aproximadamente la tercera
parte del magnesio aportado con la dieta es excretada con la orina. El rifién se considera
como el érgano fundamental en la homeostasis definitiva del magnesio. EI 80% de magnesio
en el plasma es filtrado por el glomérulo, del cual un 95% es reabsorbido por la nefrona.
Aproximadamente, 100 mg de magnesio son excretados en la orina cada dia. A diferencia de
otros iones, la absorcion tubular de magnesio ocurre principalmente en el asa gruesa de
Henle, siendo ésta un 60 a 70% del total filtrado. El tibulo proximal absorbe solo 15 a 25%
del magnesio filtrado; por su parte, el tibulo distal absorbe 5 a 10% del magnesio filtrado, pero
es considerado como el sitio de control final en la regulacion de magnesio. En el asa gruesa
de Henle, el magnesio es reabsorbido con el calcio de manera pasiva a través de la via
paracelular formada por uniones intercelulares estrechas. La fuerza que impulsa esta
reabsorcion es la gradiente eléctrica generada por la reabsorcion de sodio a través del
cotransportador Na*/ K*/2Cl~ (NKCC2). La paracelina-1, también conocida como claudina-
16, ha sido identificada como la proteina constituyente de estas uniones intercelulares
estrechas. En el tubulo distal, el magnesio es reabsorbido a través de un mecanismo activo,
gue involucra el canal de magnesio TRPM6. Se ha demostrado que el hombre excreta sélo el
3% del magnesio filtrado, y que la excrecién puede aumentar hasta el 25% de la cantidad
fitrada en condiciones de aporte elevado de magnesio.

La conservacion de magnesio por el riidon normal durante la deprivacion®® del catién
puede disminuir la excrecion fraccional a menos del 0,5%. A la inversa, el rifiobn aumenta la
excrecién de magnesio a niveles aproximados a la carga filtrada durante el aumento del
ingreso o la administracion excesiva de mineral.

Multiples son los factores que regulan la excrecion de magnesio en el rifién:
concentracion plasmatica de magnesio y calcio, volumen del extracelular, tasa de filtracion
glomerular, estado acido-base, hormonas.

15 Disminuir o perder funcionalidad.
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Otro mecanismo recientemente descubierto es que altas concentraciones de magnesio
pueden actuar en la region promotora del gen hPCLN-1, que expresa la proteina paracelina-
1, disminuyendo por ende la trascripcibn de esta proteina y por tanto la reabsorcién
paracelular de magnesio. El volumen del fluido extracelular también influencia la excreciéon de
magnesio. La expansion de volumen inhibe la reabsorcion de magnesio en el asa gruesa de
Henle, probablemente debido a un incremento en la carga de sodio y por ende una
disminucion en la gradiente eléctrica, que favorece el transporte paracelular de magnesio.

La acidosis metabdlica crénica produce pérdida renal de magnesio, mientras que la
alcalosis metabdlica crénica produce el efecto opuesto. La acidosis metabdlica crénica
disminuye la expresion del canal de magnesio TRPM6 en el tabulo distal, disminuyendo la
reabsorcién de magnesio a ese nivel. La alcalosis metabdlica crénica aumenta la expresion
de este canal, produciendo el efecto opuesto.

Cambios en la tasa de filtracion glomerular también pueden influenciar la excrecion
renal de magnesio. Cuando la tasa de filtracion glomerular disminuye y, por ende, la carga de
magnesio filtrada, la reabsorcién de magnesio disminuye.

1.5.2.3.1. Balance general del magnesio

Aunqgue el esquema es similar al del calcio, en este caso el reservorio también esta
constituido por tejidos blandos. El magnesio se ha involucrado en el mecanismo de sensor del
calcio de la PTH y, a través de la misma, participaria de la regulacién del calcio, siendo la
hipomagnesemia una de las causas de hipocalcemia.

Como cofactor metabdlico, el magnesio desempefia un rol en mas de 300 reacciones
enzimaticas y esta involucrado en el metabolismo energético, la utilizacién de la glucosa, la
sintesis proteica, la sintesis y degradacion de los acidos grasos, la contraccién muscular, y en
todas las funciones de la ATPasa y en virtualmente todas las reacciones hormonales. El
magnesio esta estrechamente involucrado en el mantenimiento del balance i6nico celular a
través de su asociacion con el sodio, potasio y calcio. EI magnesio es importante en los
procesos fisiolégicos que involucran el almacenamiento, transferencia y utilizacién de la
energia. EI Mg complejado con el ATP es un substrato para las enzimas que actdan en la
transduccién de sefiales, incluyendo fosfatasas y fosfoquinasas en la membrana plasmatica
y dentro del compartimento intracelular. Las reacciones enzimaticas que involucran al ATP
requieren Mg?*, que neutraliza la carga negativa del ATP para facilitar la unién a enzimas y
asistir en la hidrélisis de las uniones P03~ terminales.

El Mg?* intracelular regula el metabolismo intermediario activando enzimas glicoliticas
y del ciclo del &cido tricarboxilico. EI magnesio afecta indirectamente la sintesis proteica por
cuatro mecanismos: a) facilitando la polimerizacion del &cido nucleico, b) facilitando la unién
de los ribosomas al ARNm, c) acelerando la sintesis y degradacion del ADN y d) regulando la
interaccion proteina ADN y por tanto la actividad transcripcional. La adenilciclasa también
requiere del Mg?* para generar el segundo mensajero intracelular cAMP. EI Mg?* intracelular
afecta significativamente el metabolismo del calcio y del potasio. Como catién bivalente el
magnesio compite con el calcio por sitios de unién a la membrana y modula la unién y
liberacion del calcio del reticulo sarcoplasmico. Efectos colaterales incluyen el mantenimiento
de niveles bajos de reposo de Ca?* intracelular, modulando la contraccion muscular. El
metabolismo del calcio es controlado fundamentalmente por la paratohormona, existiendo
evidencias que el Mg?* modula el balance del calcio por sus acciones sobre esta hormona.
Regula el transporte de potasio por via del sistema Na*K*ATPasa como un cofactor. Esta
accion influencia los flujos de sodio y de potasio, lo que determina el potencial eléctrico a
través de la membrana celular. La deficiencia de magnesio puede dificultar la fosforilacién
oxidativa, el metabolismo proteico, y el flujo de electrolitos transmembrana en los tejidos
cardiaco y nervioso.
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1.6. OBJETIVOS

1.6.1. OBJETIVO PRINCIPAL

Determinar la concentracion de hierro, calcio y magnesio durante los primeros 10 dias
de germinacion de brotes de lentejas (Lens culinaris) en cultivo aeroponico.

H.: Los brotes de lenteja obtenidos bajo cultivo aeropénico, incorporados en la
alimentacién, aportan hierro, calcio y magnesio para contribuir a la ingesta diaria
recomendada por el Ministerio de Salud de la Nacion (2016) en la poblacion de consumidores.

1.6.2. OBJETIVOS SECUNDARIOS

1- Plantear un modelo que permita predecir el contenido de hierro en brotes de lenteja
hasta los 10 dias de germinacion.

2- Plantear un modelo que permita predecir el contenido de calcio en brotes de lenteja
hasta los 10 dias de germinacion

3- Plantear un modelo que permita predecir el contenido de magnesio en brotes de
lenteja hasta los 10 dias de germinacion.

4- Desarrollar un proceso automatizado de cultivo aeropénico para la obtencién de
semillas germinadas y brotes para consumo humano.
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2. MATERIALES Y METODOS

Con el objetivo de determinar la concentracion de hierro, calcio y magnesio durante
los 10 primeros dias de germinacion de las lentejas, se compran semillas a un mismo
proveedor y se acondicionan para comenzar con el proceso. Luego de lavarlas, desinfectarlas
e hidratarlas se las coloca sobre bandejas en invernadero para cultivo aeroponico.

Se extren unidades de 100 gramos cada 2 dias para realizar la determinacién de los
minerales en el laboratorio mediante método analitico. Los datos que se obtienen se analizan
con el software InfoStat.

2.1. LAS SEMILLAS Y LA GERMINACION

Se compran 3000 gramos de lentejas en una dietética del medio. Las semillas se
dividen en tres partes iguales de 1000 gramos y se extraen 100 gramos de cada una para
analizar en laboratorio. Estos primeros 100 gramos corresponden al tiempo 0 (cero).

Las semillas se lavan meticulosamente con agua limpia a temperatura ambiente para
eliminar impurezas, semillas partidas, etc. Este proceso se realiza tres veces. Una vez
escurridas se las coloca en una solucion de agua clorada al 2% a temperatura ambiente
durante 2 horas para reducir la carga microbioldgica que pudiera estar presente. Se escurre
y enjuaga con agua potable para la eliminacion del residuo de hipoclorito de sodio remanente.
Posteriormente, se dejan las semillas por 12 horas en agua potable a una temperatura de
36°C para su activacion. A continuacién, cada una de las tres partes se las coloca en bandejas
plasticas de germinacion previamente desinfectadas para ser llevadas al invernadero
aeropdnico®, en el cual se mantiene la temperatura en un rango de 20°C a 25°C y una
humedad del 90%. Para mantener la temperatura se cuenta con un extractor de aire que se
enciende cuando la temperatura es mayor a 24°C y se apaga cuando la temperatura alcanza
los 18°C.

