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Resumen

El género Brassica es econdmicamente el mas importante dentro de la familia
Brassicaceae, por incluir muchas especies cultivadas en agricultura y horticultura. Los
vegetales del género Brassica, ademas de considerarse productos de alto valor
alimenticio, se han relacionado con la salud humana y con la reduccion del riesgo de
padecer cierto tipo de enfermedades crdnicas, problemas cardiovasculares y diferentes
tipos de canceres. Las variedades horticolas de este género reciben el nombre comdn de
coles, y algunas son muy populares como el brécoli, las coles de Bruselas, el repollo o
la coliflor; sin embargo hay otras hortalizas del mismo género que son conocidas sobre
todo a nivel local o regional como es el caso de las nabizas y los grelos.

En Galicia, los cultivos de la especie Brassica rapa L. subsp. rapa conocidos como
nabos, nabizas y grelos tienen una larga tradicion y amplia distribucion en la region. El
nabo es la raiz engrosada de esta especie, las nabizas son las hojas vegetativas, y los
grelos son los brotes florales junto con las hojas que los rodean. Teniendo en cuenta el
creciente interés por este cultivo, y con vistas a su extension a otras regiones de la
peninsula ibérica, desde los ultimos afios se estan desarrollando programas de mejora
genética que nos permitan obtener variedades de nabizas y grelos adaptadas a las
condiciones edafoclimaticas mediterraneas y de alto valor nutracéutico.

La introduccién de nuevos cultivos horticolas estd cobrando cada vez mayor
importancia debido a la promocion del consumo de verdura fresca entre la poblacion.
Ademas, esta reconocido que dietas ricas en frutas y verduras son mas saludables y
respetuosas con el medio ambiente. En la presente tesis se ha llevado a cabo el estudio
del contenido y valor nutracéutico de compuestos beneficiosos para la salud humana
(glucosinolatos, minerales y fibra) presentes en nabizas y grelos cultivados en el sur de
Espana.

Con la siembra de Brassica rapa en el sur de Espafia ha sido posible determinar la fecha
de siembra mas adecuada del cultivo de nabizas y grelos en esta zona geogréfica. Los
resultados del estudio de los diferentes caracteres relacionados con la nutricion
demuestran que existe una gran variabilidad entre los genotipos estudiados de B. rapa.
Esto ha permitido la seleccion de lineas estables e idoneas para obtener nabizas y grelos

en Cordoba de calidad nutritiva equiparable a los cultivados en Pontevedra. El trabajo se
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ha completado con el estudio de los caracteres agrondémicos y sensoriales de las lineas
de B. rapa méas prometedoras.

Cabe senfalar, que los métodos tradicionales de analisis del contenido en minerales por
espectrometria de absorcion atomica, de glucosinolatos por cromatografia liquida de
alta resoluciéon y de fibra (método Van Soest) son caros, lentos, utilizan reactivos
nocivos para el medio ambiente y necesitan mano de obra especializada para su
aplicacion. Como alternativa a estos métodos, desde los ultimos 40 afios se viene
utilizando la espectroscopia por reflectancia en el infrarrojo cercano (NIRS) para el
analisis de una gran diversidad de componentes de la calidad en los alimentos, asi como
de otras sustancias de interés para la industria farmacéutica, quimica, alimentaria,
incluyendo frutas y verduras, y agricola.

En este trabajo de tesis, se han desarrollado por primera vez ecuaciones de calibracion
que permiten la utilizacion NIRS para el anélisis rapido, simultaneo y preciso del
contenido en minerales, glucosinolatos y fibra en muestras de Brassica rapa.

Finalmente el estudio de las nabizas y grelos se ha complementado con el analisis de las
propiedades quimiopreventivas de estas verduras. Hemos explorado la toxicidad celular
de las nabizas, del glucosinolato mayoritario intacto (gluconapina) y de sus productos
de hidrolisis y hemos confirmado que la toxicidad en el crecimiento tumoral se asocia
principalmente a los productos de degradacion de la gluconapina producidos por la
accion de la enzima mirosinasa. Nuestros experimentos han demostrado que B. rapa
posee propiedades antiproliferativas en células tumorales HL-60 y podemos resaltar los
beneficios del uso alimentario de esta planta en la quimioprevencion del cancer.

Como conclusion, los datos aportados en este trabajo son de utilidad, por un lado para
profundizar en el conocimiento acerca de estos cultivos, ya sea en su calidad nutritiva,
organoléptica o de sus propiedades quimiopreventivas contra el cancer, con vistas a la
promocion y extension del cultivo a otras regiones de la peninsula ibérica. Por otro lado,
hemos desarrollado herramientas de andlisis rapido, preciso y de bajo coste del
contenido en minerales, glucosinolatos y fibra acido detergente en nabizas y grelos,
mediante tecnologia NIRS, que pueden ser utilizadas para futuros programas de mejora
de la especie.

Recomendamos asi, como resultado de esta tesis doctoral, la incorporacion de nabizas y
grelos en la dieta mediterrdnea como verduras nutracéuticas y saludables, por su efecto
guimiopreventivo contra el cancer, y asi promover e impulsar el consumo de verdura

fresca en la poblacion. Brassica rapa es, ademas, un cultivo que favorece acciones
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beneficiosas para el medio ambiente y seria una opcion Optima para incluir en la

agricultura andaluza como cultivo innovador en el sector hortofruticola.

10
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Summary

From an economical point of view, genus Brassica is the most important one within the
family Brassicaceae, since they include a great amount of important agricultural and
horticultural species. In addition to being appreciated as products with high alimentary
value, genus Brassica vegetables have been associated with benefits for human health
and decrease of the risk from suffering certain chronic issues, cardiovascular problems
and several cancer typologies. The horticultural varieties of genus Brassica usually
receive the common name of ‘cabbage’, and some of them are very popular as the
broccoli, Brussels sprout, cauliflower and cabbage; but nevertheless some other
vegetables belonging to the same genus are less known. That is the case of turnips,
turnip greens and turnip tops.

In the Spanish region of Galicia, crops of Brassica rapa L. subsp. rapa, better known as
turnips, turnip greens and turnip tops have a wide distribution with old tradition across
the territory. The turnips form the thickened root of the specie, the turnip greens are the
vegetative leafs, and the turnip tops are the flowered outbreak, with the surrounding
leafs. Taking into account the rising interest about this cultivation and with a view to
potential extension to other regions across the Iberian Peninsula, several programs have
been developed in recent years in order to evolve and improve this specie, giving rise to
varieties that seem to be fully adapted to the Mediterranean edafoclimatic conditions.
Those varieties are also highly appreciable from a nutraceutical point of view.

The introduction of new horticultural crops is becoming increasingly important due to
the promotion of healthy consumption of fresh vegetables among population.
Additionally, it is well known that diets based mostly on fruit and vegetables are more
healthy and respectful with environment. In this work we address the study of contents
and nutraceutical values in some beneficial composites (glucosinolates, minerals and
fiber) present in turnip greens and turnip tops cultivated in the south of Spain.

The cultivation of Brassica rapa in the Southern Spain has made possible to determine
the most appropriate dates for seeding turnip greens and turnip tops at this geographic
location. The study results of several characteristics related to nutrition have shown a
great variability among analyzed genotypes of B. rapa. This process has enabled us to
select suitable stable lines to obtain turnip greens and turnip tops in Cordoba

(Andalusia) whose nutritive quality is comparable to those cropped in Pontevedra

11
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(Galicia). This work was completed with the study of agronomic and sensorial attributes
for most promising lines.

It should be said that traditional methods for mineral content analysis (Atomic
Absorption Spectrometry), glucosinolates content analysis (High Pressure Liquid
Chromatography) and fiber content analysis (Van Soest method) are costly, slow,
aggressive to the environment and they need specialized workers for their application.
As an alternative to those methods, in the last 40 years the Near-Infrared Reflectance
Spectroscopy method (NIRS) has become more frequently used to analyze a great
diversity of foods components and other substances of interest for pharmaceutical,
chemical, agrarian and food industry, including fruits and vegetables.

During the work carried out for this thesis, for the first time have been developed
calibration equations enabling us to use NIRS in order to obtain quick, precise and
simultaneous analysis of minerals, glucosinolates and fiber content in samples of
Brassica rapa.

Finally, the study of turnip greens and turnip tops was complemented with the analysis
of chemopreventive properties in such vegetables.

We have explored the cellular toxicity of the turnip greens, from intact majoritarian
glucosinolate (gluconapin) and from its hydrolysis, so we have confirmed that toxicity
in tumor growth is mainly associated to the products of degradation of the gluconapin,
produced by action of myrosinase enzyme. Our experiments have evidenced that B.
rapa plant possesses antiproliferative properties in HL-60 cells, and highlight the use of
this plant in cancer chemoprevention.

Finally, data and conclusions gathered during this work are useful in different forms:
first, they contribute to get deeper knowledge about these crops (its nutritive and
organoleptic quality, or its chemopreventive attributes against cancer) with a view over
its promotion and extension to other regions in the Iberian Peninsula. Later, we have
developed low cost tools for analysis that facilitate a quick precise way to find mineral
content, glucosinolates and fiber in turnip greens and turnip tops by NIRS methods,
which can be reused in future plant breeding programs of the species.

On the basis of this doctoral thesis, we are in a position to recommend the incorporation
of turnip greens and turnip tops as part of the mediterranean diet, since they have proven
to be nutraceutical and healthy vegetables, mainly due to its chemopreventive effects

against cancer. It could be also a fine way to promote and increase the consumption of

12
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fresh vegetables among population. Brassica rapa is, ultimately, a crop that could

become an optimal choice to introduce into the andalusian agriculture.

13
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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Descripcion del género Brassica

El género Brassica es uno de los 350 géneros de la familia Brassicaceae que pertenece
al Orden Capparales. Es el género econdmicamente mas importante dentro de esta
familia y se cree que se origind entre las regiones del Mediterrdneo y del Sahara, donde
el clima se compone de inviernos suaves seguidos de veranos secos y calurosos, aunque
muchas especies dentro del género estan bien adaptadas a crecer en condiciones mas
frias. El entorno a la cuenca mediterranea pudo haber dado la evolucion de taxones
adaptados a la sequia y a la sal dentro del género y por tanto estan ampliamente
distribuidas por todo el mundo debido a su gran capacidad de adaptacion a condiciones
climéticas (Gomez-Campo, 1980).

Es uno de los géneros mas ampliamente cultivados en el mundo, la produccion mundial
en 2011 se estimo entre 45 y 60 millones de toneladas (Yadav et al., 2011; Agricultural
Marketing Resource Centre, 2013). La importancia econémica de este género se centra
de manera casi exclusiva en seis especies, tres de ellas diploides, Brassica oleracea,
Brassica rapa y Brassica nigra, y tres anfidiploides derivadas de las primeras, Brassica
juncea, Brassica carinata y Brassica napus. Las relaciones filogenéticas entre estas
especies fueron descubiertas por U en 1935, a través de una figura conocida como
triangulo de U, en cuyos vértices se disponen las tres especies cuyos genomas se
denominan basicos, y los anfidiploides, producto de la hibridacion de las especies con
genomas basicos, en los laterales (Baladron, 1991) (Figura 1). Las seis especies de
Brassica cultivadas del triangulo de U son las principales productoras de las verduras de
hoja verde, semillas oleaginosas, forrajes y, mas recientemente, de biocombustible. Se
conocen mas cominmente como mostazas o coles y le siguen en importancia
agrondémica los géneros Raphanus, cultivados por sus raices comestibles y Sinapis

como fuente de condimentos.

El género Brassica también se valora en otros sectores ademas del alimentario, se utiliza
en biorremediacion, como plantas ornamentales, fuentes de medicamentos,
acondicionadores del suelo, abonos verdes, cultivos de compostaje y muchas especies

son importantes en la produccién de aceites industriales, tales como los combustibles
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liquidos y lubricantes en motores diesel (Gomez-Campo, 1980; Rao y Horn, 1995;
Rakow, 2004; Dixon, 2007).

Brassica nigra

n=8
(O
Y
Brassica carmata}/ Brasswa A juncea

/4

BBCC AABB

* = 1\\ \
K
j ﬁ‘(" | < @ty
Bra551 oleracea Q,./f -,  Brassica rg[])()a

Brassica napus

Figura 1. Triangulo de U. Relaciones genéticas entre las seis especies del género Brassica. (U, 1935).

La semilla de B. napus se ha convertido en una de las fuentes mas importantes del
mundo del aceite vegetal y el aceite primario para la produccion de biodiesel en Europa,
el subproducto se utiliza como un alimento de alta proteina para animales (Korbitz,
1999; Cardone et al., 2003; Delourme et al. 2006).

Las especies econdmicamente mas importantes del género Brassica se muestran en la
Tabla 1. Brassica rapa subsp. pekinensis y subsp. chinensis estan ampliamente
cultivada como verdura en China. Las hojas de mostaza (B. juncea) se consumen en
grandes cantidades en China y otros paises asiaticos, pero son cultivos vegetales locales

y hay muy poco comercio hacia el exterior (Rakow, 2004).

Hoy dia se llevan a cabo programas de mejora de desarrollo de variedades hibridas F1
para mejorar la uniformidad de los cultivos y la productividad, esto es de suma
importancia para la comercializacion de estos productos (Dwivedi et al., 2015). Otros
objetivos actuales se centran en el desarrollo de germoplasma y variedades ya

resistentes a plagas y enfermedades (Barbetti et al., 2015).

16
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Tabla 1. Principales especies de cultivos del género Brassica desde el punto de vista econémico y

partes de la planta utilizada para el consumo (Sadowski et al., 2011).

Especies Subespecies Nombre comun Parte de la planta

Brassica oleracea  acephala col rizada, coles hojas
capitata capitata repollo {g;;gi;g minales
capitata sabauda col de Milan {gggigg minales
costata repollo tronchudo  cabezas sueltas
gemmifera coles de Bruselas ~ yemas vegetativas
botrytis botrytis coliflor inflorescencias
botrytis italica brécoli inflorescencias
gongylodes kohlrabi tallos inflorescencias
albogabra nabo chino hojas

Brassica rapa rapa nabo raiz
rapa nabizas hojas
rapa grelos brotes
chinensis pak choi, bok choy hojas
pekinensis col china, pe-tsai hojas
parachinensis choy sum hojas
ruvo broccoleto brotes
perviridis komatsuna, hojas  hojas

Brassica napus pabularia nabicol hojas
napobrassica nabo sueco raices

Brassica juncea rugosa hojas de mostaza hojas
capitata cabeza de mostaza  cabezas
crispifolia hojas de mostaza hojas

Por otro lado, en los ultimos afios se esta generalizando el consumo de alimentos
funcionales naturales. Una dieta rica en vegetales pertenecientes a la familia
Brassicaceae (= Cruciferae) ha sido reconocida por reducir el riesgo de diferentes tipos
de cancer, basado en el efecto de los productos de degradacion de los glucosinolatos
(Vale et al., 2015). Estos vegetales se caracterizan también por su bajo contenido en
grasa y proteina y su alto contenido en fibras, minerales y vitaminas. Comparados con
otras hortalizas destacan por su elevado contenido en vitaminas A, C, E, B6, K, luteina,
carotenoides y folatos (Jahangir et al., 2009; USDA, 2015). También son
particularmente ricas en componentes inorganicos como potasio, cobre, magnesio,

manganeso, hierro, cinc y calcio (Kopsell et al., 2004).
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El consumo de brotes de Brassica se ha convertido en un alimento popular saludable, se
recomienda debido a su bajo contenido de grasa y la riqueza en fitoquimicos que
promueven la salud (Hagen et al.,2009). En particular se recomienda el consumo de
brotes de brocoli (B. oleracea L. subsp. italica Plenck, var. calabrese) en la prevencion
del cancer, debido a su alto contenido en glucosinolatos y en selenio (Tian et al., 2016).
Actualmente se estan estudiando las propiedades de otros brotes de otras especies del
mismo género, como por ejemplo B. oleracea subsp. acephala, B. oleracea L. subsp.

costata y B. oleracea subsp. capitata (Vale et al., 2015).

1.2. Especie Brassica rapa

1.2.1. Origen y evolucién

Brassica rapa L. fue la primera especie de Brassica domesticada por el hombre hace
miles de afos, apareciendo ya citada en la literatura sanscrita con el nombre de
Siddharta, lo que prueba la antigliedad de su cultivo (Prakash, 1961). Se cree que
evolucion6 en Europa y posteriormente se propagé a Asia. Su amplia disponibilidad, en
general asociada a los habitats de malezas, hizo que fuese probablemente la primera
Brassica utilizada como cultivo (nabos, hojas de col china, brotes florales jovenes,
semillas, etc.) y ha sido ampliamente utilizada por todas las civilizaciones asentadas en
estas regiones (Gomez-Campo et al, 1999). Existen numerosas subespecies de B. rapa,
que se originaron en dos centros de origen independientes, uno en Europa para los tipos
oleaginosos y otro en Asia que dio lugar a las formas horticolas (Gomez-Campo et al.,
1999). El hombre ha podido modificar, mediante seleccion, todas las partes de la planta
con vistas a la utilizacion en alimentacion humana. Todo ello ha sido debido a la
capacidad de adaptacion de las distintas subespecies a condiciones ambientales muy
diversas, sus posibilidades de manejo genetico y las caracteristicas de los compuestos
quimicos presentes en los distintos tejidos de la planta.