Las bandejas sembradas se disponen en estanterias de cafio de PVC de 2 pulgadas
con soportes de PVC reforzados, se encuentran apoyadas en tres puntos con una inclinacion
de 10° para que el excedente del riego escurra a una canaleta para su recolecciéon y posterior
uso en el riego de otros cultivos. Integrado a las estanterias se encuentra en sistema de riego
de microaspersion sobre las bandejas, el cual es activado cada 20 minutos con una duracion
de 15 segundos. El agua de riego es potable para disminuir los riegos de recontaminacion.
(Figura 19)

El proceso de germinacién se mantiene hasta los 10 dias, momento aproximado en el
cual aparecen las hojas verdaderas como se observa en Figura 18.

—as v

16 |La aeroponia es un método de cultivo hidropénico, en el cual las plantas en produccion se
encuentran desprovistas de un sustrato en contacto con las raices. Los nutrientes y el agua necesarios
para el crecimiento de las mismas son tomadas por las raices del ambiente circundante el cual esta
saturado de humedad provista por diferentes mecanismos.
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Figura 19: Diagrama de flujo del proceso de germinacion y toma de muestra de germinados y brotes de
lentejas mediante cultivo aeroponico.

2.2. LAS BANDEJAS

Las bandejas plasticas (Figura 20) utilizadas son las de produccion de forraje verde
hidroponico. Son de PEAD (polietileno de alta densidad) con medidas de 54cm de largo por
28cm de ancho y 5¢cm de profundidad. Se realizan perforaciones de 1-2mm de diametro cada
5-8mm de distancia en los extremos de las bandejas para mejorar la eliminacién del exceso
de agua. Son lavadas con agua con detergente neutro al 6% para facilitar la eliminacion de
restos de semillas y brotes de procesos anteriores, ya que las bandejas son reutilizables. Se
las enjuaga con suficiente agua y se las desinfecta por inmersiGn en una solucién de
hipoclorito de sodio al 5% durante 2 horas. Transcurrido ese tiempo se las escurre y se las
deja secar en un lugar ventilado, pero donde no haya entrada de insectos u otras plagas.
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Figura 20: Bandeja de germinacion

2.3. TOMA DE MUESTRA

Antes de comenzar el proceso de limpieza, las semillas se dividen en tres partes
iguales de 1000 gramos y se extraen 100 gramos de cada una previa homogeneizaciéon de
las semillas. Cada una de las extracciones constituye una unidad de muestra correspondiente
al dia cero. Desde el segundo dia y hasta los 10 dias de germinacion, se toman unidades de
100 gramos de cada bandeja cada 2 dias. La toma de las unidades de las bandejas se realiza
por repique. La bandeja se divide en 24 sectores de 9cmx9cm que se seleccionan
aleatoriamente hasta obtener 100 gramos. Se obtienen por dia 3 unidades de 100 gramos,
cada una perteneciente a cada una de las bandejas. Terminado el proceso de toma de
muestra las semillas restantes se homogeneizan manualmente cubriendo totalmente la
superficie de la bandeja para evitar focos donde pudiera ocurrir deshidratacion, desarrollo de
hongos, etc.

1 5 9 13 17 21

2 6 10 14 18 22

3 7 11 15 19 23

4 8 12 16 20 24

Figura 21: disefio de sectores por bandeja
2.4. DETERMINACIONES ANALITICASY

2.4.1. DETERMINACION DE HUMEDAD Y MATERIA SECA

Es una de las determinaciones mas frecuentes que se realiza sobre productos
alimenticios y una de las mas importantes ya que el tenor de agua de los alimentos esta
relacionado con la conservacion y las alteraciones del mismo. El contenido de agua o
humedad estd representado por la pérdida de peso que experimenta la muestra al ser
sometida a la temperatura de ebullicién del agua hasta constancia de peso

Los vegetales frescos tienen alto contenido de humedad y pueden sufrir alteraciones
si se secan a elevadas temperaturas. Normalmente la determinacion de humedad se realiza

17 Céatedra de Quimica Agricola. FCA. UNCuyo. Apuntes de clase y Guia de Trabajos Practicos.
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en estufas al vacio o en estufas comunes con circulacién de aire y a temperaturas que no
superan los 60 - 70 °C. a).

Se colocan 100g de la muestra en una bandeja previamente tarada y se lleva a estufa
de aire forzado hasta peso constante a una temperatura de 60-70°C durante 4 a 6 horas. Se
enfria y pesa rapidamente al mg. Al peso obtenido se le resta la tara de la bandeja y se obtiene
el peso de la muestra seca. Mediante la siguiente férmula se calcula el porcentaje de
humedad.

peso muestra himeda — peso muestra seca

H% = -~ x100
peso muestra himeda

El célculo de materia seca se realiza con la siguiente formula:
peso muestra seca

MS% = 100

- X
peso muestra himeda

2.4.2. DETERMINACION DE MINERALES

Para realizar el analisis del contenido mineral de las muestras, es necesario efectuar
previamente la reduccion del material al estado de sustancias minerales, para lo cual se
procede a destruir los constituyentes organicos. Una vez lograda esta mineralizacion se debe
solubilizar el residuo mineral empleando un disolvente. La solucion que contiene disuelto el
residuo mineral recibe el nombre de EXTRACTO.

Se realiza la mineralizacién por via seca por incineraciéon. Primeramente se calienta
una capsula o crisol, se deja enfriar y se pesa al mg. En su interior se colocan 2 a 5 g de
muestra y se calienta lentamente con mechero sobre tela metalica para carbonizar sin
desarrollo de llama. Luego se lleva a mufla a 500°C hasta eliminar las particulas carbonosas.
Se retira y se enfria en desecador. Se pesa el crisol con las cenizas y se obtiene el peso de
las cenizas por diferencia.

Una vez mineralizada la muestra se extraen los nutrientes de las cenizas,
solubilizdndolos. Para ello, se transfieren las cenizas de la cipsula a un vaso de 100 mL,
arrastrando el residuo adherido, con 10 mL de CIH 1+1. Se lleva a plancha o bafio de arena
hasta suave ebullicion y luego a sequedad. Se vuelve a agregar 10 mL de HCI 1+1 y se
mantiene hasta suave ebullicion disolviendo, sobre tela metalica. Se retira y se filtra con papel
de poro mediano recogiendo en matraz de 100 mL. Se lava con pequefias porciones de agua
caliente y se enfria. Por altimo, se enrasa con agua destilada y se conserva para las
determinaciones posteriores.

La dilucion obtenida es de 1:50 (2g de muestra en 100mL de extracto).

2.4.3. DETERMINACION DE CALCIO Y MAGNESIO!®

La determinacion de calcio y magnesio se realiza por titulacion con EDTA (&cido
etilendiaminotetraacético, C;,H;,N,0g ) en medio alcalino. EIl EDTA es un compuesto que
forma complejos 1:1 fuertes con la mayoria de los iones metalicos, por esto es el agente
guelante mas ampliamente utilizados en Quimica analitica.

Los extractos vegetales contienen metales y ortofosfatos. Los primeros interfieren con
la determinacion por formar complejos con el EDTA y los segundos, a causa de que la
valoracion se realiza en medio alcalino, forman sales insolubles de calcio y magnesio haciendo
gue estos cationes no formen complejos con el EDTA. Por estas razones es necesario eliminar
los metales interferentes y los fosfatos como paso previo a las determinaciones. El oxicloruro
de zirconio (o cloruro de zirconilo) a pH 5,5 — 6,5 forma con los fosfatos una sal insoluble y
gelatinosa, que a su vez arrastra los metales pesados interferentes, elimindndose el conjunto
por filtracién, quedando un filtrado en condiciones de titular el calcio y el calcio mas el
magnesio.

18 HARRIS, Daniel. “Analisis quimico cuantitativo” 3ra edicion. Version espariola traducida por Vicente
Bereguer Navarro y otro. Ed. Reverté. Barcelona, 2007.
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Para medir la concentracion de calcio presente en el extracto clorhidrico es necesario
eliminar el magnesio ademas de las sustancias interferentes. Esto se realiza al llevar la
solucion a un pH 12, medio al cual precipita como Mg(OH), (hidroxido de magnesio) y no
entra en la valoracién. Para la valoraciéon de magnesio se necesita un medio alcalino con pH10
y se mide conjuntamente la concentracibn de calcio y magnesio. La medida de la
concentracion de magnesio se realiza por diferencia.

Reactivos:

1- Indicador verde de bromocresol (sal de amonio)

2- Solucion de oxicloruro de zirconio octahidratado (ZrOCl,.8H,0) al 2% en agua
desmineralizada.

3- Solucion de NH,OH (1 + 4)

4- Solucién complexona: sal disddica del EDTA 0.02 N

5- Solucion alcalina de KOH al 10 %

6- Indicador murexida: mezclar 0,2 g de la droga con 40 g sulfato de potasio (K,S0,)
o sulfato de sodio (Na,S0,) anhidro.

7- Solucion reguladora: disolver 34 g de cloruro de amonio (NH,C1), libre de calcio y
magnesio, en 100mL de agua, agregar 280mL amoniaco concentrado (NH3) y
llevar a volumen.

8- Indicador Negro de Eriocromo: disolver 0.2g de la droga y 2g de clorhidrato de
hidroxilamina en 50mL de alcohol metilico. También se puede preparar disolviendo
1 g de eriocromo T en 100mL de trietanolamina.

Para la determinacion se pipetean 25mL del extracto clorhidrico en un erlenmeyer
agregando 1 gota del indicador verde de bromocresol. Se agrega 2mL de oxicloruro de
zirconio, se agita y se aflade gota a gota la solucién reguladora agitando hasta viraje al verde
y luego al verde azulado (se forma un precipitado gelatinoso). Se transfiere cuantitativamente
a un matraz volumétrico de 50mL, se enrasa con agua destilada y se filtra con papel de poro
grueso, desechando el precipitado sin lavarlo. Se coloca en erlenmeyer una alicuota de 20mL,
agregar aproximadamente 0,3g de murexida y 2mL de hidroxido de potasio (KOH) al 10%
parallevar a pH 12 y titular el calcio con la solucion de EDTA, usando un testigo para comparar
el punto final (color violeta).

Sobre otra alicuota de 20mL se titula conjuntamente el calcio y el magnesio con la
solucion de EDTA, previo agregado de 1 gota de indicador negro de eriocromo y 5mL de la
solucién reguladora para asegurar pH 10. El punto final es color azulino, sin tonalidad vinosa.

Teniendo en cuenta las diluciones realizadas, se obtiene la concentraciéon en
porcentaje de calcio y de magnesio mediante los siguientes calculos:

mL Ca*N*peq 50 100

* — k ——

1000 20 0,5
Camg%g = Ca g%g * 1000

Ca g%g =

mL Mg = volumen gastado (Ca + Mg) — volumen gastado Ca
mL Mg*Nx*peq 50 100

1000 207705
Mgmg%g = Mg g%g * 1000

Mg g%g =

2.4.4. DETERMINACION DE HIERRO

El procedimiento utilizado para medir la concentracion de hierro en los brotes es un
analisis espectrofotométrico. Para ésta determinacion es necesario preparar la muestra
reduciendo el idn férrico (Fe™3) aferroso (Fe*?), ya que se valora bajo la forma mas reducida.
Esto se efectla con una solucion reductora de hidroxilamina al 10%, en un pH entre 1,5y 4.
El método colorimétrico utiliza como reactivo la ortofenantrolina que forma con el cation ferroso
(Fe*?) un complejo de coloracién anaranjado-rojizo, la cual se mide en espectrofotometro o
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fotocolorimetro, a 490 nm de longitud de onda y se compara con una curva patrén realizada
con soluciones patron de diferentes concentraciones.

Reactivos:

1- Solucién NaOH 2%

2- Solucion HCI 1:20

3- Solucion de reserva de Fe 500 ppm (ug * g~1): Disolver 0,351g de sal de Mohr
(Fe(NH,4),(S0,4), * 6H,0) en agua destilada, agregar 2mL de solucién HCI 1:20 y
llevar a volumen de 100mL.

4- Solucién patrén de Fe 20 ppm (ug * g~1): Diluir 4mL de la solucién anterior a
100mL, incluyendo 2mL de la solucion HCI 1:20

5- Solucion reductora de hidroxilamina al 10%: Disolver 10g de NH,OH * 2HC! en
100mL de agua.

6- Solucion alcohdlica de ortofenantrolina al 1,5%: Disolver 1,5g de la droga en 100mL
de etanol.

Se prepara una curva patrén de Fe con soluciones de 0; 1; 2; 3; 4; 5 ug * gt (ppm),
empleando 0; 2,5; 5; 7,5; y 10mL de la solucion patron de 20 ug = g~ (ppm) de hierro en
matraces aforados de 50mL, a los que se agrega 2mL de la solucion reductora de
hidroxilamina y 1mL de ortofenantrolina al 1,5%, enrasando finalmente a volumen. Se coloca
en un matraz volumétrico de 50mL, 10mL del extracto y se diluye con aproximadamente 15mL
de agua. Se agrega 1 gota de fenolftaleina y gotas de la solucion de NaOH 2% hasta viraje
del indicador, para neutralizar la acidez. Se agrega 1mL de HCI 1:20 para ajustar el pH a nivel
adecuado, luego 2mL de la solucién reductora de Hidroxilamina para reducir el hierro férrico
a ferroso y finalmente 1mL de ortofenantrolina, terminar de enrasar con agua destilada a
50mL. En fotocolorimetro se lee la tramitancia a una longitud de onda de 490nm y se
transformar el dato en absorbancia por tabla.

Se calcula el contenido de hierro en ppm (ug * g~') de acuerdo a la curva patron
teniendo en cuenta la absorbancia del testigo (AbsT), la concentracion del testigo (ppmT) y la
absorbancia de la muestra (AbsM):

Fe ppm = AbsT » ppmT * AbsM
Femg%g = Fe ppm x 0,10

2.5. ANALISIS DE LOS DATOS

Obtenidos los datos se procede al andlisis descriptivo e inferencial de cada uno de los
minerales en estudio, teniendo en cuenta el tiempo de germinacion evaluado. Los analisis se
realizan con el software estadistico InfoStat version 2017p.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. EVALUACION DE HIERRO, CALCIO Y MAGNESIO EN LENTEJAS
DURANTE SU PROCESO DE GERMINACION BAJO CULTIVO AEROPONICO

3.1.1. ANALISIS DESCRIPTIVO

De acuerdo a los datos obtenidos a partir de las muestras tomadas durante la
produccion de brotes de lentejas en cultivo aeropoénico, se presenta la siguiente informacion:

Tabla 1: Promedio y desviacion estandar de las concentraciones de hierro (mg%og), calcio (mg%g) y magnesio
(mg%g) segun el dia de germinacion de semillas de lenteja (Lens culinaris)

Germinacioén Dia 0 Dia 2 Dia 4 Dia 6 Dia 8 Dia 10

Hierro (mg%g)) | 12,50+0,53 | 11,48+1,41 | 10,18+0,45 | 11,21+1,20 | 9,23+1,29 | 10,68+1,59

Calcio (mg%g) | 200,00£105,8 | 186,7+11,55 | 193,3+75,72 | 233,3+30,55 | 273,3+11,55 | 256,7+115,9

Magnesio (mg%g) | 180,0+55,68 | 170,0+26,46 | 170,0+40,0 | 220,0+52,92 | 256,7+35,12 | 346,7+102,63

En el caso del dia cero de germinaciéon se toma en cuenta la semilla seca. La
concentracion promedio de hierro que se obtuvo en el ensayo fue de 12,5+0,53mg%g. Si se
tiene en cuenta la tabla de composicion centesimal de vegetales, emitido por la Universidad
Nacional de Lujan, para “Alimentos Argentinos”!®, la concentracion de hierro de semillas secas
de lenteja es de 3,86 mg%g. La diferencia puede deberse a que la concentracion de minerales
en semillas tiene una gran variabilidad dependiendo del lugar de cultivo y las condiciones
climéaticas que soporta el cultivo.?’° Se puede observar esta diferencia en las distintas tablas
de composicion centesimal del mundo. Por ejemplo, la USDA (United States Department of
Agriculture) presenta en lentejas secas una concentracion de hierro de 6,51mg%g, valor
promedio resultado del analisis a 38 muestras de lentejas en un rango que va desde los
4,19mg%g hasta los 25,43mg%yg.

13,28

11,884

10,48

Hierro (mg%g)

9,08

7,69+

Figura 22: Concentracion promedio de hierro (mg%g) y su desviacion estandar segun el dia de germinacion

En el caso de calcio se obtuvo una concentracion promedio de 200mg%g con una
desviacion estandar 105,8mg%g. La concentracion del mineral es mucho mas alta que la que

19 Universidad Nacional de Lujan, “Tabla de composicion centesimal de vegetales”, 2010,
http://www.unlu.edu.ar/~argenfood/Tablas/Tabla.htm

20 pacheco Loures y otros, “Analise fisico-quimica, microbioldgica e sensorial de brotos de lentilha da
variedade PRECOZ”, Acta Scientiarum. Agronomy Maringa, v. 31, n. 4, p. 599-606, Parana, Brasil, 2009
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se presenta en la tabla de composicién centesimal de vegetales de la UNLujan (46mg%g) o
en la tabla del USDA (35mg%g,n=38, un valor minimo de 17mg%g y un maximo de 58mg%g).
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Figura 23: Concentracion promedio de calcio (mg%g) y su desviacién estandar segun el dia de germinacién.