Las subespecies mas conocidas de B. rapa son: pekinensis, chinensis, parachinensis,
perviridis, ruvo y rapa. Hasta hace poco tiempo, estos grupos fueron considerados
como especies separadas, debido a la amplia gama de variabilidad que presentan y el
hecho de que se desarrollaron de manera aislada unos de otros. La col china (subespecie
pekinensis) tiene su centro de diversificacion en el norte de China donde se cultiva
también por su semilla oleaginosa. La subespecie chinensis es una verdura de hoja que

se diferencio de los tipos oleaginosos de China y la subespecie para-chinensis es un
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derivado de la subespecie chinensis. La subespecie rapa (nabo, nabizas y grelos) se
cultiva en todo el mundo como un vegetal y como forraje para los animales (Rakow,
2004).

En el norte de Espafia y Portugal los cultivos horticolas de Brassica rapa subsp. rapa
tienen una gran tradicion formando parte de numerosos platos de la cocina tradicional
de esta zona (p. ej. “Lacén con grelos™”), y se comercializan tanto en fresco como
envasados. De la misma planta se cosechan los nabos, que son la raiz engrosada
(hipocaotilo), las nabizas que son las hojas vegetativas, y los grelos que son los tallos
junto con las hojas florales previos a la floracion de la planta. En la actualidad hay
variedades tipicamente productoras de nabos, de nabizas y otras de grelos y en estos dos
Gltimos casos estas variedades, seleccionadas por los agricultores, apenas forman nabo
(Baladron, 1991).

Figura 2. Planta entera con raiz (nabo) (A). Nabizas (B). Cimos o grelos (C)

Hoy dia la mejora de estos cultivos va encaminada a aumentar la sostenibilidad de la
produccion y la calidad nutricional. Los bancos de germoplasma tienen como objetivo
el aumento en la variacion alélica beneficial y dependen de nuestra capacidad para
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identificar alelos beneficiosos e introgresion de germoplasma 'exotico’ en el material de
reproduccion. Actualmente Brassica rapa estd considerada una especie de referencia
para estudios de gendémica de Brassica. Entre las tres especies basicas del género
Brassica, B. rapa (genoma AA) tiene el genoma mas pequefio (529 Mpb), en
comparacion con B. nigra (genoma BB, 632 Mpb) y B. oleracea (genoma CC, 696
Mpb) (Jeong-Hwan et al., 2011).

En este sentido, la secuencia del genoma de Brassica rapa fue publicada por primera
vez en 2011. Desde entonces, otros genomas de Brassica han sido secuenciados o estan
sometidos a la secuenciacion. La base de datos de Brassica (BRAD) fue construida para
recoger, integrar, ilustrar, y visualizar conjuntos de datos gendémicos de Brassica de
manera eficiente. BRAD ofrece Utiles herramientas de blsqueda de bases de datos de
anotacion de genes. También incluye herramientas de anélisis del genoma tales como
BLAST y GBrowse (Wang et al., 2016). Actualmente se ofrece una secuencia del
genoma de B. rapa (Chiifu-401) utilizando tecnologias de secuenciacion de segunda
generacion. BRAD se actualiza continuamente y los datos completos estan disponibles
en internet (www.plantgdb.org/BrGDB).

1.2.2. Cultivos de nabizas y grelos. Situacién actual

A la hora de establecer las producciones mundiales y nacionales de Brassica rapa, la
FAOQ (Food and Agriculture Organization of the United Nations) no incluye a los grelos
y nabizas como productos horticolas en su listado, la Unica aproximacion encontrada es
un apartado Ilamado "coles y otras brasicas". En este grupo los cinco principales
productores en el afio 2013 fueron de mayor a menor: China continental con mas de 31
millones de toneladas/afio, India con méas de 8 millones de toneladas/afio, Federacion de
Rusia con més de 3 millones de toneladas/afio y Republica de Corea y Japon con més de
2 millones de toneladas/afio (Figura 3). En el caso de Espaiia serian 182 mil toneladas/
afio (FAOSTAT, 2013).
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Figura 3: Principales productores de "'coles y otras brasicas' (FAOSTAT, 2013)

En Espafa, algunos cultivos horticolas del género, como los grelos, las berzas o el
nabicol, gozan de gran tradicién en Galicia, Le6n y Asturias pero ven limitado su
cultivo en areas del sur o de la cuenca Mediterranea debido probablemente a una falta
de adaptacion del cultivo a las condiciones climéticas de estas zonas. Concretamente las
nabizas y grelos son conocidos de modo casi exclusivo en Galicia y su venta y consumo
es preferentemente en mercados locales; por ello, es dificil obtener cifras reales en
cuanto a produccion y rendimiento de estos cultivos. La produccion de nabizas y grelos
ha sido desde siempre muy artesanal y su principal forma de presentacién es en fresco
en mercados locales, aunque cada vez es mas frecuente su comercializacion en

pequefias y grandes superficies (Francisco et al., 2009).

En los datos recogidos por el Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio
Ambiente (MAGRAMA), Espafia contd en el 2015 con 112 ha de cultivo de grelos,

todo comprendido en la Comunidad Autonoma de Galicia.

El Instituto Gallego de Calidad Alimentaria (Ingacal) es una entidad de derecho publico,
adscrita a la Consejeria de Medio Rural, creada en 2005 para la promocion y defensa de
la calidad alimentaria gallega, es la entidad encargada de gestionar la Denominacion de
Origen (D.O.) "Grelos de Galicia", formada en el 2010. Esta D.O. define las

caracteristicas del producto de la siguiente forma:

"Color verde intenso, mas acentuado a medida que la planta se aproxima al momento de
floracién. Sabor ligeramente &cido, combinado con cierto amargor. Textura ligeramente

fibrosa, mas acusada si la variedad es de hoja estrecha, con elevado porcentaje de
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peciolos. Dureza muy baja debido al bajo contenido en fibra™ (Diario Oficial de la
Unién Europea, 2009).

Debido al cardcter minifundista del cultivo en Galicia, al sistema de reproduccion por
polinizacion cruzada o alogamia y a la préctica de cosechar semilla propia por parte del
agricultor, se han ido generando numerosas variedades adaptadas a las condiciones
ecologicas de cada zona, asi como a las preferencias de los consumidores locales, lo que
ha llevado a una diversidad del cultivo en toda la geografia gallega (Baladron, 1991).
Este hecho dificulta el conocimiento del numero de variedades locales, sus
caracteristicas cualitativas y el potencial agronémico de cada una de ellas (Francisco et
al., 2009).

Kg
350.000

304.276

300.000

250.000

200.000

157.381 148.300

150.000

100.000

50.000
18.436

2009 2010 2012 2013

Figura 4. Datos de produccién de nabizas y grelos desde 2009-2013 en Espafia.

Las nabizas y los grelos son un cultivo en alza (Figura 4), ocupando un lugar destacado
en la agricultura tradicional gallega y en Portugal. La diversificacion de este producto
esta cobrando especial importancia debido a su caracter perecedero y el corto periodo de
cosecha. En la actualidad mas de una docena de empresas gallegas y nacionales
transforman grelos y nabizas, no solo en Galicia sino también en otras partes de Espafia
y Portugal. Se pueden encontrar comercializados en lata, desecados y como producto de
cuarta y quinta gama formando parte de preparaciones culinarias tales como el caldo

gallego, revueltos, etc. (Francisco, 2010).
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Es por tanto una tarea pendiente el iniciar el estudio del cultivo de nabizas y grelos para
su incorporacion como verdura fresca en otras zonas potenciales de gran tradicion

agricola como es el sur de Espafia.

1.2.3. Importancia de la horticultura y el consumo de horticolas en Andalucia.

La horticultura es el principal subsector agrario en Andalucia, aportando mas del 30%
de la produccion final agraria de la region y generando una importante industria auxiliar
suministradora de servicios y productos necesarios para la agricultura y también para la
transformacion y comercializacion. La superficie cultivada en Andalucia de hortalizas y
flores en el 2014 fue de 1.743 ha en secano, 33.753 ha en regadio y 13.982 ha en
invernadero, en total 49.478 ha de superficie dedicada a la horticultura en Andalucia
(MAGRAMA, 2015).

El sector de las hortalizas ocupa una posiciéon muy destacada dentro de la economia
andaluza, tanto en lo que se refiere a la actividad agraria regional, como en su vertiente
industrial y comercial. El valor de la produccion de hortalizas, 2.688,87 millones de
euros, en 2010, alcanza en torno a un tercio del montante en el que esta valorado el total
de la produccién agricola regional. Es el subsector agricola de mayor relevancia dentro
de la agricultura regional, por delante del valor generado por el sector de las frutas
(2.242,46 millones de euros, en 2010) y del aceite de oliva (1.693,01 millones de euros),
de acuerdo con las estimaciones de la Consejeria de Agricultura Andaluza en 2010
(Figura 5).
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Significacion del cultivo de hortalizas en Andalucia sobre el conjunto

de Espafia, en produccion y superficie
(% sobre el total de la superficie cultivada y produccion cosechada en Espaiia, en 2009)

Superficie Produccion

Murcia

Resto CC.AA. C. Valencia 3.8%

0
w0 5.2%
ANDALUCIA Castilla-La
33.6% Mancha
8.2% ANDALUCIA
R. Murcia 45.3%
12.6% Castilla y Le6on
4.6%
Navarra Aragén
5.3% 10.8%
G:'Zi/a C. Valencia
o o
y 6.3% Navarra Canarias
Extremadura Castilla- 14.1% Resto 2.7%
9.4% Cataluiia
La Mancha C.AA,
o AA,
13.1% 32% 0%

Fuente: Analistas Econémicos de Andalucia a partir de la informaciéon del Anuario de
Estadisticas del Ministerio de Medio Ambiente y Medio Rural y Marino, 2010.

Figura 5. Importancia del cultivo de hortalizas en Andalucia sobre el conjunto de Espafia, en
produccion y superficie (% sobre el total de la superficie cultivada y produccion cosechada, en
2009).

Los principales cultivos horticolas en Andalucia serian el tomate, después el pimiento,
el pepino, el calabacin, la berenjena y la judia verde. En la produccion de estos seis
cultivos horticolas, Andalucia es lider dentro del conjunto nacional, destacandose como
principal productora de pepino (con mas del 90% de la produccion espafiola de este
horticola), que solo tiene una relativa presencia en Canarias, Murcia, Comunidad
Valenciana y Catalufia. En el caso del calabacin y la berenjena, el peso de la produccién
andaluza ronda el 82%, mientras que en el tomate la produccion regional ha descendido
hasta el 35,2% del conjunto nacional.

De acuerdo con las estimaciones que realiza el Ministerio de Agricultura, Alimentacién
y Medio Ambiente (MAGRAMA) (Figura 6), a través de los ultimos resultados
publicados del Panel de Consumo Alimentario en 2010, en Espafia, el consumo medio
por personas en hortalizas resulta en 60,54 kilos de hortalizas frescas por persona y afio,
situandose el gasto en 100,4 euros; sin embargo, en Andalucia se consumen un

promedio de 56,68 kilos, y suponen un gasto de 88,64 euros.
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Consumo de hortalizas y frutas en Andalucia vs. Espaiia, 2009-2010
(Kilogramos por persona al aio, en hogares)

ANDALUCIA ESPANA
e 1053 .45 2
91.5 93,0
s e
65.2
60.0 56.7 60.5
12,7 13.5 13.2 13.7
Hortalizas Frutas frescas Frutasy Hortalizas Frutas frescas Frutasy
hortalizas hortalizas
transformadas transformadas
2009 W2010 2009 W2010

Fuente: Analistas Econdmicos de Andalucia, a partir del Panel de Consumo Alimentario,
Ministerio de Medio Ambiente y Medio Rural y Marino,2010.

Figura 6. Consumo de hortalizas y frutas en Andalucia vs. Espafia, 2009-2010 (Kilogramos por

persona al afio).

Estas estimaciones hacen ver la necesidad de reforzar las campafias sobre el consumo de
hortalizas en Andalucia. Probablemente, el aspecto mas destacado, ademas de que haya
descendido en el Gltimo afio y de que sea inferior al correspondiente a Espafia, sea su
importancia sobre el total del consumo y gasto alimentario. En este sentido, se estima
que el consumo de hortalizas representa el 8,7% de la cantidad consumida de alimentos
por los hogares andaluces (en el conjunto nacional es del 9,1%). Mientras, en términos
de gasto significa el 6,7% del gasto realizado en alimentacion en 2010 (en Espafia es
ligeramente superior del 6,9%). Después de la carne, el pescado y los derivados lacteos,
las frutas y las hortalizas son los alimentos que mayor proporcion del gasto en
alimentacion concentran, superando incluso al gasto en pan, que fue del 6,4% del total

en alimentacion en los hogares andaluces en 2010 (ADCA, 2013).

En el ultimo informe anual del Consumo de Alimentacion en Espafia en el 2014,
elaborado por el MAGRAMA, se indico que el consumo de hortalizas y verduras
frescas cayo en comparacion al afio 2013 (-3,4%). Por su parte, la tendencia en gasto,
también se redujo en este periodo un 4,6%. En conclusion, se redujo el consumo per
capita de las hortalizas y verduras frescas en los hogares, con un consumo medio por
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persona y afio de 62,35 kilos, a pesar de ser ligeramente superior a los datos que

disponemos del 2010.

1.2.3.1. Posibilidades de cultivo y consumo de nabizas y grelos

La Agencia de la Competencia de Andalucia (ADCA) en su informe elaborado:
"Competencia y Cadena de valor en la produccién y distribucion horticola en
Andalucia™ (2013), establecio seis lineas de actuacién para impulsar el sector horticola
en Andalucia, una de esas lineas se referia a la promocion de la innovacion e
investigacion en el sector:

«Estrechamente relacionado con los frutos de la innovacion y la obtencién de productos
identificables de calidad (frente a la produccion “genérica” tradicional), se debe
fomentar la implantacion de sistemas que incorporen valor afiadido al producto, ya sea a
través de la novedades (como las de IV y V gama), el uso mas frecuente y claro de la
trazabilidad, la promocion de horticolas de produccién integrada, asi como los

ecologicos, potenciando variedades o subproductos ligados a la salud, dietética, etc.

Para que la calidad sea percibida por el resto de los agentes de la cadena, incluidos los
consumidores, no son desdefiables las politicas de promocién del consumo de estos

productos, tanto dentro como fuera de nuestras fronteras.»

En consecuencia, se deben fomentar aquellos productos horticolas que tienen unos
atributos de calidad adicional, derivados del estudio de nuevas variedades, introduccion
de nuevos cultivos y la incorporacion de nuevas técnicas de produccion que dan lugar a
productos de calidad, que aportan un valor afiadido y que satisfacen la demanda del

consumidor.

En este sentido las nabizas y grelos serian buenos candidatos para su introduccién en
Andalucia y otros lugares de Espafia, como cultivo novedoso, que proporciona verduras
con propiedades nutracéuticas y organolépticamente mas interesantes que otras especies
de Brassica, como por ejemplo la coliflor, brécoli, coles de Bruselas, etc. que ven
reducido su consumo principalmente en la poblacion infantil por su fuerte y peculiar

olor y sabor.
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1.3. Calidad de nabizas y grelos

1.3.1. Caracteristicas nutritivas de nabizas y grelos

Como ya se ha mencionado anteriormente, las nabizas y grelos, al igual que otros
vegetales procedentes de especies horticolas del género Brassica se caracterizan por su
bajo contenido en grasa y proteina y su alto contenido en fibras, minerales, vitaminas y
glucosinolatos. En la Tabla 2 se presenta la composicion nutricional de grelos publicada
en la Base de Datos Espafiola de Composicion de Alimentos (BEDCA, 2016).

Tabla 2. Tabla de composicion de grelos de la Base de datos Espafiola de Composicion de

alimentos:
Componente Valor*
energia, total 48 (11) kJ (kcal)
grasa, total (lipidos totales) 0,29
agua (humedad) 93,19
proteina, total 2,79
fibra, dietética total 399
vitamina A(equivalentes de actividad de retinol y carotenoides) 1000 ug
vitamina E (equivalentes de alfa tocoferol de actividades de vitimeros E) 1mg
folato, total 110 ug
riboflavina 0,2 mg
vitamina C 40 mg
niacina (equivalentes de niacina, totales) 0,9 mg
tiamina 0,06 mg
vitamina B6, Total 0,16 mg
hierro, total 3,1 mg
magnesio 10 mg
fésforo 35mg
selenio, total 0,8 ug
calcio 98 mg
potasio 78 mg
sodio 7 mg
ioduro 2 g
cinc 0,4 mg

* Informacion de composicién (por 100 g de porcién comestible).