Con el magnesio sucede algo similar que con el calcio. La concentracion promedio
obtenida es de 180mg%g+55,68mg%g, mas alta que la presente en la tabla de composicién
centesimal de alimentos del USDA de 47mg%g, tomado de 38 mediciones con un minimo de
18mg%g y un maximo de 82mg%g. La concentracion de magnesio no se encuentra en la tabla
de composicion centesimal de la UNLujan, para ningan alimento. Las diferencias encontradas
entre los valores medios en las concentraciones de calcio y magnesio, pueden deberse a los
anteriormente expresado, las condiciones de suelo, método de cultivo, clima, etc. que afectan
la concentracion de minerales en la semilla y explica la gran variabilidad que se presenta.

465,55 1

376,18

286,811

Mg mg%g

197,444

108,07

Figura 24: Concentracion promedio de magnesio (mg%g) y su desviacién estandar segun el dia de

germinacion

Para los siguientes dias de germinacion se pueden observar las concentraciones
promedio y sus desviaciones estandar en la Tabla 1 y en las figuras 22, 23 y 24. No existe en
las tablas de composicion de alimentos la composicién centesimal de los brotes de lenteja.
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3.1.2. ANALISIS INFERENCIAL

Se realiza el célculo de la estimacion de las concentraciones promedio para cada uno
de los minerales en estudio teniendo en cuenta el dia de germinacion, cuyos resultados se
encuentran en la Tabla 2.

Tabla 2: Intervalos de confianza del 95% para las concentraciones promedio de hierro (mg%g), calcio (mg%g)

y magnesio (mg%g) segun el dia de germinacion.

Germinacion Dia 0 Dia 2 Dia 4 Dia 6 Dia 8 Dia 10
Hierro (mg%g) (11,19; 13,81) | (7,96; 14,99) (9,06; 11,30) (8,22; 14,20) (6,02; 12,44) (6,73; 14,63)
Calcio (mg%og) (0; 462,9) (158,0; 215,4) | (5,24;381,4) | (157,4;309,2) | (244,6;302,0) (0; 544,6)
Magnesio (mg%g) | (41,7;318,4) | (104,3;235,7) | (70,6; 269,4) (88,6;351,4) | (169,4;343,9) | (91,7; 601,6)

Las representaciones de los intervalos de confianza obtenidos, permiten observar la
variabilidad que se encuentra en cada dia de germinacién con respecto a las concentraciones
promedio: en la Figura 25 se presentan las concentraciones promedio de hierro, en la Figura
26 las de calcio y en la Figura 27 las de magnesio.

Hierro (mg%g)

16,647

13,60

10,554
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Figura 25: Intervalos de confianza para la concentracion promedio de hierro (mg%g) segun el dia de
germinacién de semillas de lenteja (Lens culinaris) por cultivo aeropénico
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Figura 26: Intervalos de confianza del 95% para la concentracion promedio de calcio (mg%g) segun el dia de
germinacion de semillas de lenteja (Lens culinaris) por cultivo aeropénico
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Figura 27: Intervalos de confianza del 95% para la concentracién promedio de magnesio (mg%g) segun el dia
de germinacién de semillas de lenteja (Lens culinaris) por cultivo aeroponico.

3.2. ANALISIS DE LA CONCENTRACION DE HIERRO DURANTE LA
GERMINACION DE LENTEJAS BAJO CULTIVO AEROPONICO

Con el objetivo de determinar si existe un modelo predictivo de la concentracién de los
minerales en semillas de lenteja segln los diferentes dias de germinacién bajo cultivo
aeroponico. Se realiza un analisis exploratorio para evaluar si existe una asociacion lineal
simple entre la concentracion del mineral y los dias de germinacién. En éste andlisis no se
toman los datos observados en el dia 0, debido a que el material de observacion es diferente
(semillas secas).

En el andlisis de correlacién de la concentracion de hierro (mg%g) y el tiempo de
germinacion (2, 4, 6, 8 y 10 dias), se obtuvo un coeficiente de Pearson r = —0,28. Este valor
representa una asociacion muy débil entre ambas variables y de caracter negativo (ver Tabla
3). De acuerdo a la prueba de hipétesis, el coeficiente de Pearson no es significativo (pvalor =
0,31) por lo que no existe una correlacion lineal significativa.
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Figura 28: Diagrama de dispersién de la concentracion de hierro (mg%g) segun el dia de germinacién de
semillas de lentejas (Lens culinaris) en cultivo aeroponico.

Tabla 3: Salida InfoStat para el coeficiente de correlacion simple lineal y su prueba de hipétesis

Correlacidn de Pearson: Coeficientes\probabilidades

Hierro (mg%g) DIAS
Hierro (mg%qg) 1,00 0,31
DIAS =0, 28 1,00
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Debido a los resultados del analisis de correlacion no se plantea un modelo lineal pero
se intenta relacionar las variables mediante otros modelos no lineales (potencial, exponencial
y logistico) observandose que no existe una relacion funcional entre la concentracion de hierro
y los dias de germinacion.

Se realiza un andlisis de la varianza (ADEVA) para determinar si existe variacion de la
concentracion de hierro durante la germinacién, tomando los 2, 4, 6, 8 y 10 dias de
germinacion como tratamientos. El resultado indica que no existe variabilidad, con un p —
valor = 0,2697 .

Esta falta de asociacion y de variabilidad al transcurrir el proceso de germinacion,
puede explicarse por su fisiologia. Durante éste proceso la semilla no incorpora hierro al
sistema ya que la raiz se desarrolla a partir del sexto dia, 6érgano de la plantula dénde se
realiza la absorcion de nutrientes. (Azcon Bieto, 2000)

3.3. ANALISI$ DE LA CONCENTRACION DE CALCIO DURANTE LA
GERMINACION DE LENTEJAS BAJO CULTIVO AEROPONICO

Se procede de la misma forma teniendo como respuesta la concentracion de calcio
(mg%g). En el andlisis de correlacion el coeficiente de correlacion de Pearson r =
0,50 significa una asociacion lineal media entre las variables pero en este caso positiva. Al
realizar la prueba de hipétesis para el coeficiente no se tiene suficiente evidencia muestral
para decir que es significativo, con un p — valor = 0,06.

Tabla 4: Salida de InfoStat para el coeficiente de correlacion simple lineal y su prueba de hipotesis

Coeficientes de correlacidén
Correlacidén de Pearson: Coeficientes\probabilidades
CALCIO (%) DIAS

CALCIO (%) 1,00 0,06
DIAS 0,50 1,00
402,501
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Figura 29: Diagrama de dispersién de la concentracion de calcio (g%g) segun el dia de germinacion de
semillas de lentejas (Lens culinaris) en cultivo aeropénico.

Al analizar el modelo lineal, se observa la presencia de diferencia de las varianzas a
diferentes dias de germinacién (falta de homoscedasticidad). Se decide plantear un modelo
lineal de prediccion para las concentraciones promedio de calcio.

Vl‘:ﬁo +,81xl-+el- i=1,..,5

Donde:
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V; es la concentracién promedio de calcio (mg%g) observado en la i-ésima muestra de
semillas de lentejas germinadas

x; es el dia de germinacion de la i-ésima muestra de semillas de lentejas germinadas
Bo €s la concentracion promedio de calcio (mg%g) en el dia 0 de germinacion

B, es la variacion de la concentracion promedio de calcio (mg%g) por cada dia de germinacion
que transcurre.

El modelo
v =162,67 mg%g + 11,0mg%g * x

puede utilizarse para predecir la concentracién promedio de calcio (mg%yg) durante el periodo
de germinacion de 2 a 10 dias (p — valor = 0,0307), representando éste el 83% (R? = 0,83)
de la variabilidad que se presenta en éstas concentraciones promedio.

3.4. ANALISIS DE LA CONCENTRACION DE MAGNESIO DURANTE LA
GERMINACION DE LENTEJAS BAJO CULTIVO AEROPONICO

De acuerdo a la representacion de las concentraciones de magnesio (mg%.g) obtenido
durante los dias de germinacién, puede observarse cierta variacion de la concentracion a
medida que la germinacion transcurre. Al realizar el andlisis de correlacién (Tabla 5) se ve
reflejada una asociacion lineal positiva, con un coeficiente de Pearson r = 0,77, cuya prueba
de hipotesis es significativa (p — valor = 0,0008). Este valor manifiesta que a medida que
transcurre la germinacion el contenido de magnesio va aumentando.

Tabla 5: Salida InfoStat del andlisis de Correlacion para el coeficiente de correlacion simple lineal y su prueba
de hipétesis

Coeficientes de correlacién
Correlacidon de Pearson: Coeficientes\probabilidades

MAGNESIO (mg%q) DIAS
MAGNESIO (mg%g) 1,00 8,3E-04
DIAS 0,77 1,00
476,50
o
385,75
g .
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Figura 30: Diagrama de dispersion de la concentracién de magnesio (mg%g) segun el dia de germinacion de
semillas de lentejas (Lens culinaris) en cultivo aeropdnico.