1.3.1.1. Glucosinolatos, sus productos de degradacion y propiedades

Los glucosinolatos son un grupo importante de fitoquimicos que se presentan
exclusivamente en 15 familias botanicas del orden Capparales y, en particular, son muy
abundantes en la familia Brassicaceae. Son productos del metabolismo secundario y, en
funcién del aminoacido del que deriva, se pueden clasificar en alifaticos (derivados de
la metionina), indo6licos (derivados del triptéfano) y aromaticos (derivados de la
fenilalanina) (Fahey et al., 2001; Halkier et al., 2006). Aunque el papel de los
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glucosinolatos en las plantas no estd claro, su olor y sabor pronunciado sugiere que
participan en la defensa contra herbivoros y la defensa microbiana de la planta.
Actualmente se han descrito unos 130 glucosinolatos distintos, que difieren en la cadena
terminal R (Figura 7) (Agerbirk et al., 2012).

Figura 7. Estructura general de los glucosinolatos.

En la Tabla 3 se describen los principales glucosinolatos presentes en Brassica rapa.

Los glucosinolatos no son bioactivos hasta que hayan sido hidrolizados
enzimaticamente por una enzima endogena llamada mirosinasa, que puede ser liberada
por la ruptura de la célula de la planta a través de la recoleccion, procesamiento o la
masticacion. Entre estos productos de degradacién se encuentran los isotiocianatos que
producen el efecto sensorial mas destacado de los glucosinolatos, el gusto a picante
(amostazado), lo que limita el consumo del producto que lo contiene (Carlson et al.,
1987; Jones et al., 2002; Schonhof et al., 2004). Los glucosinolatos se descomponen
ademas en tiocianatos o nitrilos entre otros dependiendo del sustrato, del pH al que tiene
lugar la hidrdlisis, de la disponibilidad de iones ferrosos y de la estructura terminal R

del glucosinolato en cuestion (Figura 8).

Los glucosinolatos alifaticos a pH 5-7 producen isotiocianatos y oxazolidina 2-tiona, y a
pH mas &cidos, nitrilos y tiocianatos (Rosa, 1999). Por su parte los inddlicos se
hidrolizan a isotiocianatos inestables que dan lugar a indoles, por ejemplo al indol-3-
carbinol (indol derivado de la glucobrasicina).
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Tabla 3. Nombres y abreviaturas de los principales glucosinolatos de Brassica rapa (Padilla et al.,
2007).

Nombre sistematico

Nombre comun

Abreviatura

Alifaticos
3-Butenil Gluconapina GNA
4-Pentenil Glucobrasicanapina GBN
2-(R)-2-Hidroxi-3-butenil Progoitrina PRO
2-(S)-2-Hidroxi-3-butenil Epiprogoitrina E-PRO
3-Metilsulfinilpropil Glucoiberina GIB
3-Metiltiopropil Glucoiberverina GIvV
4-Metilsulfinilbutil Glucorafanina GRA
5-Metilsulfinilpentil Glucoalisina GAL
2-Hidroxi-4-pentenil Gluconapoleiferina GNL
4-Metiltiobutil Glucoerucina GER
Inddlicos
3-Indolilmetil Glucobrasicina GBS
1-Metoxi-3-indolilmetil Neoglucobrasicina NGBS
4-Hidroxi-3-indolilmetil 4-Hydroxiglucobrasicina 4-OHGBS
4-Metoxi-3-indolilmetil 4-Methoxiglucobrasicina 4-OMGBS
Aromaticos
2-Feniletil Gluconasturtina GST

Glucosinolato

D-glucosa

OH* L

HO Mirosinasa SH OH

HO. s R -:___> n—( + HO &
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Figura 8. Estructura general de los glucosinolatos y sus productos después de la hidrolisis por la

mirosinasa. R representa las cadenas laterales derivados del aminoéacido.
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Los mecanismos que explican la actividad anticarcinogenica de los productos de
degradacion de los glucosinolatos, relacionan a estos productos resultantes de la
hidrdlisis, con el aumento de la actividad de enzimas responsables de la detoxificacion
xenobidtica (Fases | y 1), asi como con la estimulacion de la apoptosis y necrosis de
células tumorales humanas (Mithen, 2001; Johnson et al., 2016). Se ha demostrado el
efecto quimiopreventivo de especies de Brassica en ciertos tipos de tumores, por el cese
del crecimiento del cultivo tumoral debido principalmente a esos isotiocianatos (Hwang
et al., 2006; Juge et al., 2007; Singh et al., 2009; Keum et al., 2009; Traka et al., 2010;
Jie et al., 2014; @verby et al., 2015; Lozano-Baena et al., 2015).

También se ha comprobado que el consumo de cantidades bajas de isotiocianatos que
contiene la mostaza (Brassica juncea y Sinapis alba) modula factores citoprotectores en
las células mononucleares de la sangre. El hecho de que estas observaciones fueron
confirmadas por dos biomarcadores citogenéticos para el riesgo de cancer, implica que
incluso el consumo a corto plazo de los isotiocianatos que contienen las verduras de
Brassica podria estar asociado con la reduccion del riesgo de padecer cancer (Lamy et
al., 2012).

En relacion con el efecto del almacenamiento de alimentos que contienen
glucosinolatos, se evalué la fermentacion de los glucosinolatos y productos de
degradacion en la col fresca y se concluyé que hay un maximo de compuestos
beneficiosos para la salud después de la fermentacidn hasta 7 - 9 dias. Esta observacion
podria indicar que hay un margen de tiempo en el consumo de estas verduras en fresco,
sin que pierdan sus propiedades por la accién de la mirosinasa (Palani et al., 2015). Los
estudios en nabicol y nabo recién cortado en atmésferas modificadas revelaron que las
bajas temperaturas y tiempo de almacenamiento corto fueron los criterios mas
importantes para prevenir cambios de apariencia, olor, sabor y aromas, en el contenido

de azucar y glucosinolatos (Helland et al., 2016).

También existen glucosinolatos con efecto antinutritivo, habiéndose comprobado
experimentalmente que el isotiocianato 5-vinyloxazolidina-2-tiona (derivado de la
progoitrina), interfiere en la absorcién del yodo en animales monogastricos, provocando
la hipertrofia del tiroides. Hay que sefialar que este efecto goitrogénico ha sido
demostrado en la alimentacion del ganado (Rosa, 1999), y no hay evidencias de que

produzca el mismo efecto en la especie humana (Mithen, 2001) y por tanto no se ha
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demostrado su relacion con la enfermedad del bocio. Otros trabajos han demostrado que
los nitrilos y epitionitrilos derivados de algunos glucosinolatos pueden ser
hepatotoxicos, nefrotdxicos y pancreatoxicos en ratas, y plantean la hipotesis que en el
ganado, en condiciones especificas de bajo pH y presencia de iones ferrosos, pueden
provocar dafio en el higado, sin embargo hasta la fecha no estd demostrado y no hay

evidencias tampoco en humanos (Collett et al., 2014).

El patron y concentracion de glucosinolatos de las hortalizas del género Brassica varia
en gran medida segun la especie, y de ello dependera el perfil de productos de
degradacion (isotiocianatos entre otros) que proporcionan los efectos bioldgicos en el
organismo. Por este motivo, es importante caracterizar el contenido de éstos compuestos
bioactivos en cultivos nuevos o reintroducidos, con el fin de caracterizarlos como
alimentos funcionales y beneficiosos para la salud y fomentar su consumo en la

poblacion.

Las nabizas y grelos contienen cantidades importantes de glucosinolatos que pertenecen
a las tres clases quimicas descritas anteriormente (Tabla 3). Los mas abundantes son los

alifaticos, destacando el alto contenido en gluconapina.

La gluconapina es el glucosinolato mayoritario de nabizas y grelos. El isotiocianato
derivado de la gluconapina es el 3-butenil-isotiocianato, se caracteriza por estar formado
por una cadena de carbono corta con un enlace saturado en el extremo. Entre sus efectos
se ha demostrado que inhibe la liberacién de histamina. Un estudio con wasabi reveld
que cuando los pacientes con alergias consumen este producto, los isotiocianatos
liberados producian la inhibicion de la liberacion de mediadores quimicos, por lo que
puede contribuir a la supresion de los sintomas de la alergia (Yamada et al., 2012).
Recientemente se ha demostrado el poder quimiopreventivo del 3-butenil-isotiocianato
obtenido por sintesis, el cual, es capaz de producir la muerte celular inducida

principalmente a través de la necrosis de células tumorales (Kadir et al., 2015).

Otros isotiocianatos derivados de glucosinolatos presentes en nabizas y grelos son el
fenetil-isotiocianato, derivado de la gluconasturtina, que induce la apoptosis de las
células para inhibir la tumorogénesis (Mi et al., 2007) y el isotiocianato indol-3-
carbinol, derivado de la glucobrasicina, que ha demostrado efectos antitumorales en
varias lineas celulares de cancer de pulmon, prostata y colon (Choi et al., 2010).
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Un factor fundamental para establecer la dosis eficaz de consumo de glucosinolatos en
seres humanos es el grado de actividad de la mirosinasa. Los diferentes procesos a los
que se someten los alimentos, que implican la alteracion de la temperatura, pH o la
presion, influyen en la actividad de la mirosinasa una vez que la planta se ha cosechado
(Martinez et al., 2015). Es probable que la mayoria de los procesos de cocinado de estas
verduras desnaturalicen la mirosinasa de manera que los glucosinolatos son consumidos
intactos, sin embargo se ha demostrado que después del consumo de verduras cruciferas
cocidas pueden detectarse isotiocianatos en la orina. Entre un 10% y un 30 % de los
isotiocianatos detectados habrian sido hidrolizados por la mirosinasa vegetal, el resto se

debe a la microbiota del colon (Traka et al., 2009).

1.3.1.2. Componentes inorganicos

En la especie humana los minerales llevan a cabo funciones esenciales, a pesar de que
estos elementos se necesitan en pequefias cantidades, tienen que ser aportados por la
dieta (Mataix, 2005). Ningun alimento posee todos los minerales en cantidades tales que
permita que la ingestiébn de uno o pocos alimentos satisfagan las necesidades del
individuo. De ahi la insistencia en que las dietas sean mixtas y equilibradas para un
correcto aporte de los distintos minerales.

La malnutriciobn mineral es un problema comun en los paises desarrollados y en
desarrollo. Se estima que mas del 60% de los 7 mil millones de personas en el mundo
son deficientes en Fe, mas del 30% son deficientes en Zn y el 15% son deficiente en Se.
Ademas, las deficiencias de Ca, Mg y Cu son también comunes en varios paises
desarrollados y en desarrollo (White et al., 2009). Hoy en dia, la desnutricion mineral es
considerada como uno de los mas importantes desafios globales para la humanidad que

se puede prevenir (Miller et al., 2013).

Los minerales ayudan al cuerpo a realizar numerosas funciones, de forma general, se

puede decir que los minerales:

a) Intervienen en la regulacion enzimatica de los procesos metabdlicos, ya que
cada uno de los minerales esenciales actia como cofactor de uno o mas sistemas

enzimaticos.
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b) Contribuyen al mantenimiento de los liquidos corporales, intra y

extracelulares, interviniendo en el equilibrio &cido-base y en su osmolaridad.

c) Algunos minerales intervienen en la actividad de nervios y musculos

permitiendo un funcionamiento adecuado de ambos.

d) Facilitan el transporte a través de la membrana de compuestos esenciales,

tales como azucares.

e) Algunos actuan como formadores de estructuras, como ocurre en huesos y

dientes.

Desde el punto de vista nutricional, los minerales se clasifican de la siguiente manera
(Moreno-Rojas, 2000):

Electrolitos

Los electrolitos son iones que entran en mayor proporcion en la composicion de los

fluidos orgénicos, estando disueltos en ellos. Entre ellos podemos destacar:

Sodio: El sodio es el principal cation de los fluidos extracelulares y el principal
regulador del volumen de fluido extracelular. Es importante en la regulacion de
la osmolaridad, el balance &cido-base y el potencial de membrana de las células.
Esta relacionado también con el transporte activo a través de la membrana
celular y puede ser expulsado en intercambio con el potasio para mantener un
adecuado potencial en la membrana.

Potasio: es el principal catién intracelular que se encuentra en los fluidos
celulares en una concentracién de 5,6 g/L, unas 30 veces mas concentrado que
en el plasma o en el liquido intersticial (0,15 a 2 g/L). Es de gran importancia
fisiolégica, contribuyendo a la transmisién del impulso nervioso, al control de la
contractibilidad de la musculatura 0sea y al mantenimiento de la presion

sanguinea.

Minerales

Son aquellos componentes inorganicos de los alimentos y de nuestro propio cuerpo que

se encuentran en elevadas cantidades en ambos sistemas, pero que mayoritariamente no

se encuentran disueltos en fluidos corporales.
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e Calcio: el cuerpo del adulto contiene un 1,2 kg de calcio, el 99% del cual se
encuentra en el esqueleto y el 1% restante se encuentra en los fluidos
extracelulares, en estructuras intracelulares y en la membrana celular; este calcio
no esquelético juega un papel fundamental en la conduccion nerviosa,
contraccion muscular, coagulacion sanguinea y permeabilidad de membrana. Es
importante destacar que la presencia de algunos fitatos y oxalatos convierten el
calcio en insoluble y ciertas fracciones de fibra pueden interferir en la absorcion
de calcio.

e Magnesio: estabiliza el ATP formando el complejo Mg-ATP*?, es esencial para
todos los procesos biosintéticos, glucolisis, formacién de AMP ciclico,
transporte energia-dependiente de membrana y transmision del codigo genético.
Se conocen mas de 300 enzimas activadas por magnesio. El magnesio
extracelular es esencial para el mantenimiento del potencial electrolitico de las
membranas de nervios y musculos y para la transmisién neuromuscular.

e Fosforo: es un componente esencial en la fraccién mineral del hueso, en el cual
guarda una proporcion 2:1 (Ca:P). Aproximadamente el 85% del fosforo del
cuerpo de un individuo adulto se encuentra en el hueso. En los tejidos blandos se
encuentra como ion soluble de fosfato: en lipidos, proteinas, carbohidratos y
acidos nucleicos en forma de puentes éster o anhidro; y en enzimas como
modulador de su actividad. La energia para los procesos metabdlicos deriva
principalmente de los puentes fosfato de adenosin trifosfato (ATP), fosfato de

creatina y compuestos similares.

Resulta de gran interés la relacion (Ca/P), ya que tiene repercusiones directas sobre la
osteoporosis, un exceso de P puede repercutir negativamente favoreciendo la
desmineralizacion 6sea y movilizando el Ca 6seo. En este sentido los vegetales verdes
contienen una proporcion mayor de Ca que de P, en contraposicion con otros productos
de la dieta que contienen dos veces mas P que Ca (huevos, cereales, nueces, judias
secas, guisantes y lentejas).

Ca y P son los componentes minerales mas abundantes del cuerpo con un papel
fundamental como ya hemos indicado. Una baja ingesta en humanos se ha asociado con
diversas enfermedades (por ejemplo, lesiones en la piel, caida del cabello, raquitismo,

osteoporosis, enfermedades cardiovasculares y trastornos neuromusculares), que pueden
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poner en peligro la calidad de vida y tener importantes costes economicos (Dayod et al.,
2010; Gémez-Galera et al., 2010).

Elementos traza

También llamados oligoelementos, son constituyentes cuya concentracion en animales y

hombre suelen ser muy bajas siendo también habitualmente bajo el aporte periddico que

se requiere de los mismos.

Hierro: es indispensable para la vida de organismos superiores al formar parte
del nacleo de la hemoglobina y mioglobina, que son proteinas de transporte y
almacenamiento del oxigeno, ademas de formar parte de un gran nimero de
enzimas principalmente oxidativas. Todo el hierro presente en los vegetales se
encuentra en forma no hemo o inorgénica, que es menos absorbible que la
forma hemo y su absorcion dependerd de muchos factores.

Cobre: actia en el metabolismo organico como componente estructural de
proteinas como la ceruloplasmina sanguinea, producida en el higado y que
ocasiona el paso de Fe (11) a Fe (111) en la formacion de hemoglobina. Funciona
también en la accion de enzimas relacionadas con reacciones de oxidacion y
catalisis, como el citocromo oxidasa, tiroxinasa, aminooxidasas, uricasa, etc.
Cinc: forma parte de unas 80 enzimas, interviniendo en el metabolismo de los
acidos nucleidos y proteinas; es esencial para plantas, animales y hombre.
Manganeso: juega un importante papel en el metabolismo celular. Varias
enzimas como descarboxilasas, hidroxilasas, quinasas y transferasas son
activadas de forma no especifica por el manganeso in vitro. Otras requieren el
manganeso para su funcionamiento (piruvato carboxilasa, superdéxido

dismutasa, arginasa, fosfotransferasas, etc.)

Las especies horticolas de Brassica son particularmente ricas en minerales potasio,

cobre, magnesio, manganeso, hierro, cinc y calcio (Kopsell et al., 2004).