Es muy probable que ésta asociacién pueda explicarse mediante un modelo lineal que
nos permita predecir el contenido de magnesio en alguno de los dias en los que transcurre la
germinacion. Se planten varios modelos, lineal y no lineales, siendo el modelo exponencial el
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gue mejor se ajusta a las concentraciones de magnesio (mg%g) durante el proceso de
germinacion (R? = 0,64) con un p — valor = 0,0003. Se tiene que tener en cuenta que entre
el 2° y el 4° dia de germinacién la concentracién de magnesio se mantiene constante hasta
gue comienza la sintesis de compuestos que contienen al magnesio en su composicion, como
por ejemplo la clorofila.

El modelo de prediccion para la concentracién de magnesio es:
W = 121,75mg%g » e®10(mg%g)/diarx
Siendo:

w: concentracion de magnesio (mg%g) estimada en brote de lenteja a los x dias de
germinacion.

x: dia de germinacion de lenteja.
Y la representacion del ajuste del modelo a las concentraciones de magnesio obtenidas es:

476,50

385,75+

295,004

Mg mg%g

204,25+

113,50 r T T T T T T T T 1
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Figura 31: Modelo exponencial de la concentracion de magnesio (mg%g) entre el 2°y el 10° dia de
germinacion de lentejas (Lens culinaris) en cultivo aeropénico

La concentracion de calcio y magnesio se mantienen constantes durante los 4
primeros dias de germinacion debido a que no hay absorcion de dichos minerales ni tampoco
sintesis de proteinas. A partir del cuarto dia comienza el mayor crecimiento en materia seca
del germinado dado por la formacion de pared celular. El calcio es uno de los componentes
principales que le dan rigidez a dicha pared y a la plantula en crecimiento. (Azcén Bieto, 2000)

3.5. PRODUCCION AUTOMATIZADA DE SEMILLAS GERMINADAS EN
CULTIVO AEROPONICO

En los Ultimos afios, ha aumentado la popularidad de las semillas germinadas, que
muchos aprecian por su valor nutritivo. Sin embargo, el consumo de semillas germinadas
crudas se puede asociar con enfermedades transmitidas por alimentos, causadas
principalmente por patégenos como Salmonella spp, E. Coli, Listeria monocytogenes y
Shigella spp. Actalmente existen formas de obtencion de estos productos mediante un cultivo
controlado que podria garantizar la produccion de semillas germinadas libres de patégenos.

Los germinados pueden consumirse en fresco o como componente de productos
preparados como ensaladas, sopas, salsas, entre otro. Ademas, son aptos para el consumo
del publico en general. Para su conservacion se recomienda la refrigeracion a una
temperatura de 5-8°C. Estos productos pueden ser utilizados en la preparacion directa de
otros alimentos o también pueden ser deshidratados o escaldados y finalmente envasados
(por ejemplo, en bolsas plasticas de 125 gramos o en bandejas plasticas recubiertas con film
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plastico de polietileno y polipropileno). Su vida util en refrigeracion es de hasta 7 dias a partir
de la fecha de envasado.

Es importante que la produccién de semillas germinadas para el consumo humano se
realice bajo la implementacién de Buenas Practicas de Manufactura y Produccion. Esto lleva
a obtener un producto inocuo manteniendo las caracteristicas nutritivas esperadas por el
consumidor. El tipo de cultivo que se plantea es aeropénico, realizado dentro de una camara
con un sistema automatizado. Entre las ventajas de este sistema, es que no se encuentran
en contacto con el suelo y se utiliza agua limpia, existe un mejor aprovechamiento de los
recursos, una respuesta mas oportuna a los problemas, se facilita la inspeccién por parte de
las autoridades y aumenta la confianza en el producto.

La estrategia que aqui se presenta, podria servir como prerrequisito para la
implementacién de un sistema HACCP para la produccién de semillas germinadas. Se decidié
el desarrollo de esta metodologia debido que se cuenta con la informacién suficiente para su
elaboracion, entre ellos: la estandarizacion del proceso germinacion de las semillas, el
establecimiento de ciertas variables del mismo y la necesidad de obtener un producto inocuo.
Uno de los objetivos de este trabajo fue disefiar un proceso aplicable a la produccion de
semillas germinadas. La finalidad de este apartado es ilustrar sobre las diferentes practicas a
seguir para la obtencion de semillas germinadas inocuas y posibilitar la aplicacion de la misma.

3.5.1. AMBITO DE APLICACION, UTILIZACION Y DEFINICIONES

3.5.1.1. Ambito de aplicacion

Este apartado tiene como objetivo la produccion de semillas germinadas o brotes para
el consumo humano, con el fin de obtener un producto inocuo y sano.

3.5.1.2. Utilizacion

El proceso planteado sigue el modelo de los Principios generales de higiene de los
alimentos (CXC 1-1969) y debe utilizarse junto con los Principios generales de higiene de los
alimentos y el Cadigo de practicas de higiene para frutas y hortalizas.

3.5.1.3. Definiciones

Productor de semillas: Persona encargada de dirigir las actividades asociadas con la
produccién primaria de semillas, incluidas las practicas postcosecha.

Distribuidor de semillas: Persona encargada de distribuir semillas (manipular, almacenar y
transportar) a los productores de semillas germinadas. Puede darse el caso de que los
distribuidores de semillas traten directamente con uno o varios productores de semillas o que
sean ellos mismos productores.

Productor de semillas germinadas. Persona encargada de dirigir las actividades asociadas
con la produccién de semillas germinadas.

Biocida: Toda sustancia quimica o microorganismo destinado a destruir, contrarrestar,
neutralizar o ejercer un control sobre cualquier organismo nocivo por medios quimicos o
bioldgicos.

Hidroponia: Término general utilizado para la produccion de plantas sin suelo, en un medio
nutriente acuoso.

Aeroponia: Término general utilizado para la produccion de plantas en un entorno aéreo o de
niebla sin hacer uso de suelo.

Céamara de produccion: Lugar aislado donde se colocan los cajones con las semillas para su
germinacion.

Produccién primaria: las fases del cultivo y la recoleccion de frutas y hortalizas frescas, como
la preparacion del suelo, la plantacién, el riego, la aplicacion de fertilizantes y productos
agroquimicos, el envasado en el campo y el transporte a un establecimiento de envasado.
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Frutas y hortalizas listas para el consumo: Toda fruta u hortaliza que normalmente se consume
cruda, destinadas al consumo humano directo sin que se le aplique ninguna fase microbicida
adicional. Puede incluir cualquier fruta o verdura que haya sido lavada, pelada, cortada o
modificada fisicamente de alguna otra manera con respecto a su forma original, pero que se
mantiene en estado fresco.

Agua limpia: Agua que no pone en peligro la inocuidad de los alimentos en las circunstancias
en que se utiliza.

Agua potable: Agua que cumple con las normas de calidad del agua para beber descritas en
el articulo 982 del Codigo Alimentario Argentino (Ley 18284 — Decreto 2126/1971)

Agua de riego utilizada: Agua que ha estado en contacto con las semillas germinadas durante
el proceso de germinacion

3.5.2. PROCESO DE PRODUCCION DE SEMILLAS GERMINADAS

3.5.2.1. Generalidades:

Durante el proceso es necesario mantener la revisién continua en la germinacion para
detectar y/o controlar ataque de microorganismos e insectos. Para ello el control de
temperatura y humedad, los tiempos de enfriado y rotacién de las semillas germinadas son
importantes durante toda la etapa de germinacion. También se debe tener control sobre el
empaque utilizado y en el almacenamiento la temperatura, humedad y tiempo son sensibles
para mantener el objetivo. Todo debe quedar registrado y documentado.

3.5.2.2. Recepcion de semillas:

Las semillas germinadas y brotes deben ser productos obtenidos a partir de semillas
deshidratadas de origen organico, obtenidas directamente de productores de semillas para el
consumo humano. Estos deben realizar sus actividades teniendo en cuenta Buenas Préacticas
Agricolas (BPA).

A su llegada las semillas se examinan para reducir al minimo la posibilidad de que se
introduzcan contaminantes obvios y visibles. Los recipientes de entrega se examinan para
determinar si presentan dafios fisicos (por ejemplo, agujeros que indiquen la presencia de
roedores) y signos de contaminacion (manchas, insectos, heces de roedores o insectos, orina,
materias extrafias, etc.). Si los recipientes se encuentran dafiados, contaminados o
potencialmente contaminados, las semillas no se deben utilizar para la produccion de brotes
destinados al consumo humano.

Durante el almacenamiento las semillas se mantienen en depésito sobre pallets
plasticos, a una distancia de 30 cm de las paredes. Las condiciones del almacenamiento son:
temperatura entre 15°C y 18°C, sin superar los 25°C para evitar deshidratacion y mantener el
poder germinativo, humedad ambiente maxima de 20%, baja luminosidad y adecuada
circulacion de aire. Estas condiciones impiden ademés la formacién de moho y la proliferacion
de bacterias y facilita la inspeccion para la lucha contra plagas.