En la Tabla 1 se muestra la composicion y concentracion de minerales de nabizas y

grelos publicada en Tablas de composicion de Alimentos de la Base de Datos Espafiola
(BEDCA).
Finalmente hay que tener en cuenta que la biodisponibilidad de estos minerales por el

hombre se ha convertido en un factor critico, ya que la absorcidn de minerales de origen
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vegetal suele ser baja. Esto parece ser debido a la presencia en la fibra del &cido fitico
(hexafosfato de inositol) y compuestos fenolicos presentes en muchas hojas, que
actuarian como inhibidores de la absorcion de ciertos minerales como el Fe, Ca, Zn, Cu,
Py Mg (Periago et al., 1997; Frossard et al., 2000). Ya que la presencia de fitato, podria
disminuir la biodisponibilidad mineral debido a sus propiedades quelantes, en los
ultimos afos los estudios se centran en evaluar esta biodisponibilidad en productos
alimentarios. Se ha investigado la disponibilidad de minerales en productos de
panaderia, durante el efecto de la fermentacion y la coccion. Este estudio demostré que
la disponibilidad mineral in vitro de Ca, Fe y Zn de productos de panaderia se ve
influida por las etapas de procesamiento y los ingredientes (Frontela et al., 2011).
Respecto al contenido de minerales en verduras, los Gltimos estudios se centran en
evaluar las diferencias entre los productos frescos y congelados, se estudiaron en varios
productos hortofruticolas el contenido en minerales, fenoles totales y fibra (Bouzari et
al., 2015). En lo que respecta a las especies de Brassica la mayor parte de los estudios
se centran en el brécoli, tratando de evaluar la interaccion entre dos minerales, Se y Zn,
en el desarrollo y germinacion de la planta (Mao et al., 2015); o el estudio del efecto de
la aplicacidn foliar de Se en la absorcidn de elementos esenciales como son el Ca, Cu,
Fe, K, Mg, Mn, P, Sy Zn (Sindelafova et al., 2015).

1.3.1.3. Fibra

La fibra dietética, que es un componente habitual de los alimentos de origen vegetal, ha
tomado un gran interés en el mundo de la nutricién desde la promulgacion de la
hipétesis de Burkit, en 1973, acerca de la estrecha relacién entre la carencia de fibra de
la dieta y la incidencia de determinadas enfermedades y trastornos fisiologicos, sobre
todo en paises industrializados (Moreno- Rojas, 2000).

El contenido de fibra en los vegetales es esencial para la digestibilidad del alimento; es
reconocido que la ingesta de fibra proporciona muchos beneficios a la salud humana,
contribuyendo a la prevencion de cancer de colon y a reducir el riesgo de desarrollar
enfermedades cardiovasculares, infarto cerebral, hipertension, diabetes, obesidad y

ciertos desordenes gastrointestinales (Anderson et al., 2009).

Por fibra dietética se refiere al total de los polisacaridos de la planta, junto con la
lignina, que son resistentes a la hidrdlisis por enzimas digestivas del tracto

gastrointestinal (Moreno- Rojas, 2000).
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Desde el punto de vista quimico, la fibra es un agregado de componentes que no

constituyen una entidad propia, y que se confosma en un entramado tridimensional de

celulosa, hemicelulosa y lignina, pero frecuentemente se le asocian minerales y otros

componentes. En la mayoria de los sistemas de alimentacion, la fibra se define con los

siguientes parametros (Van Soest et al., 1985):

Fibra bruta (FB): Consiste en el residuo insoluble después de una incubacion en
una solucidn acida, seguida por una alcalina. El residuo contiene celulosa, pero esta
contaminada con cantidades variables de hemicelulosa, lignina y compuestos
nitrogenados. La magnitud de la contaminacion de la FB depende mucho del tipo de
vegetal y de su estado de desarrollo fisioldgico, lo que conduce a errores que
dificultan su interpretacion, por lo que el uso de la FB en los sistemas actuales debe
ser limitado (Van Soest, 1982).

Fibra neutro detergente (FND): Es el material insoluble en una solucién
detergente neutra, y se compone de celulosa, hemicelulosa y lignina. Ademas,
existen otros componentes minoritarios como residuos de almidon, cenizas y
nitrdgeno. Las recomendaciones de Van Soest et al. (1991) para la determinacion de
FND sugirieron la utilizacion de amilasas termoestables especificas (libres de
actividad hemicelulasa, proteasa o glucanasa), especialmente en concentrados o
ensilados de maiz.

Fibra acido detergente (FAD): Es el material insoluble en una solucion detergente
acida, y estd constituida fundamentalmente por celulosa y lignina, aunque suelen
existir otros componentes minoritarios como nitrégeno y/o minerales.

Lignina &cido detergente (LAD): mide el residuo remanente después de hidrolisis
acida; es el método mas comdn para determinar lignina en nutricion de rumiantes,
pero cada vez existe mas evidencia de que el valor de la lignina es subestimado

debido a la solubilizacion de algunas ligninas en el paso anterior de FAD.

La diferencia entre FND y FAD consiste fundamentalmente en la hemicelulosa. Con
el método FAD se hidroliza la hemicelulosa, de ahi que la determinacion de FAD
esté mas asociada a la degradabilidad y digestibilidad, mientras que el contenido de
FND solo esta relacionado con la ingestion o con una fraccion muy utilizable adn
por el organismo (Van Soest et al., 1967). Se ha demostrado la alta correlacion
existente entre el contenido en FAD vy la digestibilidad in vitro, pudiendo ser
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considerado por lo tanto el contenido en FAD de un vegetal como un buen indicador

de la digestibilidad y calidad del mismo (Hill et al., 1977; Soh et al. 1984; Van Soest

etal., 1985).
Destacan trabajos recientes que han aplicado los métodos estandar de analisis de fibra
aqui descritos (FND, FAD, LAD) para determinar y comparar las composiciones de
harinas procedentes de diferentes especies y variedades de calabazas, utilizadas para
suplementar dietas y reducir el colesterol (Cerniauskiené et al., 2014). Otros estudios
han analizado el componente fibroso (mediante la determinacion de FAD y FND) para
la prediccion de la degradabilidad de estos componentes fibrosos en piensos en
rumiantes (Du et al., 2016). En cuanto a Brassica, se evaluo el efecto del tratamiento
térmico respecto al contenido de fibra dietética y sus fracciones, mediante el método de
Van Soest, se determind el contenido de FND, FAD y LAD vy el contenido de
hemicelulosa y celulosa se calculd a partir de la diferencia entre la FND y FAD
(Komolka et al., 2012).

1.3.2. Caracteristicas organolépticas de nabizas y grelos

La valoracion sensorial es una funcion primaria del hombre que ya desde la infancia le
Ileva, consciente 0 inconscientemente, a aceptar o rechazar los alimentos de acuerdo con
las sensaciones experimentadas al observarlos y/o ingerirlos (Costell et al., 1981).

La calidad sensorial adquiere cada vez mas importancia en una sociedad que, al tener
cubiertas las necesidades nutritivas basicas, el principal problema que se plantea es

elegir entre una oferta muy amplia de productos.

En el control de calidad de los productos alimentarios es de gran importancia conseguir
definir, mediante parametros objetivos, estas sensaciones subjetivas que experimentan
los consumidores y que condicionan la aceptacion o rechazo del producto. Para que este
analisis se pueda realizar con un grado importante de fiabilidad, es necesario objetivar y
normalizar todos los términos y condiciones que puedan influir en estas
determinaciones, siempre con el objetivo de que las conclusiones que se obtengan sean

cuantificables y reproducibles con la mayor precision posible (Sancho et al., 1999).

El andlisis sensorial descriptivo es la herramienta mas ampliamente utilizada entre todas
las metodologias de las que disponen los profesionales sensoriales cuando se comparan

con los métodos de aceptacion y discriminacion (Stone et al., 2004; Varela et al., 2012).
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Segun Stone y Sidel (2004), el analisis descriptivo es una metodologia sensorial que
proporciona descripciones cuantitativas de los productos basados en las percepciones de
un grupo de sujetos cualificados. Todos los métodos de analisis descriptivo implican la
deteccidn (discriminacion) y descripcion de aspectos sensoriales tanto cualitativos como

cuantitativos de un producto.

Es ademas conveniente establecer una relacion entre la composicion fisico-quimica del
producto y sus atributos organolépticos, como color, textura, aroma (componentes
volatiles) y sabor (dulce, amargo, &cido, salado, umami) y también entre las

percepciones sensoriales y la aceptabilidad final del consumidor.

La mayoria de los aromas tipicos de alimentos son una mezcla de aromas simples
producidos por moléculas individuales. En las hortalizas del género Brassica dichos
compuestos se forman por descomposicion de glucosinolatos (Belitz et al., 2004). Se
producen compuestos volatiles de azufre obtenidos a través de diversas reacciones
enziméticas. Los productos de degradacién de los glucosinolatos, en concreto,
tiocianatos, isotiocianatos, oxazolidinas y nitrilos, son los responsables del peculiar
aroma de estas especies y del sabor amargo atribuido a algunos cultivos como las
nabizas y los grelos (Vilar et al, 2007; Liu et al., 2009).

Los &cidos organicos también son compuestos responsables del sabor mas o menos
acido de las hortalizas (Belitz et al., 2004). Las hortalizas contienen, en términos
generales, y con la excepcion del tomate, una escasa proporcion de acidos que, en su
mayoria estdn en forma de sales, lo que repercute en el pH, que oscila,

aproximadamente, entre 5,5y 7,0 (Primo, 1997).

Debido al gran interés econémico de las plantas del género Brassica, son numerosos los
trabajos sobre este genero que incluyen evaluaciones sensoriales en sus trabajos. En
brécoli se ha estudiado los efectos de la temperatura y el fotoperiodo sobre la calidad
sensorial y el contenido de glucosinolatos, flavonoides y vitamina C (Mglmann et al.,
2014). Recientemente se evalud el perfil molecular y sensorial de la ebullicion de un
caldo de verduras (elaborado con nabo y otras especies) en el cual entre los compuestos
volatiles descritos se encontraron los productos de degradacion de los glucosinolatos
(Mougin et al., 2015). En el estudio del efecto del almacenamiento de B. napus y B.
rapa en atmosfera modificada se ha comprobado que el gusto y el sabor resultaron mas

influenciados por el tiempo y la temperatura que por la atmdsfera, y el total de
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glucosinolatos indolicos aumentaron con el tiempo y temperatura de almacenamiento.
El sabor amargo se relaciondé con contenidos de glucobrasicina y 4-
metoxiglucobrasicina (Helland et al., 2016).

Respecto a Brassica rapa, cabe destacar el estudio realizado sobre la caracterizacion
fisico-quimico y sensorial de nabizas y grelos procedentes de las dos zonas de mayor
produccién (Lugo y Santiago). En este trabajo se describieron los principales atributos
organolépticos de estas verduras y se tratd de seleccionar las caracteristicas fisico
quimicas que permiten diferenciar muestras de nabizas y grelos de las dos zonas de
produccién y pronosticar el grupo de pertenencia de nuevas entradas de origen
desconocido (Arias, 2009).

1.4. Técnicas espectroscopicas de reflectancia en el infrarrojo cercano (NIRS).
Aunque Herschel descubrio la luz en la region del infrarrojo en el 1800, muchos
espectroscopistas de la mitad del siglo pasado pensaban que carecia de interés analitico
(McClure, 2004; Batten, 1998; Blanco et al.,, 2002). Hoy dia, las técnicas
espectroscopicas que utilizan la longitud de onda en la region del infrarrojo del espectro
electromagnético (NIR) se estan utilizando en la industria alimentaria para evaluar la
composicion y calidad de los alimentos. En la espectroscopia NIR los fotones de
radiacion infrarroja son absorbidos por los enlaces de una molécula pasando a niveles
vibracionales superiores. Cada tipo de enlace absorbe radiacion infrarroja a una
frecuencia distinta, lo que permite determinar que tipo de grupos funcionales posee la
molécula en estudio. La espectroscopia NIR permite la evaluacién (andlisis cualitativo y
cuantitativo) de parametros de calidad en materiales intactos de forma rapida y casi sin
esfuerzo (Cozzolino, 2009).

Los espectros NIR de un material organico pueden informar de sus caracteristicas
composicionales, que en la matriz del alimento no se detecta facilmente a no ser que se
realice el analisis quimico en laboratorio. A pesar de que la técnica tiene muchas
ventajas, los espectros obtenidos no son selectivos, es decir, la informacidn espectral es
compleja, con la presencia de muchas bandas y efectos no deseados de dispersion de la
luz. Esto requiere la construccion de modelos de calibracion con el fin de extraer la
informacién mas relevante y que puedan ser aplicados posteriormente a otras muestras.
La instrumentacion y el desarrollo de algoritmos informéticos han hecho que la técnica

sea mucho mas potente y facil de usar (Osborne et al., 1993; McClure, 2004), es decir,
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la aplicacion de técnicas quimiometricas como el analisis de componentes principales y
la regresion por minimos cuadrados parciales, son utilizados para la construccion de
modelos de calibracién que pueden predecir caracteristicas composicionales en la
muestra (Osborne et al., 1993; Williams, 2001; Roggo et al., 2007; Cozzolino et al.,
2006).

Actualmente la tecnologia NIR se ha convertido en una de las técnicas mas estudiadas y
desarrolladas para el control de calidad y analisis composicional de la muestra. Los
métodos tradicionales de andlisis de componentes en alimentos en el laboratorio son
caros, lentos, necesitan mano de obra especializada para su aplicacion y conllevan el
manejo de reactivos peligrosos y agresivos con el medio ambiente. El analisis rapido y
barato, sin necesidad de preparacion de la muestra, representa una de las principales
ventajas de la técnica NIRS frente a los andlisis tradicionales de laboratorio, por lo que
se esta utilizando en una amplia gama de aplicaciones en varios campos, por ejemplo,
para mediciones en tiempo real en linea en condiciones industriales (Porep et al., 2015),
en la industria farmacéutica (Chavez et al., 2015), quimica (Foster et al., 2013; Feng et
al., 2015), alimentaria, incluyendo frutas y verduras (Font et al., 2005; Martinez et al.,
2014; Schmitt et al., 2014; Guo et al., 2016) y agricola (Murray, 1986; Norris et al.,
1976; Shenk et al., 1993; Cozzolino et al., 2003; Font et al., 2006; Dimov et al., 2012;
Van Maarschalkerweerd et al., 2015).

1.5. Ensayos de citotoxicidad con células HL-60

La utilizacion de cultivos celulares para el ensayo de caracteristicas toxicas de una
sustancia quimica constituye una metodologia asequible, rapida y evita el sacrificio de
mamiferos.

La linea celular HL-60 ha sido seleccionada como un modelo en una gran variedad de
sustancias candidatas para ser utilizadas como anticancerigenos y ha demostrado ser un
sistema de prueba sélida para experimentos piloto de cribado in vitro (Akao et al.,
2003). Fue aislada de leucocitos del torrente sanguineo periférico de una paciente
caucésica humana de 36 afios de edad que padecia una leucemia promielocitica aguda
(Collins et al., 1977). Estas células se caracterizan por proliferar continuamente en
suspension pero tras un largo periodo de cultivo (4 semanas), pierden su capacidad de
division y se diferencian. Presentan aneuploidias y su metafase se caracteriza por la

presencia de 44-46 cromosomas (Collins et al., 1977). En cultivo, se presentan en su
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mayoria como neutrofilos promielociticos de nucleo prominente (90%) y en menor
porcentaje (10-12%) aparecen formas diferenciadas a mielocitos, metamielocitos y por
ultimo, granulocitos (neutrofilos, eosinofilos y basofilos) o macréfagos (monocitos)
(Breitman et al., 1980; Collins et al., 1978; Yen et al., 1987).

No todos los compuestos que inducen la diferenciacion del cultivo celular son de origen
quimico, también existen compuestos procedentes de plantas capaces de inducir la
muerte en este tipo de células, estando algunas de estas plantas presentes en nuestra
dieta (Chen et al., 2005; Matsui et al., 2005; Strissel et al., 2005). De esta forma, el
estudio de la induccion de la diferenciacion y apoptosis en células tumorales constituye
una eficiente estrategia en la terapia contra el cancer (Israels et al., 1999; Conte-
Anazetti et al., 2003; Tsiftsoglou et al., 2003).