Los recipientes que contienen las semillas deben estar etiquetados y registrados para
su control. Una vez abiertos se protegen con el cierre y malla contra plagas y otras fuentes de
contaminacion.

3.5.2.3. Pesado de materia prima:

Para comenzar con el proceso de germinacion se pesa la cantidad de semillas de
acuerdo a lo que se planifica producir. Si la cantidad de semillas es baja se evita el uso
innecesario de los recursos; si es excesiva se produce un aumento de la temperatura dentro
de la masa en el proceso de germinacién que provocaria la proliferacion de algunos
microorganismos gque pudieran encontrarse viables.
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3.5.2.4. Lavado y Activacion de semillas

Las semillas se deben enjuagar concienzudamente antes de la descontaminacion
microbioldgica a fin de eliminar la suciedad y aumentar la eficacia del tratamiento siguiente.
Para ello se someten a reiterados lavados con suficiente agua limpia a temperatura ambiente,
moviéndolas para que la suciedad que pudiera estar pegada se afloje y/o se elimine por
barrido del agua. Este proceso se realiza 2 veces o hasta que se elimine la mayor parte de la
suciedad y el agua de enjuague quede limpia.

Para comenzar con la etapa de activacion se remojan las semillas con agua potable a
35°C+2°C y se dejan en remojo durante 12 horas. Los recipientes utilizados para el remojo
deben limpiarse y desinfectarse antes de su utilizacién.

3.5.2.5. Descontaminacién microbiana de las semillas

En la ultima fase de la etapa de remojo se aplica el tratamiento de descontaminacion
antes del proceso de germinacion para reducir el riesgo de enfermedades transmitidas por lo
alimentos.

El tratamiento de descontaminacion es la aplicacion de ozono gaseoso al agua de
remojo durante 10 minutos. (Chawsla y otros, 2012)

3.5.2.6. Escurrido

Luego que se cumple el tiempo de hidratacion las semillas hidratadas se cuelan y se
disponen en cajones plasticos cribados y los mismos se colocan dentro de la camara de
produccién. Alli, en un ambiente cerrado, se aplica 0zono nuevamente durante 5 minutos para
disminuir la carga microbiana que pudiera estar presente en la camara.

3.5.2.7. Germinacién:

Se enciende el controlador de la camara de produccién que mantiene la temperatura
en un rango de 18 a 20°C y con un riego por aspersion con agua potable de 15 segundos
cada 20 minutos. Este proceso disminuye la temperatura de las semillas que aumentan la
misma por el proceso de germinacion, ademas de mantener la condicion de humedad entre
80% y 95%. Al estar en una cdmara cerrada no recibe luminosidad.

3.5.2.8. Aplicacion de luz:

Al tercer dia de germinacién se enciende una luz de longitud de onda de 400 a 600nm
aproximadamente, emitiendo luz verde- azul para potenciar la produccion de clorofila
impartiendo al producto color. Esto se mantiene hasta el momento de la extraccion de los
brotes o semillas germinadas para el consumo.

3.5.2.9. Cosecha:

A los 4-8 dias de produccion aproximadamente (dependiendo de la especie y
variedad), o cuando la plantula abrié su primer par de hojas, se corta el suministro de agua.

3.5.2.10.Enfriamiento:

Se somete a los brotes a un enjuague con agua potable para bajar la temperatura,
eliminar cascaras y reducir aln mas la contaminacion microbiana. Se pasa a camara de
refrigeracion (8°C) durante 2 horas para disminuir ain mas la temperatura y frenar la
germinacion, ademas de reducir al minimo la proliferacion de microbiana. Los brotes quedan
en un proceso de germinacion latente o muy lenta.

3.5.2.11.Envasado

Se colocan los brotes en bolsas de polietileno de cierre hermético, con etiqueta
autoadhesiva.
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3.5.2.12.Almacenamiento

Las bolsas se colocan en cajones plasticos para su estiva y se mantienen en cadmara
de refrigeracion a 6 + 2°C hasta su distribucién. La vida util del producto es de 7 dias en
refrigeracion desde el envasado.

3.5.3. DIAGRAMA DE FLUJO PARA LA PRODUCCION DE BROTES Y GERMINADOS MEDIANTE
CULTIVO AEROPONICO PARA CONSUMO HUMANO.
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1- BPA. Ausencia de dafios fisicos y sighos de contaminacion.
2- Distancia a las paredes y suelo, temperatura, humedad y luminosidad. Control de plagas.
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3- Determinar de acuerdo a la produccién.

4- Hasta eliminacion de suciedad y materia extrafia

5- Agua potable a 35°C+2°C.

6- Cantidad de agua suficiente.

7- Control automatizado de temperatura, humedad y riego.
8- Al aparecer el primer par de hojas

9- Agua potable fria, temperatura de refrigeracion

10- Pesaje y calidad de envases

11- Temperatura, tiempo y humedad.

Control reloj

- 12 horas

- 5 minutos

- 5 minutos de ozonizacién, riego automatizado de 15 segundos cada 20 minutos.
V- A los 4-8 dias de iniciado el proceso

V- 2 horas en camara de refrigeracion.

3.5.4. ESTABLECIMIENTO: MANTENIMIENTO Y SANEAMIENTO

Al inicio de las operaciones y durante todo el proceso, se debe limpiar y desinfectar los
utensilios y superficies que estaran en contacto con las semillas en cualquiera de sus etapas
y con los germinados y brotes, para asegurar la ausencia de patdgenos en las instalaciones
y los equipos.

Se debe tener un programa para el control de plagas comenzando por una eficaz
eliminacion de los residuos y del material descartado por eliminacién selectiva, para disminuir
la posibilidad de atraer insectos y otras plagas. Ademas, deben tenerse en cuenta la
documentacion de los controles para una adecuada gestion de residuos y vigilancia de la
efectividad del programa desarrollado.
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4. CONCLUSIONES

La concentracion de hierro (mg%g) en los brotes de lenteja no presenta variacion
durante el proceso de germinacion, lo que le daria una ventaja en contraposicién a las semillas
cocidas. Durante el cocimiento muchas de las vitaminas y minerales se pierden en el agua de
coccién. El consumo de brotes de lentejas puede ser una opcidén para aumentar la presencia
de legumbres en la dieta diaria de la poblacion argentina, sujeta a una campafa de
informacion y concientizacion a favor de la buena nutricién y la salud.

Durante el proceso de germinacion aumenta el contenido de calcio y magnesio,
manteniéndose constantes hasta el 4° dia de germinacion. El contenido promedio de calcio
(mg%g) se puede calcular mediante un modelo lineal y la concentracion de magnesio (mg%g)
mediante un modelo exponencial.

El proceso de obtencién de brotes y germinados mediante la produccion aeropénica
disminuye el contacto con fuentes de contaminacion, siempre y cuando se mantengan los
procesos de descontaminacion adecuados. Este método de cultivo permite la automatizacion
del mismo haciendo mas eficiente el proceso respecto a los recursos naturales, humanos y
financieros y facilitando la inspeccién y control por parte de las autoridades y los encargados.
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5. RECOMENDACIONES

La alimentacién saludable, el veganismo y el vegetarianismo, dejé de ser una moda
para ser una tendencia mundial. Los brotes y germinados de diferentes leguminosas y
cereales se toman como fuente natural de nutrientes y el CAA no los contempla. La Unién
Europea, el Codex Alimentarius de la FAO y organismos de diferentes paises estan
regularizando éste alimento, las materias primas y la produccion. Es necesario continuar con
el estudio de éste tipo de alimentos, que en el mundo entran en el grupo de los Alimentos
Funcionales. En Japén se certifican bajo la denominacion de “FOSHU"2. (Duran, Valenzuela,
2010).

Asi mismo, se deben tener en cuenta el desarrollo de productos que tengan como
materia prima a los brotes y germinados. Un ejemplo de estos es el empleo en panaderia de
la harina de trigo germinado para la elaboracion de productos a partir de masa madre??, o la
elaboracion de medallones con mezcla de brotes diferentes con el agregado de otros
vegetales.

21 FOSHU: “Food for Specified Health Use”, en espariol “Alimentos para usos especificos en salud” o
en forma general “Alimentos Funcionales”.

22 Masa madre se denomina al fermento natural que se mantiene para la produccién de panificados sin
el agregado de levaduras y se pasa de generacidén en generacion. Se conoce que existe masa madre
de més de 100 afios.
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6. ANEXO

6.1. DATOS

Tabla 6: Concentracion de hierro (mg%og), calcio (mg%g) y magnesio (mg%) en semillas de lenteja en distintas
etapas de la germinacion

DIAS Fe mg%g Ca mg%g Mg mg%g
0 12,81 320,00 240,00
0 11,89 160,00 170,00
0 12,80 120,00 130,00
2 10,67 180,00 150,00
2 13,11 200,00 200,00
2 10,65 180,00 160,00
4 10,06 140,00 130,00
4 10,68 160,00 170,00
4 9,85 280,00 210,00
6 11,00 260,00 200,00
6 12,50 200,00 180,00
6 10,12 240,00 280,00
8 8,35 280,00 220,00
8 10,72 280,00 260,00
8 8,63 260,00 290,00
10 10,68 200,00 260,00
10 12,27 180,00 320,00
10 9,09 390,00 460,00

6.2. ANALISIS DESCRIPTIVO

6.2.1. HIERRO

Medidas resumen

Dia Variable n Media D.E. E.E. Min Max

0 Hierro (mg%g) 3 12,50 0,53 0,30 11,89 12,81

2 Hierro (mg%qg) 3 11,48 1,41 0,82 10,65 13,11

4 Hierro (mg%g) 3 10,18 0,45 0,26 9,81 10,68

6 Hierro (mg%qg) 3 11,21 1,20 0,69 10,12 12,50

8 Hierro (mg%qg) 3 9,23 1,29 0,75 8,35 10,72

10 Hierro (mg%qg) 3 10,68 1,59 0,92 9,09 12,27

6.2.2. CALCIO

Medidas resumen

DIAS Variable n Media D.E. E.E. Min Max

0 Ca mg%g 3 200,00 105,83 61,10 120,00 320,00
2 Ca mg%g 3 186,67 11,55 6,67 180,00 200,00
4 Ca mg%g 3 193,33 75,72 43,72 140,00 280,00
6 Ca mg%g 3 233,33 30,55 17,64 200,00 260,00
8 Ca mg%g 3 273,33 11,55 6,67 260,00 280,00
10 Ca mg%g 3 256,67 115,90 66,92 180,00 390,00
6.2.3. MAGNESIO

Medidas resumen

DIAS Variable n Media D.E. E.E. Min Max

0 Mg mg%g 3 180,00 55,68 32,15 130,00 240,00
2 Mg mg%g 3 170,00 26,46 15,28 150,00 200,00
4 Mg mg%g 3 170,00 40,00 23,09 130,00 210,00
6 Mg mg%g 3 220,00 52,92 30,55 180,00 280,00
8 Mg mg%g 3 256,67 35,12 20,28 220,00 290,00
10 Mg mg%g 3 346,67 102,63 59,25 260,00 460,00
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6.3. ANALISIS INFERENCIAL

6.3.1. CALCULO DE INTERVALOS DE CONFIANZA 95% PARA LA CONCENTRACION PROMEDIO
DE HIERRO (MG%G)

Intervalos de confianza

Bilateral

Estimacidén paramétrica

Dia Variable Pardmetro Estimacién E.E. n LI (95%)) LS (95%))
0 Hierro (mg%g) Media 12,50 0,30 3 11,19 13,81
2 Hierro (mg%g) Media 11,48 0,82 3 7,96 14,99
4 Hierro (mg%g) Media 10,18 0,26 3 9,06 11,30
6 Hierro (mg%g) Media 11,21 0,69 3 8,22 14,20
8 Hierro (mg%g) Media 9,23 0,75 3 6,02 12,44
10 Hierro (mg%g) Media 10,68 0,92 3 6,73 14,63

6.3.2. CALCULO DE INTERVALOS DE CONFIANZA 95% PARA LA CONCENTRACION PROMEDIO
DE CALCIO (MG%G)

Intervalos de confianza

Bilateral

Estimacidén paramétrica

DIAS Variable Pardmetro Estimacién E.E. n LI (95%)) LS (95%))
00 Ca mg%g Media 200,00 61,10 3 -62,90 462,90
02 Ca mg%g Media 186,67 6,67 3 157,98 215,35
04 Ca mg%g Media 193,33 43,72 3 5,24 381,43
06 Ca mg%g Media 233,33 17,64 3 157,44 309,22
08 Ca mgs%g Media 273,33 6,67 3 244,65 302,02
10 Ca mg%g Media 256,67 66,92 3 -31,25 544,58

6.3.3. CALCULO DE INTERVALOS DE CONFIANZA 95% PARA LA CONCENTRACION PROMEDIO
DE MAGNESIO (MG%G)

Intervalos de confianza

Bilateral

Estimacidén paramétrica

DIAS Variable Parametro Estimacién E.E. n LI (95%)) LS (95%))
00 Mg mg%g Media 180,00 32,15 3 41,69 318,31
02 Mg mg%g Media 170,00 15,28 3 104,28 235,72
04 Mg mg%g Media 170,00 23,09 3 70,63 269,37
06 Mg mg%g Media 220,00 30,55 3 88,55 351,45
08 Mg mg%g Media 256,67 20,28 3 169,43 343,91
10 Mg mg%g Media 346,67 59,25 3 91,71 601,62

6.4. ANALISIS,DE REGRESION PARA LA CQNCENTRACI()N DE HIERRO
(MG%G) VS DIAS DE GERMINACION (2 A 10 DIAS)

6.4.1. SALIDA DE INFOSTAT PARA EL MODELO POTENCIAL

Andlisis de regresién lineal

Variable N R? R?2 Aj ECMP AIC BIC
LN Hierro (mg%g) 15 0,11 0,04 0,02 -16,06 -13,93
Coeficientes de regresidén y estadisticos asociados
Coef Est. E.E. LI (95%) LS (95%) T p-valor
const 2,47 0,10 2,25 2,68 24,97 <0,0001
LN DIAS -0,07 0,06 -0,19 0,05 -1,26 0,2287

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,02 1 0,02 1,60 0,2287
LN DIAS 0,02 1 0,02 1,60 0,2287
Error 0,20 13 0,02
Total 0,23 14
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Figura 32: Diagrama de residuos estandarizados del logaritmo natural de la concentracion de hierro vs
predichos, para la evaluacion de supuestos en el modelo potencial.

6.4.2. SALIDA DE INFOSTAT PARA EL MODELO EXPONENCIAL

Analisis de regresién lineal

Variable N R? R? Aj ECMP AIC BIC
LN Hierro (mg%g) 15 0,09 0,01 0,02 -15,66-13,54
Coeficientes de regresidén y estadisticos asociados
Coef Est. E.E. LI (95%) LS (95%) T p-valor
const 2,43 0,08 2,26 2,59 31,72 <0,0001
DIAS -0,01 0,01 -0,04 0,01 -1,10 0,2908

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,02 1 0,02 1,21 0,2908
DIAS 0,02 1 0,02 1,21 0,2908
Error 0,21 13 0,02
Total 0,23 14
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Figura 33: Diagrama de residuos estandarizados del logaritmo natural de la concentracién de hierro vs
predichos, para la evaluacion de supuestos

6.4.2.1. Analisis de supuesto de normalidad
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Figura 34: Q-Qplot de los residuos del logaritmo natural de la concentracion de hierro (mg%g).

6.4.3. ANALISIS DE REGRESION PARA MODELO NO LINEAL (LOGISTICO)

Andlisis de regresién no lineal

Modelo Hierro (mg%g) alfa/(l+beta*exp (-gamma*DIAS))

Variable N CMError Sigma AIC BIC Tteracidn
Hierro (mg%g) 15 1,93 1,39 57,10 59,93 4
Parametros Cota inf. Cota sup. Val.Ini. Estimacidn E.E. T p-valor
ALFA -1E30 1E30 13,11 75,29 26774,07 2,8E-03 0,9978
BETA -1E30 1E30 0,04 5,63 2356,26 2,4E-03 0,9981
GAMMA -1E30 1E30 -0,21 -0,01 0,83 -0,02 0, 9865
Matriz de correlacién de las estimaciones
ALFA BETA GAMMA
ALFA 1,00 1,00 1,00
BETA 1,00 1,00 1,00
GAMMA 1,00 1,00 1,00
1,757
°
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Figura 35: Diagrama de residuos estandarizados de la concentracion de hierro vs predichos, para la

evaluacion de supuestos
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6.4.4. ANALISIS DE LA VARIANZA PARA EL MODELO DE UN DISENO COMPLETAMENTE
ALEATORIZADO

Modelo

Yij =u+71+ &, i=1,23j=12345
Y;;: Concentracion de hierro (mg%g) de la i-ésima observacion del j-€simo dia de germinacion
u: Concentracion promedio de hierro (ppm) general

7;: variacion de la concentracion promedio de hierro del j-€simo dia de germinacion respecto
a la concentracion promedio de hierro (ppm) general

i: la i-ésima repeticién

j: los j-ésimos dias de germinacion (2, 4, 6, 8y 10)

Hipotesis del modelo

H,.: Existe variacion en la concentracion promedio de hierro (ppm)durante

los dias de germinaciéon de lenteja bajo cultivo aeropénico”

Hy:tj =0V
Hi:t; # 0 paraalgin j
a = 0,05
Analisis de la varianza

Variable N R? R2 Aj Ccv
Hierro (mg%g) 15 0,38 0,13 11,86

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 9,51 4 2,38 1,52 0,2697
DIAS 9,51 4 2,38 1,52 0,2697
Error 15,67 10 1,57
Total 25,18 14

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=3,36408
Error: 1,5673 gl: 10

DIAS Medias n E.E.