La linea celular HL-60 se ha utilizado para ensayar las propiedades anticancerigenas de
diversos grupos de isotiocianatos resultantes de la degradacién de glucosinolatos,
presentes en plantas del género Brassica (Xu et al., 2000; Jakubikova et al., 2005). Por
ejemplo, recientemente, estudios in vivo e in vitro han demostrado el efecto protector en
el ADN y quimiopreventivo de las partes verdes consumibles (hojas y peciolos) de la
especie B. carinata, siendo los productos derivados de la hidrolisis de la sinigrina (el
GSL mayoritario presente en esta especie) los responsables del efecto beneficioso para
la salud (Lozano-Baena et al., 2015). Con el mismo fin de estudiar la actividad anti-
carcinogeénica de los isotiocianatos derivados de los glucosinolatos, se han llevado a
cabo otros estudios mediante ensayos in vitro de verduras de este género utilizando
otros tipos celulares para evaluar el efecto quimiopreventivo frente a diferentes tipos de
cancer (Hwang et al., 2006; Juge et al., 2007; Singh et al., 2009; Keum et al., 2009;
Traka et al., 2010; Villatoro-Pulido et al., 2012; Jie et al., 2014; @verby et al., 2015;
Kadir et al., 2015).
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Capitulo 11

Hipotesis del plan de investigacion

Nuestra situacion actual responde a lo que se conoce como el "trilema de la salud”, que
nos dice que la alimentacion, la salud y el medio ambiente estdn intimamente
vinculados, siendo necesario establecer un equilibrio entre los mismos. Actualmente se
observa una gran transformacion de la dieta en todos los paises en vias de desarrollo, de
modo que la poblacion que gana mas dinero se traslada a las ciudades, y tiende a
comprar y a consumir alimentos mas caros como las carnes y alimentos procesados, al
mismo tiempo que reduce el consumo de frutas y verduras. La produccion de toda la
comida necesaria para este tipo de dietas supone un aumento de las emisiones de gases
de efecto invernadero, y tiene un impacto negativo sobre el medio ambiente y la salud
humana (calentamiento global, aumento de los casos de diabetes, enfermedades del
corazén y canceres en todo el mundo). La solucién va a venir tanto de la educacion en
cuanto a lo que es mejor para nosotros, como de la promocion de los alimentos que sean

sabrosos, saludables y respeten el medio ambiente.

En Espafia, y en Andalucia en particular, desde instituciones publicas y privadas, se
viene realizando en los dltimos afios una apuesta clara y decidida en investigacion
dirigida a incrementar el consumo y el valor afiadido de los productos hortofruticolas
producidos en nuestro pais, como lo indica la Agencia de la Competencia de Andalucia
(ADCA) en su informe elaborado en 2013.

En la actualidad son incuestionables las oportunidades multidireccionales de
explotacion de las propiedades quimicas y nutricionales de verduras de la familia
Brassicaceae. La composicion quimica especifica del género Brassica, en lo que
respecta a los nutrientes los hace especialmente adecuado para la cadena de produccion
de alimentos saludables. Destaca el gran interés que se ha generado en la relacién entre
el contenido en glucosinolatos presentes en estas especies y la disminucion de la
incidencia de determinados tipos de cancer en humanos. Sin embargo la gama de
actividades de estos compuestos es muy amplia, algunos glucosinolatos son
beneficiosos mientras que otros son perjudiciales para el consumo humano y animal.

Como consecuencia, el cultivo y consumo de especies de Brassica en Europa esta
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aumentando, dando lugar a una gran diversificacién con la reintroduccion de nuevas

variedades, formas y productos locales.

Esta tesis ha sido desarrollada gracias a nuestra participacion en los proyectos de
investigacion “Calidad y resistencia a estreses bioticos en los cultivos de Brasicas:
Papel de los metabolitos secundarios” (Ref. AGL2009-09922), y "Genética y mejora
de brasicas horticolas: papel de los metabolitos secundarios™ (Ref. AGL2012-
35539), en colaboracion con la Mision Bioldgica de Galicia, donde, como uno de los
objetivos planteados en dichos proyectos, se llevo a cabo un programa de cultivo y
evaluacion de Brassica rapa, con el fin de estudiar su adaptacion en la cuenca
mediterranea y ampliar su area de cultivo y de consumo habitual. Las nabizas y grelos
(Brassica rapa L. subsp. rapa) gozan de gran tradicion en Galicia y tienen una gran
importancia en la agricultura, no s6lo del norte de Espafia sino también en otros paises
de la Union Europea como lItalia o Portugal. En Espafa este cultivo esta limitado a la
zona del norte debido, probablemente, a una falta de adaptacion a las condiciones
climaticas de areas del sur. En la dieta mediterranea, basada en un elevado consumo de
frutas y hortalizas, estos cultivos podrian ocupar un lugar destacado, pero hasta la fecha
existe un gran desconocimiento de las posibilidades que pueden ofrecer los grelos y

nabizas en estas zonas.

En el trabajo de tesis se ha evaluado una colecciéon de germoplasma y cultivares de
Brassica rapa recolectado en Galicia, seleccionando posteriormente aquellas lineas que
mostraron mejores caracteristicas agronomicas para el cultivo de Brassica rapa en la
zona del sur de Espafia. Durante todo el proceso de evaluacién y seleccion se procedio
al estudio de la capacidad de produccién de nabizas y grelos asi como del contenido en
glucosinolatos, minerales y fibra de los productos cosechados como criterio de calidad

del producto final.

Teniendo en cuenta la capacidad demostrada de la reflectancia en el infrarrojo cercano
para el analisis rapido y preciso de componentes de calidad en matrices vegetales, de
forma paralela con el trabajo anterior, se han desarrollado y evaluado por primera vez
ecuaciones de calibracion NIRS para el analisis del contenido en glucosinolatos,
minerales y fibra acido detergente en muestras de nabizas y de grelos. El uso de la
técnica NIRS junto con las ecuaciones de calibracion obtenidas facilitard y abaratara las

tareas de cribado, caracterizacion y seleccion de genotipos, necesarios en los programas
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de mejora genética de esta especie, y también podran ser utilizadas en los trabajos de

control de la calidad nutritiva de los productos obtenidos.

Finalmente se ha estudiado por primera vez el efecto anticarcinogénico y citotoxico
(frente a células HL-60) del glucosinolato mayoritario de las nabizas y grelos, asi como
de su correspondiente isotiocianato, con vistas a proporcionar un mayor valor a estos

productos y estimular su cultivo y su consumo.

En resumen, el presente trabajo de investigacion tiene por finalidad aumentar el
conocimiento del cultivo de Brassica rapa para su adaptacion en la region mediterranea,
conocer fechas de siembra adecuadas a la zona y la calidad nutritiva del producto
obtenido; esto permitir, la introduccion de nuevos cultivos en la zona del sur de
Espafia, y sin duda, aumentar la diversificacion de productos horticolas que impulsen el
consumo de verdura fresca en la poblacion Andaluza. Con todas estas premisas, sera de
gran interés el potenciar este cultivo en otras areas de Espafia distintas a su zona tipica
de produccion y llevar a cabo evaluaciones del material destinadas a mejorar la

adaptacion de variedades de Brassica rapa a la zona mediterranea.
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Objetivos

La actividad cientifica desarrollada en la presente tesis doctoral trata de alcanzar los

siguientes objetivos:

Objetivo 1: Evaluacién del cultivo de Brassica rapa en localidades del sur de Espafia
(Cdérdoba y La Macaronesia) con vistas al estudio de la capacidad de produccion de
nabizas y grelos asi como establecer una fecha dptima de siembra, en funcion de la
produccion de la cosecha (nabizas y grelos) y de su calidad nutricional (contenido en

glucosinolatos y minerales).

Objetivo 2: Seleccion y caracterizacion agrondémica de las variedades mas
prometedoras de nabizas y grelos en Cérdoba (procedentes del Banco de Germoplasma
de Brassica de la Mision Biologica de Galicia) y su evaluacion respecto al contenido de

glucosinolatos, minerales, fibra y andlisis sensorial.

Objetivo 3: Desarrollo y evaluacion de ecuaciones de calibracidn para el analisis rapido
del contenido en minerales, glucosinolatos y fibra de las partes comestibles de Brassica
rapa mediante el uso de la Reflectancia en el Infrarrojo Cercano (NIRS).

Objetivo 4: Evaluacion de las propiedades quimiopreventivas y anticancerigenas de
Brassica rapa: Estudio in vitro de la actividad citotoxica de las nabizas, del

glucosinolato mayoritario intacto (gluconapina) y de sus productos de hidrolisis.
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Ensayos preliminares del cultivo de Brassica rapa en Andalucia y

La Macaronesia.

Obregén-Cano, S.2, Moreno-Rojas, R.” Padilla, G.c, Cartea, E.c, y De Haro-Bailén,
Al

% Departamento de Mejora Genética, Instituto de Agricultura Sostenible, Consejo
Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC), Alameda del Obispo s/n, C.P. 14004.
Cordoba, Espafia.

® Departamento de Bromatologia, Universidad de Cérdoba, Campus Universitario
Rabanales. Carretera Nacional IV Km. 396. C.P. 14014. Cérdoba, Espafia.

¢ Departamento de Genética de Plantas, Mision Bioldgica de Galicia, Consejo Superior

de Investigaciones Cientificas (CSIC), Apartado 28, 36080 Pontevedra, Espafia.

Introduccion

Al papel clasico que le atribuia a los alimentos la nutricion de meros aportadores de
sustancias imprescindibles para la vida, actualmente ha evolucionado hacia el estudio de
ciertos componentes de los alimentos, que si bien no tienen porqué ser esenciales,
pueden aportar efectos beneficiosos para la salud por su consumo a partir de ciertos
alimentos a los que se les denomina “funcionales”. Los productos de origen vegetal son
una fuente rica de sustancias biolégicamente activas, tanto nutritivas como anti-
nutritivas. Estos fitoquimicos y metabolitos secundarios estan asociados con funciones
bioldgicas tales como la prevencion del estrés oxidativo, la regulacion del sistema
inmunoldgico, la inhibicién de mutaciones cancerigenas y la reduccién del riesgo de
cancer (Mi et al., 2007; Traka et al. 2009; Choi et al., 2010; Kestwal et al., 2011;
Yamada et al., 2012).

Brassica es el grupo mas grande de plantas de consumidas de la familia de las
Brassicaceas. Ademas, las verduras de Brassica son muy apreciadas por sus valores
nutricionales, ya que pueden proporcionar fitoquimicos que promueven la salud,
incluyendo los glucosinolatos, antocianinas, flavonoides, terpenos, sulfoxido de S-
metilcisteina, cumarinas y algunos antioxidantes bien conocidos como vitamina C,
vitamina E, carotenoides y enzimas antioxidantes como catalasa, superoxido dismutasa

y peroxidasa (Cartea et al., 2010; Manchali et al, 2012). Estos alimentos, al igual que
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los procedentes de otras especies horticolas de Brassicaceas se caracterizan por su bajo
contenido en grasa y proteina y su alto contenido en fibras, minerales y vitaminas. Son
particularmente ricas en minerales como potasio, cobre, magnesio, manganeso, hierro,

cinc y calcio (Kopsell et al., 2004).

Brassica rapa ha sido cultivada en nuestro pais desde tiempos ancestrales ya que fue
uno de los primeros vegetales en ser introducidos en la peninsula ibérica occidental
(Gémez-Campo, 1999). Los cultivos de B. rapa son hortalizas de climas frescos, pero
no soportan heladas repetidas (Rosa, 1999). Las temperaturas elevadas provocan una
floracion precoz a costa del desarrollo (Mainardi, 1995). EI mismo efecto puede
producirlo las bajas temperaturas, por lo que se necesita un emplazamiento abrigado
durante el invierno en zonas muy frias (Maroto, 1995). Los mejores resultados se
obtienen en las regiones templado-frias y en lugares no demasiado soleados.

En Galicia (noroeste de Espafia) y en las regiones mas frias de Portugal, se cultiva
Brassica rapa subsp. rapa por sus tres aprovechamientos: nabos, nabizas y grelos. Los
nabos son las raices engrosadas, nabizas son las hojas jovenes y los grelos son los tallos

con brotes florales y hojas circundantes.

Teniendo en cuenta el creciente interés por este cultivo, y con vistas a su extension a
otras regiones de la peninsula ibérica, se desarrolld el estudio del cultivo de nabizas y
grelos en el sur de Espafia, gracias a nuestra participacion en los proyectos de
investigacion: “Calidad y resistencia a estreses bioticos en los cultivos de Brasicas:
Papel de los metabolitos secundarios” (Ref. AGL2009-09922), y "Genética y mejora
de bréasicas horticolas: papel de los metabolitos secundarios' (Ref. AGL2012-
35539), en colaboracion con la Mision Bioldgica de Galicia. Como uno de los objetivos
de dichos proyectos se planted un programa de cultivo y evaluacion de germoplasma de
Brassica rapa con el fin de estudiar su adaptacion en la cuenca mediterranea y asi
ampliar su area de consumo habitual. Se determino el contenido en glucosinolatos y
minerales como factores de calidad, estudiando su importancia en la dieta por sus

propiedades anticancerigenas y nutritivas.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la fecha optima de siembra del cultivo en las
nuevas localidades, en funcion de la produccién de la cosecha (nabizas y grelos) y de su
calidad nutricional (contenido en glucosinolatos y componentes inorganicos).
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Material y Métodos

Material vegetal

A partir de la coleccidn existente en el Banco de Germoplasma de la Mision Bioldgica
de Galicia, se seleccionaron 5 entradas de Brassica rapa (Tabla 1), en funcion del ciclo
fenoldgico (tempranas y tardias) en su lugar de origen, para abarcar el mayor periodo
potencial de produccion de nabizas y grelos. Cuatro entradas procedian de cultivares
locales sin ningun tipo de seleccion previa, mientras que la entrada BRS0163 procedia
de tres ciclos de seleccion por rendimiento en fresco en Pontevedra. Cada entrada se
identificé con las siglas BRS seguido del numero de identificacién en el Banco de

Germoplasma de procedencia.

Tabla 1. Identificacién y procedencia de entradas de Brassica rapa estudiadas en Pontevedra, La

Palmay Cérdoba.

ESPECIE NOMBRE LOCAL  PROVINCIA LOCALIDAD IDENTIFICACION

B. rapa nabizas tempranas Pontevedra  Vilar, Forcarey BRS0082
B. rapa nabizas tempranas A Corufia Lam_a,' BRS0143
Boqueixon
B. rapa nabizas Ourense Barcia, Melon BRS0163
B. rapa nabos A Corufia San ?([ao, BRS0401
Coiros
B. rapa nabos A Coruna Porta, Sobrado BRS0472

Estas 5 entradas se evaluaron durante las temporadas agricolas 2009-2010, 2010-2011 y
2011-2012 en tres localidades, Pontevedra (Galicia) (42°24°N, 8° 38’W, Espana), La
Palma (Islas Canarias) (28°37°N, 17°45"W, Espafia) y Cdrdoba (Andalucia) (37°51' N,
4°48'W, Espafia). Pontevedra tiene un clima oceanico templado lluvioso. Las
temperaturas son agradables a lo largo de todo el afio con medias anuales de 15°C, y se
registran amplitudes térmicas muy reducidas debido a la influencia maritima. Los meses
de maés calor son los de junio, julio y agosto, con medias de 19 y 20°C. La Palma tiene
una temperatura media de 20°C, no sobrepasa los 26°C y no baja de 16°C, la isla de La
Palma se caracteriza por gozar de un clima benigno con pocas variaciones durante todo
el afio. El clima en Cordoba es tipico mediterraneo con una precipitacion media de 650
mm, vy el suelo es profundo, franco-arenoso, clasificado como Typic Xerofluvent, los
inviernos son suaves, aunque con algunas heladas que en ocasiones han llegado a ser
fuertes, debido a su distancia del mar. Los veranos son muy calurosos, con importantes

oscilaciones térmicas diarias.
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Las semillas se germinaron en placas de petri en laboratorio y se trasplantaron a maceta
a los 3-4 dias. Cuando las plantas alcanzaron unos 10 cm de altura en maceta se
trasplantaron a campo. Se programaron tres fechas de siembra en cada temporada, con
el fin de averiguar la fecha de siembra dptima para el cultivo en esta zona. Las 5
entradas se cultivaron en un disefio de bloques al azar con 3 repeticiones. En la Tabla 2
se indican las fechas de siembra del cultivo en cada temporada y por localidades. En
Pontevedra sélo se realiz6 una fecha de siembra, la habitual en esta region, sirviendo de
control del resto de cultivos en las otras localidades. El estudio en La Palma sélo se
llevd a cabo la primera temporada 2009/10. En Cordoba el ensayo se realizé durante
tres temporadas, desde 2009 al 2012.

Tabla 2. Fechas de germinacion de semilla y trasplante a campo de B. rapa en cada localidad por

temporada y siembra.

Localidad  Temporada  Siembra Germinacion  Trasplante a

de semillas campo
Pontevedra 2009/10 Siembra 1 18-08-09 24-09-09
Siembra 1 03-11-09 02-12-09
La Palma 2009/10  Siembra2  02-12-09 20-01-10
Siembra 3 24-02-10 24-03-10
Siembra 1 17-12-09 17-01-10
2009/10 Siembra 2 17-01-10 15-03-10
Siembra 3 10-03-10 20-04-10
Siembra 1 22-07-10 23-09-10
Cérdoba 2010/11 Siembra 2 01-10-10 29-10-10
Siembra 3 08-11-10 10-01-11
Siembra 1 05-09-11 05-10-11
Siembra 2 17-10-11 14-11-11
2011712 Siembra 3 10-11-11 15-01-12

Preparacion de las muestras

Durante cada temporada, en el momento 6ptimo para consumo, se tomaron muestras de
nabizas (4 a 5 hojas por planta) y de grelos (3 a 4 tallos florales por planta) de las
plantas seleccionadas para cada una de las entradas estudiadas. Todo el material vegetal
se lavo a fondo con agua del grifo para eliminar la suciedad y el polvo de la superficie y
se finaliz6 con un lavado en agua desionizada. A continuacién se almacenaron a -80°C
hasta el momento de su liofilizacion, que se realizd en un equipo Telstar® modelo

Cryodos-50 (Telstar, Terrasa, Espafia). Las muestras liofilizadas se molieron en un
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molino IKA-Labortechnik® modelo A10, durante 20 segundos y se almacenaron en

desecador hasta el momento de ser analizadas por el método de referencia.

Andlisis de glucosinolatos

El andlisis de glucosinolatos se realiz6 como indica la norma europea para
determinacion de glucosinolatos (ISO 9167-1, 1992). Se realiz6 una doble extraccion en
bafio a 75°C con metanol al 70%, durante 15 min. En la primera extraccion se afiadieron
100ul de glucotropaolina como patron interno. A continuacion se realizO una
desulfatacion, el producto extraido se paso por una columna de intercambio ionico de
Sephadex (DEAE-A25, Sigma) afiadiendo posteriormente sulfatasa purificada (de Helix
pomatia, Sigma) y se dejo actuar 18-19 horas. Transcurrido ese tiempo, se eluyeron los
glucosinolatos retenidos en la columna afiadiendo H,O ultrapura. El contenido y
cuantificacion de glucosinolatos se realizd6 mediante Cromatografia Liquida de Alta
Resolucion (HPLC), usando un equipo Waters, modelo 600, con un detector de
absorbancia (modelo 486 UV) a una longitud de onda de 229 nm. La columna fue del
tipo Lichrocart 125-4 con lichrospher 100 RP-18 y un tamafio de particula de 5 um
(Merck). Se usaron como solventes H,O ultrapura y acetonitrilo al 25%. La
identificacion de los distintos glucosinolatos fue establecida por comparacion con
patrones de referencia certificados y recomendados por la Union Europea e ISO (CRMs
366, 190 y 367) (Wathelet et al., 1991). La cuantificacion de cada glucosinolato
individual fue calculada por el programa informético del equipo de HPLC
(Millenium32), atendiendo al area del patron interno. El total de glucosinolatos fue
calculado como la suma de todos los glucosinolatos individuales presentes en la

muestra.

Andlisis de componentes inorganicos

Los minerales analizados en las muestras de nabizas y grelos fueron K, Ca, P, Mg, Na,
Fe, Zn, Mn y Cu. La digestion de la muestra se realizo por via himeda con &cido nitrico
y acido perclérico (Isaac et al., 1990). Los analisis de Ca, Mg, Fe, Mn, Zn y Cu se
Ilevaron a cabo por espectrofotometria de absorcion atomica y los de Na y K se hicieron
por emisién atomica. El equipo utilizado fue un espectrofotometro de absorcién atomica
Varian® modelo SpectrAA-50/55, con llama de aire-acetileno y lamparas de catodo
hueco de un solo elemento y correccion de fondo con lampara de deuterio para el

analisis de Mn. Para la determinacion de Ca y Mg, se afiadid cloruro de lantano a fin de
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evitar interferencias anionicas. El andlisis de P, como acido molibdo-vanado-fosforico,
se hizo por colorimetria (AOAC, 1991) en un espectrofotometro UV-visible
(Beckman® modelo DU640).

Analisis estadistico

Se utiliz6 el analisis de la varianza (ANOVA) para evaluar estadisticamente las
diferencias entre las medias obtenidas para los diferentes pardmetros de calidad
analizados. El valor de p<0,05 fue considerado como significativo. Los resultados se
expresaron como medias. Se utilizo el software estadistico SPSS version 21.0 (SPSS

Inc., Chicago, IL).

Resultados y discusion

Las localidades donde se llevaron a cabo los ensayos, Cordoba y La Palma, son lugares
de muy diferentes condiciones ambientales y agrondémicas respecto a Pontevedra. Las
cinco entradas seleccionadas fueron cultivadas en Pontevedra en las condiciones
tradicionales de la zona para servir de control del cultivo. Los resultados en la
composicion de glucosinolatos y minerales de la cosecha de Pontevedra sirvieron de
referencia para comparar con el material obtenido en las demas localidades.

En la Tabla 3 se presenta un resumen de las principales fechas de cultivo en las distintas
localidades de nabizas y grelos. En Pontevedra, el trasplante en campo se realizd en
septiembre, la cosecha de nabizas se llevo a cabo en diciembre y los grelos fueron

recogidos a lo largo de varios meses, de diciembre a abril.

En la Palma, la primera siembra se realiz6 en diciembre, la segunda en enero y la tercera
en marzo. No se encontraron grandes diferencias en el desarrollo de las plantas a lo
largo de las tres siembras, posiblemente debido a que el clima en La Macaronesia esta
caracterizado por temperaturas moderadas, masas de aire templadas y tropicales durante
todo el afio. Las dos primeras siembras (diciembre y enero) dieron lugar a la formacién
de nabizas y grelos en todas las entradas ensayadas, sin embargo no se obtuvieron
grelos en la tercera siembra (marzo), esto fue debido a que la fecha de la tercera siembra
se realizd en primavera lo que determiné que las plantas rapidamente subieran a flor y

no formaran grelos (Figura 1).
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Tabla 3. Resumen de fechas de siembra y fechas de cosechas de nabizas y grelos por localidades,

temporadas y siembras.

Localidad  Temporada Siembra Trasplante Cose_cha Cosecha
a campo nabizas grelos
P(Ocr‘;re]‘t’ﬁglga 200910  Siembral 240909  Dic2009 102008
. 23-02-10 a
o Pl Siembra 1 02-12-09 28-01-10 07-04-10
2009/10 . 24-03-10 a
Siembra 2 20-01-10 24-03-10 20-05-10
Siembra3  24-03-10 29-04-10 NO
Siembra 1 17-01-10 12-04-10 NO
2009/10 Siembra2  15-03-10 NO NO
Siembra 3 20-04-10 07-06-10 NO
Cérdoba Siembra 1 23-09-10 13-12-10 25-01-10
2010/11 Siembra 2 29-10-10 04-03-11 11-03-11
Siembra 3 10-01-11 NO NO
2011/12 Siembra 1 05-10-11 14-11-11 27-12-11
Siembra 2 14-11-11 01-02-12 21-02-12
Siembra 3 15-01-12 NO NO

Figura 1. Planta en floracién temprana

En Cérdoba los resultados del estudio del cultivo durante la primera temporada se

diferencian notablemente respecto de las dos siguientes. En la primera siembra de la

primera temporada, la cosecha de nabizas fue muy escasa y no se consiguié produccion

de grelos, esto se debid al pobre desarrollo que alcanzaron las plantas, la fecha de

siembra fue muy tardia para las condiciones ambientales de Cérdoba. La segunda

siembra se perdi6 debido a las desfavorables condiciones climaticas de ese afio elevadas

precipitaciones que provocaron el encharcamiento y anegacion de la parcela y, por

consiguiente, la asfixia radicular y la muerte de las plantas. En la tercera siembra (abril)

el desarrollo de las plantas fue superior al obtenido hasta el momento en la fase de
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nabizas, no obstante estas plantas no llegaron a formar grelos debido al aumento de la
temperatura en primavera que determind que subieran a flor rapidamente (Figura 1). A
pesar de que sOlo se cosecharon nabizas, el cultivo en campo evoluciond
satisfactoriamente de manera semejante al cultivo sembrado en Pontevedra. A la vista
de los resultados obtenidos en la primera temporada, se decidio adelantar todas las
fechas de siembra en las siguientes temporadas con el fin de obtener mejores resultados
de produccion. La primera siembra se adelantd al mes de septiembre, la segunda se
realizd en noviembre y la tercera en enero. En las dos temporadas siguientes el cambio
de fechas favorecié notablemente la adaptacion del cultivo en Cérdoba, se mejord el
desarrollo de las plantas en campo, y en condiciones agrondmicas Optimas para la
planta, se consiguié mejorar la produccion de nabizas y grelos en todas las entradas.

Glucosinolatos

Se determind el contenido en glucosinolatos de todas las muestras recogidas en
Pontevedra, La Palma y en las tres temporadas de cultivo en Cdrdoba. Los resultados de
los analisis de glucosinolatos se encuentran recogidos en Tablas en el ANEXO | (pagina
214):

Glucosinolatos en Pontevedra (control): Temporada 2009/10: nabizas (Tabla I11.1) y
grelos (Tabla 111.2).

Glucosinolatos en La Palma: Temporada 2009/10: nabizas (Tabla 111.3) y grelos (Tabla
111.4).

Glucosinolatos en Coérdoba: Temporada 2009/10: nabizas (Tabla I11.5), Temporada
2010/11: nabizas (Tabla 111.6) y grelos (Tabla 111.7), Temporada 2011/12: nabizas
(Tabla 111.8) y grelos (Tabla 111.9).

En la Figura 2 se muestra un resumen del contenido de glucosinolatos individuales de
las muestras de Pontevedra, La Palma y Cordoba. En cada barra de la grafica se
representa el valor medio de gluconapina (GNA), por ser el glucosinolato mayoritario
en Brassica rapa, el valor medio de progoitrina (PRO), por ser un glucosinolato de
interés por su posible efecto antinutricional y el valor del resto de glucosinolatos

(RESTO) que dan lugar al contenido total de glucosinolatos de la parte comestible.
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Figura 2. Contenido medio de gluconapina (GNA), progoitrina (PRO) y resto de glucosinolatos
(RESTO) de nabizas y grelos de las diferentes siembras (1, 2 y 3 en eje de abscisas) y temporadas en
Cdrdoba, La Palma y Pontevedra. Las barras de error representan la desviacion estandar del total

de glucosinolatos.

En la mencionada Figura 2 se puede observar que el cultivo en Pontevedra comprende
valores de glucosinolatos totales entre 42,89 y 48,87 umoles/g materia seca, siendo
mayor el contenido en nabizas que en grelos. En La Palma el contenido medio de
glucosinolatos en nabizas es menor respecto a los grelos, los cuales presentan valores
incluidos en el intervalo de Pontevedra. En Cordoba, los resultados del contenido de
glucosinolatos en la primera siembra de la primera temporada se diferenciaron
notablemente de los deméas debido al escaso desarrollo de las plantas ya comentado
anteriormente. Hubo un claro aumento del contenido medio de glucosinolatos en las
nabizas en las temporadas siguientes, se alcanzaron valores medios de hasta 45,8
pumoles/g materia seca, siendo las concentraciones de glucosinolatos superiores en
plantas sembradas en la primera siembra (septiembre) respecto a la segunda

(noviembre).
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Tabla 4. Contenido medio de glucosinolatos totales de nabizas y grelos de las 5 entradas sembradas

en Cdrdoba, La Palmay Pontevedra.

BRS0082 BRS0143 BRS0163 BRS0401 BRS0472  Total

Cérdoba (tres temporadas)

Nabizas 28,36*  21,05*  43,80*  33,86* 28,08*  31,03*
Grelos 25,30 20,51 24,96
Coérdoba (3° temporada)

Nabizas 37,06+  30,05*  60,86*  47,73* 37,44*  4263*

Grelos 27,37 27,37*
La Palma

Nabizas 11,63*  13,93*  17,86*  19,17* 13,75* 15,27*

Grelos 23,05* 22,42 44,22 49,37 37,17 35,25*
Pontevedra

Nabizas 34,43*  46,99*  63,71*  56,71* 42 57* 48,88*

Grelos 43,25* 30,31 54,35 46,46 40,12 42,90*

Diferencias significativas entre localidades (p<0,05)

El contenido medio en glucosinolatos por entradas y localidades se presenta en la Tabla
4. En la entrada BRS0082, el contenido medio de glucosinolatos en nabizas de Cordoba
fue de 28,36 pmoles/g materia seca, ligeramente inferior al obtenido en muestras de
Pontevedra (34,43 pmoles/g materia seca) y ambos muy superiores al obtenido en La
Palma (11,63 pmoles/g materia seca). Al igual que en el caso de las nabizas, el
contenido total en glucosinolatos de los grelos cosechados en La Palma fue inferior al

de los grelos cosechados en Pontevedra (23,05 frente a 43,25 pmoles/g materia seca).

De la entrada BRS0143 en Cérdoba se cosecharon grelos con un contenido medio de
25,30 umoles/g materia seca y una cosecha de nabizas con una concentracion menor
que en grelos (21,05 pmoles/g materia seca). En ambas cosechas se obtuvieron
contenidos medios menores que en Pontevedra, que present6 valores de 46,99 y 30,31
pumoles/g materia seca, en nabizas y grelos respectivamente. En La Palma esta entrada
dio lugar a los grelos de méas bajo contenido en glucosinolatos de todas las demas, sin
embargo la media no difiere significativamente de los valores obtenidos en Cordoba y
Pontevedra. El contenido en nabizas fue inferior al contenido obtenido en grelos (13,93

pmoles/g materia seca).

La entrada BRS0163 presento el contenido medio en glucosinolatos mas alto respecto al
resto de entradas estudiadas, los valores en Pontevedra estuvieron comprendidos entre

63,71 y 54,36 umoles/g materia seca en nabizas y grelos respectivamente, y este
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caracter de alta concentracion, se mantuvo en Cordoba. En Cordoba no se consiguio la
produccion de grelos de esta entrada en ninguna temporada, sin embargo se produjo una
buena cosecha nabizas con un contenido de glucosinolatos ligeramente inferior al de las
muestras de Pontevedra (43,80 umoles/g materia seca). Al igual que en casos anteriores,
las muestras de nabizas de La Palma mostraron un contenido en glucosinolatos inferior

al de las muestras de Cérdoba y Pontevedra.

En Cordoba la entrada BRS0401 no llegd producir grelos, el contenido medio en
glucosinolatos de nabizas fue de 33,86 umoles/g materia seca, obteniéndose los valores
mas altos en la temporada 2011/12, como ocurrio en entradas anteriores. En La Palma el
contenido en nabiza fue inferior al de Pontevedra pero el contenido en grelos fue similar

en ambas localidades.

Por ultimo, la entrada BRS0472 en Cordoba formo grelos en la primera siembra de la
segunda temporada, y el wvalor (20,51 pmoles/g materia seca) no difiere
significativamente de los obtenidos en Pontevedra y La Palma. De forma similar a lo
que ocurrid con otras entradas, el contenido de glucosinolatos en nabizas cosechadas en

La Palma fue el més bajo, seguido por las muestras de Cérdoba y las de Pontevedra.

En la Figura 3 se representa el contenido de glucosinolatos de nabizas y grelos de las 5
entradas, cosechadas en Cérdoba en la Gltima temporada del ensayo (2011-12). Destac6
la entrada BRS0143 por su capacidad de formar grelos y la entrada BRS0163 por su alto
contenido en gluconapina y su bajo contenido en progoitrina. Hay que destacar también
que las nabizas y los grelos cosechados en Cdrdoba mantuvieron el mismo perfil de
glucosinolatos individuales y niveles de concentracion semejantes a los de Pontevedra,

donde el consumo de estas verduras es habitual.
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Figura 3. Contenido medio de gluconapina (GNA), progoitrina (PRO) y resto de glucosinolatos
(RESTO) de nabizas y grelos de las 5 entradas sembradas en Cérdoba en la temporada 2011-12.

Las barras de error representan la desviacion estandar del total de glucosinolatos.

Componentes inorganicos

Todos los resultados de los anéalisis de minerales y electrolitos realizados a nabizas y
grelos se encuentran recogidos en Tablas en el ANEXO | (pagina 228):

Componentes inorganicos en Pontevedra (control): Temporada 2009/10: nabizas (Tabla
111.10) y grelos (Tabla I11.11)

Componentes inorganicos en La Palma: Temporada 2009/10: nabizas (Tabla 111.12) y
grelos (Tabla 111.13)

Componentes inorganicos en Coérdoba: Temporada 2009/10: nabizas (Tabla 111.14),
temporada 2010/11: nabizas (Tabla 111.15) y grelos (Tabla 111.16), temporada 2011/12:
nabizas (Tabla 111.17) y grelos (Tabla I11.18)

En la Figura 4 y 5 se resume del contenido medio de componentes inorganicos de
nabizas y grelos sembrados en las tres localidades, en la Figura 4 se encuentran los
minerales y electrolitos (expresados en mg/g materia seca) y en la Figura 5 los
elementos traza (expresados en pg/g de materia seca).
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Concentracion (mg/g)

45

Nabizas Nabizas Grelos Nabizas Grelos Nabizas Grelos

NabizasGrelos

1

2009/10 2010/11 2011/12 2009/10 2009/10

Cérdoba La Palma Pontevedra

® mediaNa | 0,28 | 0,75 (0,63 | 0,39 | 0,33 | 0,29 | 0,47 | 0,19 | 0,46 | 0,26 | 5,97 | 4,08 | 2,30 | 4,28 | 3,36 | 0,63 | 0,66
® media K 21,86(27,97|29,45|22,16|28,21|27,11|25,37|16,82|25,51|17,40|37,67|41,15|40,77|35,91(37,39|33,36 (31,28
mediaMg | 1,46 | 2,13 | 1,34 | 1,28 | 1,20 | 0,94 | 1,87 | 0,95 | 1,25 | 1,00 | 2,83 | 2,50 | 3,54 | 2,49 | 2,28 | 2,01 | 1,78
m media Ca [15,00(17,47| 9,45 |18,50(11,76| 7,93 [13,57| 6,80 |12,74| 7,03 |22,38|21,90|23,60| 8,99 |10,53| 9,86 | 9,31
® media P 3,55 (3,28 | 5,46 | 3,34 (3,77 | 418 | 823 |6,05|5,70 | 482 (2,49 | 2,88 | 2,50 (5,39 | 464 | 847 | 5,88

Figura 4. Contenido medio de minerales y electrolitos (mg/g de materia seca) en nabizas y grelos de

las tres localidades y distintas fechas de siembra (1, 2y 3 en el eje de abscisas).