2 11,48 3 0,72 A
6 11,21 3 0,72 A
10 10,68 3 0,72 A
4 10,20 3 0,72 A
8 9,23 3 0,72 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
6.4.4.1. Analisis de supuestos

6.4.4.1.1. Normalidad

H,:Y~N(u,o)
a = 0,05
Shapiro-Wilks (modificado)
Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
Hierro (mg%g) 18 10,88 1,44 0,92 00,2513

6.4.4.1.2. Homoscedasticidad

H,:0% = 6} = 0% = 0% = 02 = 02

a = 0,05

Analisis de la varianza
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Variable N R? R? A7 Cv
RABS Hierro (mg%g) 18 0,34 0,06 66,80

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 1,69 5 0,34 1,22 0,3589
Dia 1,69 5 0,34 1,22 0,3589
Error 3,34 12 0,28
Total 5,03 17

6.5. ANALISIS, DE REGRESION PARA LA CQNCENTRACIC)N DE CALCIO
(MG%G) VS DIAS DE GERMINACION (2 A 10 DIAS)

6.5.1. SALIDA DE INFOSTAT PARA EL MODELO LINEAL
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Figura 36: Concentracion de calcio (mg%g) en lentejas desde los 2 hasta los 10 dias de germinacion

Analisis de regresién lineal

Variable N R?2 R2 Aj ECMP AIC BIC
Ca mg%g 15 0,25 0,19 4836,87 168,21 170,33
Coeficientes de regresién y estadisticos asociados
Coef Est. E.E. LI (95%) LS (95%) T p-valor
const 162,67 35,09 86,86 238,47 4,64 0,0005
DIAS 11,00 5,29 -0,43 22,43 2,08 0,0579
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 14520, 00 1 14520, 00 4,32 0,0579

DIAS 14520,00 1 14520, 00 4,32 0,0579
Error 43653, 33 13 3357, 95

Total 58173,33 14
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Figura 37: Residuos estudentizados de la concentracién de calcio de lentejas durante la germinacion

390,007 n= 15 r= 0,949 (Ca mg%g) °
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116,54 f T T T 1
116,54 184,91 253,27 321,64 390,00

Cuantiles de una Normal(228,67,4155,2)

Figura 38: Q-Qpilot de la concentracién de calcio (mg%g)
6.5.1.1. Analisis de supuestos

6.5.1.1.1. Normalidad

H,:Y~N(u, o)

a = 0,05

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
Ca mg%g 15 228,67 64,46 0,91 0,2828

6.5.2. SALIDA DE INFOSTAT PARA EL MODELO LINEAL DE MEDIAS

Andlisis de regresién lineal
Variable N R? R? Aj ECMP AIC BIC
Media de [Ca] 5 0,83 0,78 1023, 46 46,55 45,37

Coeficientes de regresién y estadisticos asociados
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Coef Est. E.E. LI (95%) LS (95%) T p-valor

const 162,67 18,89 102,55 222,79 8,61 0,0033
DIAS 11,00 2,85 1,94 20,06 3,86 0,0307
Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 4840,00 1 4840,00 14,92 0,0307
DIAS 4840,00 1 4840,00 14,92 0,0307
Error 973,33 3 324,44
Total 5813, 33 4
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Figura 39: Modelo lineal ajustado a las concentraciones medias de calcio (mg%og) en lentejas durante la

germinacion
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Figura 40: Residuos estudentizados de la concentracién promedio de calcio en lentejas durante la
germinacion

Brom. Maria Eugenia Martinez 62



1,507 n=5r=0,981 (RE_Media de [Ca]) L4

0,78

0,05

-0,681

Cuantiles observados(RE_Media de [Ca])

-1,40 -Y T T T i
-1,40 -0,68 0,05 0,78 1,50

Cuantiles de una Normal(-0,063989,1,278)

Figura 41: Q-Qplot de los residuos estudentizados de la concentracion promedio de calcio en lentejas durante
Su germinacion

6.5.2.1. Analisis de supuestos

6.5.2.1.1. Normalidad

H,:Y~N(u, o)
a = 0,05
Shapiro-Wilks (modificado)
Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
RE Media de [Ca] 5 -0,006 1,13 0,96 0,8020

6.6. ANALISIS’DE REGRESION PARA LA CONCENTRACION DE MAGNESIO
(MG%G) VS DIAS DE GERMINACION (2 A 10 DIAS)

6.6.1. SALIDA DE INFOSTAT PARA EL MODELO LINEAL

Analisis de regresién lineal

Variable N R?2 R2 Aj ECMP AIC BIC

Mg mg%g 15 0,59 0,56 4463,87 167,05 169,18
Coeficientes de regresién y estadisticos asociados

Coef Est. E.E. LI (95%) LS (95%) T p-valor
const 100,67 33,76 27,73 173,60 2,98 0,0106
DIAS 22,00 5,09 11,00 33,00 4,32 0,0008

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 58080, 00 1 58080, 00 18,68 0,0008
DIAS 58080, 00 1 58080, 00 18,68 0,0008
Error 40413, 33 13 3108,72
Total 98493, 33 14
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Figura 42: Residuos estudentizados de la concentracién de magnesio en lentejas durante la germinacién
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Figura 43: Modelo lineal de la concentracion de magnesio (mg%og) en lentejas durante la germinacion
6.6.1.1. Analisis de supuestos

6.6.1.1.1. Normalidad

H,:Y~N(u, o)

a = 0,05

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
Mg mg%g 15 232,67 83,88 0,90 0,1770
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Figura 44:Q-Qplot de los residuos estudentizados de la concentracién de magnesio

6.6.2. SALIDA DE INFOSTAT PARA EL MODELO POLINOMICO DE 2DO GRADO

Analisis de regresién lineal

Variable N R? R2 Aj ECMP AIC BIC
MAGNESIO (mg%9g) 15 0,65 0,59 51,33 97,58 100,42
Coeficientes de regresidén y estadisticos asociados
Coef Est. E.E. LI (95%) LS (95%) T p-valor
const 18,40 6,64 3,94 32,86 2,77 0,0169
pIas -1,37 2,53 -6,88 4,14 -0,54 0,5975
DIAS"2 0,30 0,21 -0,15 0,75 1,44 0,1755
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo 640,32 2 320,16 11,15 0,0018
DIAS 640,32 2 320,16 11,15 0,0018
Error 344,61 12 28,72

Total 984,93 14
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Figura 45: Residuos estudentizados de la concentracién de magnesio en lentejas durante la germinacién
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Figura 46: Modelo polinémico de 2° grado de la concentracién de magnesio (mg%g) en lentejas durante la

germinacion

6.6.3. SALIDA DE INFOSTAT PARA EL MODELO EXPONENCIAL (SEMILOGARITMICO)

Andlisis de regresién lineal
Variable N R? R? Aj ECMP AIC BIC
LN Mg mg%g 15 0,64 0,62 0,06 -1,15 0,97

Coeficientes de regresién y estadisticos asociados

Coef Est. E.E. LI(95%) LS (95%) T p-valor
const 4,85 0,12 4,59 5,12 39,14 <0,0001
DIAS 0,09 0,02 0,05 0,13 4,84 0,0003
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0,98 1 0,98 23,40 10,0003

DIAS 0,98 1 0,98 23,40 10,0003
Error 0,55 13 0,04
Total 1,53 14
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Figura 47: Gréfico de residuos del logaritmo natural de la concentracion de magnesio en un modelo

exponencial
6.6.3.1. Analisis de supuestos
6.6.3.1.1. Normalidad
H,:Y~N(u, o)
a = 0,05
Shapiro-Wilks (modificado)
Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
RE LN Mg mg%g 15 0,01 1,04 0,97 0,9122
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Figura 48: Q-Q plot de los residuos estudentizados del logaritmo natural de la concentracion de magnesio en
un modelo exponencial.
6.6.4. SALIDA DE INFOSTAT PARA EL MODELO POTENCIAL (LOGARITMICO)

Andlisis de regresidén lineal
Variable N R? R? Aj ECMP AIC BIC

Brom. Maria Eugenia Martinez 67



RE LN Mg mg3g 15 0,01 0,00 1,55 48,64 50,77

Coeficientes de regresién y estadisticos asociados

Coef Est. E.E. LI(95%) LS (95%) T p-valor
const 0,24 0,85 -1,60 2,09 0,28 10,7809
LN DIAS -0,14 0,49 -1,20 0,92 -0,29 0,7780
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0,10 1 0,10 0,08 0,7780
LN DIAS 0,10 1 0,10 0,08 0,7780
Error 15,07 13 1,16
Total 15,17 14
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Figura 49: Grafico de residuos del logaritmo natural de la concentracion de magnesio en un modelo potencial
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