El perfil mineral y de electrolitos analizado en las muestras de grelos y nabizas
obtenidas en Cérdoba y La Palma es el mismo que se obtiene en las muestras de
Pontevedra (Tablas 4 y 5). Las medias de los valores en cada uno de los minerales y
electrolitos estudiados, en las nabizas y algunos grelos de cada entrada, si varian
significativamentes en funcion de la localidad. El nivel del desarrollo de las plantas
parece que no afectd al contenido inorganico, lo que se comprueba al observar que en
Cordoba no obtuvimos grandes diferencias entre el contenido de componentes
inorganicos de los productos de la primera temporada y de la ultima temporada, donde
si encontramos una clara diferencia en el desarrollo de las plantas. Cabe destacar el
contenido de K, Fe y Ca en muestras de La Palma que fueron las concentraciones mas
altas obtenidas de las tres localidades. En Cordoba la concentracion de componentes
inorganicos fue semejante al contenido medio inorganico de nabizas y grelos de
Pontevedra y se mostré una ligera influencia de las fecha de siembra, las
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concentraciones de componentes inorganicos fueron mayores en la primera siembra

respecto a las demas.
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m media Mn (39,73 47,62 (25,16|30,06|12,31|18,16|41,87(27,48|23,92(18,77|50,08 |54,29|53,93|28,35|40,11|25,59(20,62
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Figura 5. Contenido medio de elementos traza (mg/g de materia seca) en nabizas y grelos de las tres

localidades y distintas fechas de siembra (1, 2y 3 en el eje de abscisas).

El contenido medio de componentes inorganicos en nabizas y grelos en las 5 entradas
por localidades se muestra en las Tablas 5 y 6. En cuanto al Na (Tabla 5), el contenido
medio en La Palma es mayor respecto al resto de localidades y al publicado en la Base
Espafiola de Composicion de Alimentos (1,04 mg/g materia seca). El tipo de suelo
(suelo volcanico) o la concentracion de Na en el agua de riego puede ser un motivo por
el cual estos niveles estuvieron fuera del rango habitual de estas verduras. En el caso de
Cordoba los contenidos de Na presentaron valores dentro del intervalo de los obtenidos
en Pontevedra.

En lo que se refiere al K (Tabla 5), todas las nabizas y grelos cosechados en las tres
localidades contienen elevados niveles respecto los mostrados en la Base Espafiola de
Composicion de Alimentos (11,84 mg/g materia seca). Los contenidos en Pontevedra
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también son muy altos cercanos al contenido de K de otras verduras como las coles

(30,9 mg/g materia seca) o el esparrago (39,05 mg/g materia seca) (BEDCA).

Tabla 5. Contenido medio de minerales y electrolitos en las 5 entradas sembradas en Cérdoba, La
Palma y Pontevedra.
Minerales y electrolitos (mg/g)

Na K Mg Ca P
Grelos Nabizas Grelos Nabizas Grelos Nabizas Grelos Nabizas Grelos Nabizas

Cérdoba
BRS0082 0,41* 23,36* 1,58* 10,23* 5,82*
BRS0143 0,33* 0,63* 22,94* 2558* 1,08* 158* 949 18,13* 4,90* 4,29*
BRS0163 0,46* 22,52* 1,56* 12,94* 5,33*
BRS0401 0,43* 23,18* 1,48* 14,88* 4,45*
BRS0472 0,45* 0,43* 27,34* 25,06* 150* 1,34* 14,93* 11,14* 3,49* 5,04*
La Palma

BRS0082 3,35 3,88* 37,32 3859* 231 294 776 20,15* 517 @ 2,66*
BRS0143 4,65* 4,03* 39,09 41,55* 234* 3,20 13,10 24,95 3,90* 2,60*
BRS0163 4,68 457 37,06 40,64* 256* 268 942 21,85* 579 @ 2,96*
BRS0401 4,03 3,67 3354 38,64* 225* 3,07 10,23 23,65* 486 2,11*
BRS0472  2,39*  4,44* 36,25 39,90* 246* 290* 8,30* 2252* 537* 2,80*

Pontevedra
BRS0082 0,60 0,60 32,76 3539* 201 224 918 898* 6,19  945*
BRS0143 0,42* 0,61* 28,62* 31,06* 1,82* 192 934 9.80* 586* 8,63*
BRS0163 0,75* 0,70 2951 3338* 166* 203 790 836* 639 8,63
BRS0401 0,89 0,53* 30,93 31,96* 1,70 1,79 1120 12,76* 4,77 7,12*
BRS0472 0,65* 0,74* 34,59* 3503* 1,74* 2,06* 892* 941* 6,17* 8,52*

* Diferencias significativas entre localidades (p<0,05)

Las concentraciones en La Palma son las més altas de las tres localidades con niveles
mayores de 33,54 mg/g materia seca, estos niveles son semejantes al contenido de K en
espinacas (40,67 mg/g materia seca) (BEDCA). Los contenidos en Cordoba son un poco
mas bajos, su intervalo va de 22,52 a 27,34 mg/g materia seca, semejantes por ejemplo a
otras verduras como las judias verdes (26,9 mg/g materia seca) (BEDCA).

En relacion con Mg (Tabla 5), las concentraciones en Pontevedra y La Palma fueron
algo superiores a las publicadas en BEDCA (1,5 mg/g materia seca) y semejantes a las
concentraciones de Mg en el esparrago (2,5 mg/g materia seca)(BEDCA).

Respecto al Ca, obtuvimos mucha variabilidad en los analisis de nabizas y grelos de
Cordoba, como se observa en la Tabla 5. Las concentraciones estan en consonancia con
las aportadas por BEDCA (14,63 mg/g materia seca en grelos) y son similares al

contenido en el cardo (18,69 mg/g materia seca). Los contenidos en La Palma volvieron
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a ser muy superiores a las otras dos localidades, principalmente en nabizas, con valores
superiores incluso a los del cardo.

En el caso del P (Tabla 5), en Pontevedra las concentraciones en las nabizas fueron
superiores las obtenidas en Cordoba y La Palma, con valores maximos de 9,45 mg/g
materia seca; en Cordoba los valores fueron algo méas bajos que en Pontevedra, siendo
las plantas de la tercera temporada las de més altas concentraciones. En La Palma las
mayores concentraciones en glucosinolatos se encontraron en los grelos. En general los
valores estan en concordancia con los datos de la Base Espafiola de Composién de

Alimentos (5,22 mg/g materia seca).

Tabla 6. Contenido medio de elementos traza en nabizas y grelos de las 5 entradas sembradas en
Cérdoba, La Palma y Pontevedra.
Elementos traza (ug/g)

Fe Mn Cu Zn
Grelos Nabizas Grelos Nabizas Grelos Nabizas Grelos Nabizas

Cordoba

BRS0082 185,78* 28,80* 8,00* 40,78*
BRS0143 88,27* 145,78* 19,00 46,13* 4,65* 6,48* 22,71* 29,89*
BRS0163 193,74* 36,15 7,57* 35,94*
BRS0401 197,15* 35,22* 6,87* 32,57
BRS0472 108,99* 135,31* 16,99* 30,29* 6,66 6,97 26,40* 34,10*
La Palma

BRS0082 256,55* 930,23* 2521 54,30* 7,29  9,79* 57,53 44,13*
BRS0143 1005,10* 940,18* 47,91* 60,34* 6,00 9,65* 39,98* 42,71*
BRS0163 632,41 714,20 37,49 50,94* 581 9,87 5361 44,17*
BRS0401 356,11* 640,39* 28,88 4537* 575 8,95 51,72 43,87*
BRS0472 332,26* 761,56* 31,68* 52,86* 7,66 912* 61,86* 45,09*

Pontevedra

BRS0082 162,86* 251,80* 20,32 25,79* 833 9,07 66,36 69,79*

BRS0143 200,72* 224,79* 21,12* 24,17* 5,11* 8,06* 58,41* 76,94*

BRS0163 186,63 250,66* 19,92 28,02* 4,00 8,09* 5186 72,97*

BRS0401 153,78* 262,97* 19,07 24,24* 578  6,81* 46,67 68,63*

BRS0472 296,14* 272,17* 22,69* 25,71* 529 8,78 6520* 68,42*
* Diferencias significativas entre localidades (p<0,05)

En Tabla 6 se muestran los datos del contenido medio de Fe, destacaron las altas
concentraciones en muestras de La Palma, muy superiores a los niveles que mostraron
las nabizas y grelos de las otras dos localidades, incluso superiores a los datos de la

Base Espafiola de Composicion de Alimentos (460 pg/g ms) (BEDCA). Las nabizas y
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grelos de La Palma se podrian considerar como una excelente fuente vegetal de hierro,
aungue seria necesario comprobar el grado de biodisponibilidad de las mismas.

En relacion a los minerales Mn y Cu (Tabla 6), no tenemos valores de referencia en la
Base Espafiola de Ccomposicion de Alimentos; Son minerales que se encuentran en
muy baja concentracion en las nabizas y grelos, sin embargo los contenidos de Cu
obtenidos en los analisis de las tres localidades estuvieron en torno a los publicados por
otros autores, que muestran valores de 5 pg/g en Cu (Francisco et al., 2009). En cuanto
al contenido en Mn, en todas las localidades la concentracion en estas verduras fue
inferior al aportado por estos autores, 91 pg/g (Francisco et al., 2009).

Por ultimo, los niveles de Zn (Tabla 6) en La Palma y en Cérdoba fueron méas bajos que
los valores indicados en la Base Espafiola de Composicion de Alimentos (60 pg/g), sin
embargo estos niveles de concentracion fueron semejantes a las nabizas y grelos de

Pontevedra.

Conclusiones
La Palma

e Las plantas de Brassica rapa dieron cosechas de nabizas y grelos en la primera y
en la segunda siembra. La tercera siembra debido a la entrada de la primavera,
las plantas subieron a flor rapidamente sin formar grelos. En todas las entradas
estudiadas se obtuvo cosecha de nabizas en las tres fechas de siembra, sin
embargo sélo se obtuvo cosecha de grelos en las dos primeras siembras.
Considerando estos datos, la fecha 6ptima de siembra en La Palma estaria en
torno a diciembre, sin embargo seria necesario completar el estudio aumentando
los afios de ensayo para ajustar la fecha méas propicia para obtener cosechas de
gran produccion y calidad.

e En cuanto al contenido en glucosinolatos, en las nabizas el contenido medio
(15,27 pmoles/g materia seca) no llegd a alcanzar ni el 50% del contenido medio
en Pontevedra (48,88 pumoles/g materia seca), sin embargo la concentracién de
glucosinolatos en grelos (35,25 pumoles/g materia seca) alcanza valores cercanos
al cultivo sembrado en Pontevedra (42,9 pmoles/g materia seca) (Tabla 4).

e Respecto al contenido de componentes inorganicos, el perfil inorganico obtenido
en La Palma fue igual que el del cultivo sembrado en Pontevedra, fue la

localidad que mayores concentraciones mostro en la mayoria de los minerales y

65



S. Obregon Cano | Capitulo I

electrolitos, y no se encontraron claras diferencias dependiendo de la fecha de

siembra.

Cérdoba

e La primera siembra (septiembre) y segunda siembra (noviembre) fueron las méas
productivas, con formacion de nabizas en todas las entradas y formacion de
grelos solo en algunas entradas (BRS0143 y BRS0472). En la tercera siembra
(enero) no se consiguid un buen desarrollo de las plantas en ninguna de las
temporadas de ensayo, esto fue debido a que en el mes de febrero el desarrollo
de las plantas fue muy lento y el rpido aumento de las temperaturas, por la
llegada de la estacion de primavera, hizo que las plantas (de escaso porte
vegetativo) subieran a flor y no se pudiera cosechar ni nabizas ni grelos.

e Se encontraron diferencias en la concentracion de glucosinolatos en nabizas
respecto a los valores obtenidos en las localidades de La Palma y Pontevedra.
Las concentraciones mas altas de glucosinolatos se obtuvieron en la tercera
temporada de siembra en Cérdoba y la fecha de siembra que presentdé mayores
concentraciones de glucosinolatos fue la realizada en el mes de septiembre.

e El perfil inorganico encontrado en las muestras de Cordoba fue el mismo que el
de las muestras del cultivo sembrado en Pontevedra, sin embargo las
concentraciones en la mayoria de los minerales y electrolitos fueron inferiores a
los obtenidos en La Palma y semejantes a los valores mostrados en el cultivo
sembrado en Pontevedra, exceptuando el Zn y K que fueron méas bajos. Merece
la pena destacar la concentracion obtenida en Ca en nabizas (18,50 mg/g), mayor
a la determinada en nabizas de Pontevedra (9,86 mg/g), ya que esta considerado
un micronutriente esencial que, en el norte de Espafa y Portugal, es aportado a
la dieta, entre otros alimentos, a través del consumo de plantas de Brassica como
las nabizas y los grelos.

Con el cultivo de Brassica rapa durante tres temporadas en Cordoba se optimizo
finalmente la fecha de siembra Optima del cultivo. EI mes de septiembre fue el méas
propicio y adecuado para obtencion de nabizas y grelos de calidad nutritiva equiparable
a cultivos control en Pontevedra. Del cultivo de Brassica rapa en Cordoba se pueden
obtener buenas cosechas de nabizas y es necesario seleccionar las entradas mas
adecuadas para la obtencién de grelos. Las concentraciones de glucosinolatos y

componentes inorganicos en nabizas y grelos estan en su mayoria cercanas a los valores,
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incluso en algunos pardmetros superiores a los datos del cultivo sembrado en
Pontevedra y a los publicados en bibliografia.

Si consideramos el amplio intervalo y la variabilidad encontrada en el conjunto de
muestras analizadas desde el 2009 hasta el 2012 en las tres localidades tanto en
glucosinolatos como en minerales, resulta evidente que dichas muestras constituyen un
material idoneo para el desarrollo de ecuaciones de calibracion mediante técnicas
espectroscopicas en el infrarrojo cercano (NIRS) (Capitulo V y VI), con vistas a su
utilizacion en proyectos futuros relacionados con la mejora de la calidad de este cultivo.
Ademas de demostrar que Brassica rapa en Cordoba se puede cultivar obteniendo una
buena cosecha de nabizas y grelos, se mostré que la calidad nutritiva, respecto al
contenido de glucosinolatos y minerales, fue semejante al cultivo en Pontevedra. Estos
resultados revelaron que las nabizas y grelos puede ser un cultivo prospero en la zona,
que puede proporcionar productos innovadores en el sur de Espafia y con alta

probabilidad de éxito en el mercado hortofruticola de Andalucia.
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Capitulo IV

Cultivo de Brassica rapa en Cordoba para produccion de nabizas y

grelos. Caracterizacion nutricional.
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28, 36080 Pontevedra, Esparia.

Introduccion

Hoy dia debemos responder a los grandes cambios que nuestro sector agricola esta
sufriendo no solo en el &mbito de su rentabilidad, sino también en el de otros caracteres
como los de naturaleza socioldgica y ecolégica (formas de vida, costumbres
alimentarias, politicas agrarias y medioambientales, variables climaticas). Esto conlleva
la busqueda de nuevas herramientas, nuevas férmulas, técnicas e incluso nuevas
culturas agricolas, nuevos cultivos y variedades que se adapten a este rapido proceso de
cambio global en el que estamos inmersos. En este sentido, el cultivo de grelos y
nabizas (Brassica rapa) puede ser un buen candidato para introducir como cultivo
innovador en el sur de Espafia, al tener un gran potencial como verduras de caracter
funcional, ricas en sustancias biologicamente activas y que promueven la salud. Gracias
a la participacion en los proyectos “Calidad y resistencia a estreses bidticos en los
cultivos de Brasicas: Papel de los metabolitos secundarios” (Ref. AGL2009-09922),
y "Genética y mejora de brasicas horticolas: papel de los metabolitos secundarios™
(Ref. AGL2012-35539), en colaboracion con la Mision Bioldgica de Galicia, se evalud
del comportamiento del cultivo de Brassica rapa en Cordoba durante tres temporadas

(Capitulo I111) donde se demostrd que Brassica rapa se puede cultivar en esta zona, y
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sembrando en la fecha de siembra adecuada (septiembre) el desarrollo de las plantas fue
el optimo y se obtuvieron cosechas de nabizas y grelos de calidad equiparable a los
cultivos en Pontevedra.

El objetivo de este trabajo fue profundizar en el estudio de Brassica rapa en Cordoba,
mediante la seleccidn de las entradas mas prometedoras para la obtencion de nabizas y
grelos de calidad. Se caracterizo el cultivo de Brassica rapa de forma agrondémica y
nutricional, en cuanto al contenido en glucosinolatos, minerales y fibra de las cosechas
de nabizas y grelos de las entradas seleccionadas. Finalmente el estudio se complet6 con
una caracterizacion organoléptica del producto obtenido en Cérdoba, realizado por

expertos catadores de grelos en Galicia.

Material y Métodos

Material vegetal y disefio experimental

En la temporada 2013-2014, se realizd una seleccion de 19 entradas de Brassica rapa
subsp. rapa procedentes del Banco de Germoplasma de la Mision Bioldgica de Galicia,
en funcién de las caracteristicas agrondmicas y del contenido en glucosinolatos. La
caracterizacion de esas entradas se llevo a cabo en Pontevedra en los afios 2007-2008
gracias a la participacion en un proyecto de investigacién "Genética y mejora de los
cultivos de brasicas horticolas' (Ref. AGL2012-35539) en colaboracién con la Mision
Biologica de Galicia, donde uno de sus objetivos fue la evaluacion, por su contenido de
glucosinolatos en hojas, de 45 entradas locales de Brassica rapa recolectadas por todo
el Noreste de Espafa (Cartea et al., 2012).

En la Tabla 1 se presenta una relacion del origen de cada entrada utilizada en el estudio.
Cada entrada local se identifica con las siglas BRS y el nimero que le corresponde por

orden de entrada en el banco de germoplasma.

Las semillas se germinaron en placas de petri en laboratorio y se trasplantaron a maceta
a los 3-4 dias. Cuando las plantas alcanzaron unos 10 cm de altura en maceta se
volvieron a trasplantar a campo en el mes de septiembre, que es la fecha mas idonea
para el cultivo de nabizas y grelos en Cordoba segun el estudio desarrollado en el

Capitulo I11.
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Tabla 1. Identificacion y procedencia de entradas de Brassica rapa estudiadas en Cdrdoba,

temporada 2013-2014.

Nombre local Provincia Localidad Identificacion
nabizas para grelos A Corufia Lama, Boqueixon BRS0140
nabizas tempranas A Corufia Lama, Boqueixon BRS0143

grelos A Corufia Iria Flavia, Padron BRS0427

nabos Lugo A Fonsagrada BRS0438

nabo blanco para nabizas A Corufa Lago, Valdovifio BRS0450
nabos del pais Lugo Barreiros, Antas de Ulla BRS0458

Nabos, grelos A Corufa Campos, Melide BRS0463

Nabos, grelos A Corufa Outes, Valadares, Noia BRS0466

nabizas, grelos Lugo As Qiras, Alfoz, Foz BRS0469

nabo de Lugo para grelos Lugo San Julian de Tor, Monforte BRS0470
nabo de Santiago Lugo San Julian de Tor, Monforte BRS0471
nabos A Corufia Iglesario, Luhia, Ortigueira BRS0484
nabos tempranos para grelo A Corufa Fosado, Montao, Ordes BRS0496
nabos tardios para grelo A Corufia Fosado, Montao, Ordes BRS0498
nabo temprano para grelo A Corufa Lubris, Olas, Ordes BRS0499
nabo de grelo temprano A Coruna Mazaricos BRS0504
nabiza de grelo A Coruna Santa Comba BRS0507
nabos A Corufia Arteixo BRS0544

Especie sintética A Coruna - BRSin05-C2

En funcion de su homogeneidad en la produccion de grelos y rendimiento en campo

durante esa temporada, 6 entradas fueron seleccionadas para la siembra en la temporada

siguiente, 2014-2015. En la Tabla 2 se presenta la relacion de las 6 entradas

seleccionadas con su identificacion del banco de germoplasma.

El esquema de cultivo en ambas temporadas fue un disefio de bloques al azar con 3

repeticiones. Las cosechas fueron evaluadas nutricionalmente en cuanto al contenido en

glucosinolatos, minerales vy fibra.
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Tabla 2. Identificacion y procedencia de entradas de Brassica rapa estudiadas en Cdrdoba,
temporada 2014-2015.

Nombre local Provincia Localidad Identificacion
nabizas tempranas A Corufia Lama, Boqueixon BRS0143
grelos A Corufia Iria Flavia, Padrén BRS0427
nabos tempranos paragrelo A Corufia  Fosado, Montao, Ordes BRS0496
nabos tardios para grelo A Corufla  Fosado, Montao, Ordes BRS0498
nabo de grelo temprano A Corufia Mazaricos BRS0504
especie sintética A Corufia - BRSin05-C2

Preparacion de las muestras para analisis de referencia

Durante cada temporada agricola, en el momento 6ptimo para consumo, se tomaron
muestras de nabizas (4 a 5 hojas por planta) y de grelos (3 a 4 tallos florales por planta)
de las plantas seleccionadas para cada una de las entradas estudiadas. Todo el material
vegetal se lavo a fondo con agua del grifo para eliminar la suciedad y el polvo de la
superficie y se finalizd6 con un lavado en agua desionizada. A continuacion se
almacenaron a -80 °C hasta el momento de su liofilizacién, que se realizé en un equipo
Telstar® modelo Cryodos-50 (Telstar, Terrasa, Espafia). Las muestras liofilizadas se
molieron en un molino IKA-Labortechnik® modelo A10, durante 20 segundos y se
almacenaron en desecador hasta el momento de ser analizadas por el método de

referencia.

Andlisis de glucosinolatos

El andlisis de glucosinolatos se realizO como indica la norma europea para
determinacion de los mismos (ISO 9167-1, 1992). La extraccion de glucosinolatos se
realiza en dos fases. En la primera etapa, se pes6 100 mg de material liofilizado y la
extraccion se llevd a cabo en un bafio de agua a 75°C para desactivar la enzima
mirosinasa, la muestra se calent6 durante 15 min en una solucion con 2,5 ml de metanol
acuoso al 70% y con adicion de 100 pl de glucotropaolina a 10 mM como patron
interno. La segunda etapa de extraccion se llevé a cabo después de un proceso de
centrifugacion, mediante una nueva adicion de la solucién de 2,5 ml de metanol acuoso
al 70%. Un mililitro de extracto de glucosinolatos se hizo pasar por una columna de
intercambio i6nico que contiene 1 ml de Sephadex (DEAE-A25, Sigma). La
desulfatacion se llevd a cabo mediante la adicion de 75 ul de solucion de sulfatasa
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purificada (de Helix pomatia, Sigma). Los glucosinolatos desulfatados se eluyeron con
2,5 ml de agua ultrapura y luego se analizaron en un equipo Waters de HPLC modelo
600, provisto de un detector de absorbancia ultravioleta-visible modelo 486 a una
longitud de onda de 229 nm (Waters). La separacion de los glucosinolatos se llevo a
cabo mediante el uso de una columna Lichrospher 100 RP-18 con LiChroCART 125-4
de 5 micras de tamafio de particula (Merck). Los disolventes de HPLC y gradiente se
establecieron de acuerdo con el protocolo ISO (ISO 9167-1, 1992). La cantidad de cada
glucosinolato individual presente en la muestra se calculé por medio del patron interno
y se expresé como micromoles por gramo de materia seca de material. Los resultados de
los datos fueron analizados utilizando el programa informatico de trabajo de Waters
Millenium 32. El cromatograma de HPLC se compard con el perfil de desulfo-
glucosinolatos de materiales de referencia certificada, segun lo recomendado por UE e
ISO (CRMs 366, 190 y 367) (Wathelet et al.,, 1991). El contenido total de
glucosinolatos se calculd6 como la suma de todos los glucosinolatos individuales

presentes en la muestra.

Andlisis de componentes inorganicos

Los componentes inorganicos analizados en las muestras de nabizas y grelos fueron K,
Ca, P, Mg, Na, Fe, Zn, Mn y Cu. La digestion de la muestra se realiz6 por via himeda
con acido nitrico y acido perclorico (Isaac et al., 1990). Los analisis de Ca, Mg, Fe, Mn,
Zny Cu se llevaron a cabo por espectrofotometria de absorcién atomica y los de Nay K
se hicieron por emision atdémica. El equipo utilizado fue un espectrofotometro de
absorcion atémica Varian® modelo SpectrAA-50/55, con llama de aire-acetileno y
lamparas de catodo hueco de un solo elemento y correccién de fondo con lampara de
deuterio para el analisis de Mn. Para la determinacion de Ca y Mg, se afiadio cloruro de
lantano a fin de evitar interferencias anionicas. El analisis de P, como acido molibdo-
vanado-fosforico, se hizo por colorimetria (AOAC, 1991) en un espectrofotometro UV-
visible (Beckman® modelo DU640).

Analisis de fibra

El contenido de fibra neutro detergente y fibra acido detergente se determino de acuerdo
con los procedimientos descritos por Goering y Van Soest (1970) en un aparato Dosi-
Fiber (Selecta®, Espafia).
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Fibra neutro detergente (FND)

Se pesaron 0,5 g de muestra liofilizada y molida en crisoles de vidrio filtrantes
(porosidad 2). Se sometieron a digestion durante 1 hora en 100 ml de solucién neutra
(compuesta por lauril sulfato sodico, 2-etoxietanol, EDTA, tetraborato sodico y fosfato
disddico). Posteriormente, la digestion de la muestra fue filtrada para obtener el residuo
considerado como la fibra neutro detergente de la muestra. A continuacion el residuo
fue lavado con agua caliente y acetona y se secaron en estufa a 110°C durante 1 hora y
media. Tras la estufa, se mantuvieron en desecador durante media hora para atemperar y
evitar la absorcion de humedad y pesar los crisoles con exactitud. Cada digestion de la
muestra se hace por duplicado, el resultado de FND seré el valor medio de ambas
medidas. El contenido en fibra neutro detergente de la muestra se calculd de acuerdo

con la férmula:

P 1

Donde P1 es el peso crisol, P2 es el peso del crisol con la muestra y P3 es el peso del

crisol y la fibra (después de la digestion).

Fibra acido detergente (FAD)

Se pes6 0,5 g de muestra liofilizada y molida en crisoles de vidrio filtrantes (porosidad

2). Se sometieron a digestion durante 1 hora en 100 ml de bromuro de
cetiltrimetilamonio caliente en medio acido (&cido sulfarico), la digestion de la muestra
fue filtrada para obtener el residuo considerado como la fibra &cido detergente de la
muestra. A continuacion el residuo fue lavado con agua caliente y acetona y se secaron
en estufa a 110°C durante 1 hora y media. Tras la estufa, se mantuvieron en desecador
durante media hora para atemperar y evitar la absorcion de humedad y pesar los crisoles
con exactitud. Cada digestion de la muestra se hace por duplicado, el resultado de FAD
sera el valor medio de ambas medidas. El contenido en fibra &cido detergente de la

muestra se calculé de acuerdo con la formula:

P
FAD(%) =

pz—p1 100

Donde P1 es el peso crisol, P2 es el peso del crisol con la muestra y P3 es el peso del

crisol y la fibra (después de la digestion).
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Caracteres agronémicos

Los caracteres agrondmicos descritos en este trabajo se adaptaron a partir de los

descriptores para Brassica y Raphanus del Instituto Internacional de Recursos

Fitogenéticos (IBPGR, 1990) y de la Union Internacional para la Proteccion de las

Obtenciones Vegetales (UPOV, 2001).

Durante el ciclo del cultivo de la temporada 2014/15 se tomaron diversos caracteres

agronémicos que se encuentran detallados a continuacion:

e Materia fresca de nabiza: Peso fresco promedio de una hoja (g) (media de 25 hojas
por parcela)

e Materia fresca de grelo: Peso fresco promedio de un grelo (g) (media de todos los
grelos tomados de 5 plantas por parcela)

e Humedad de nabizas: Porcentaje de peso fresco de una hoja fresca (%)

e Humedad de grelos: Porcentaje de peso fresco de un grelo fresco (%)

e Tallos secundarios: Nimero promedio de tallos secundarios por planta (media de 5
plantas por parcela)

e Produccion fresca de grelos: Materia fresca de grelos por el numero de tallos
secundarios (kg)

e Tiempo para produccion de grelos: Dias desde el trasplante hasta la produccion del

primer grelo.

Caracteres organolépticos. Cata sensorial.

Los grelos recogidos en el momento éptimo de consumo en Cérdoba en la temporada
2014/15, fueron enviados por correo urgente en condiciones de refrigeracion para una
cata sensorial en Pontevedra.

En la cata de Pontevedra, los grelos se cocieron en olla a presion durante dos minutos en
un litro de agua y sal. Entre 8-12 catadores participaron en la cata, evaluandose los

siguientes parametros, todos ellos en funcion de una escala subjetiva de 1 a 5.

e Sabor: en funcion de la apreciacion global se asigno un 1 al peor sabor y 5 al
mejor.

e Fibrosidad: 1 para las hojas menos fibrosas y 5 para las mas fibrosas

e Amargor: 1 menos amargo a 5 mas amargo

e Dureza: 1 para texturas duras y 5 para texturas blandas.
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Como referencia la Denominacion de Origen (D.O.) "Grelos de Galicia", formada en el
2009, define las caracteristicas del producto de la siguiente forma:
"Una vez preparado en condiciones de consumo, presenta las siguientes
caracteristicas organolépticas: verde intenso, mas pronunciado a medida que la
planta se acerca al punto de floracion; sabor ligeramente &cido, combinado con
cierto amargor; textura ligeramente fibrosa, més pronunciado si la variedad es de
hoja estrecha con alto porcentaje de peciolos; y dureza muy baja debido al contenido

bajo de fibra".

Analisis estadistico

Se utilizd el analisis de la varianza (ANOVA) en combinacion con el test de rango
multiple de Duncan, para evaluar estadisticamente las diferencias entre las medias
obtenidas para los diferentes parametros de calidad analizados. El valor de a <0,05 fue
considerado como significativo. Los resultados se expresaron como medias. Se emple6
el coeficiente de correlacion de Pearson para medir la relacion entre dos componentes
de la fibra. Se utiliz6 el software estadistico SPSS version 21.0 (SPSS Inc., Chicago,
IL).

Resultados y Discusion

Glucosinolatos

Todos los resultados de los analisis de glucosinolatos realizados a nabizas y grelos se
encuentran recogidos en Tablas en el ANEXO | (pagina 243): afios 2013/14: nabizas
(Tabla 1V.1) y grelos (Tabla 1V.2), afios 2014/15: nabizas (Tabla 1V.3) y grelos (Tabla
IV.4).

En la Figura 1 se presenta un resumen del contenido medio de glucosinolatos en nabizas
de 17 entradas (no hay datos de nabizas de las entradas BRS0140 y BRS0463). En la
Figura 2 se representa el contenido medio de glucosinolatos de los grelos de las 12
entradas que los formaron.

En la temporada 2013/14 el cultivo de Brassica rapa se desarrollé con normalidad, y la
cosecha de nabizas y grelos fue muy abundante en casi todas las entradas, de las 19
sembradas, 12 entradas formaron grelos. El contenido medio de glucosinolatos en
nabizas fue mayor que el obtenido en grelos, en ambos, el glucosinolato mayoritario fue
la gluconapina, como es habitual en la especie, en nabizas destacé la entrada BRS0438
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con 41,21 pumoles/g materia seca y en grelos la entrada BRS0544 con 41,70 umoles/g
materia seca. En cuanto a la progoitrina se obtuvieron dos entradas BRS0471 y

BRS0438 con unos valores mas altos que el resto (3,07 y 5,70 umoles/g materia seca).

NABIZAS 2013/14
70
60
50
0 4+ — T -
30 - — T —

[ | - .
4

GSL (umoles/g materia seca)

[ ]
- _— — —_—
0 I 58 & B A R R B AN NN NS A N
143 | 427 | 438 | 450 | 458 | 466 | 469 | 470 | 471 | 484 | 496 | 498 | 499 | 504 | 507 | 544

® media GNA |14,47/18,5241,21(37,6223,1720,6821,6229,6218,5038,75(18,01| 9,60 [23,0024,7527,50(36,73(18,05
® media PRO |2,48|1,26/0,00(0,57|0,20|2,15/0,39|0,29|3,07|0,00/1,30(1,47|1,13|2,19|0,26 |0,70|2,14
® media RESTO | 2,96 2,97 |3,71|6,78|3,50 5,36 3,26 | 3,64 |3,96 | 5,26 | 3,07 | 3,45|3,29|4,68 | 3,08 (4,72 | 2,64

Figura 1. Contenido medio de gluconapina (GNA), progoitrina (PRO) y resto de glucosinolatos
(RESTO) en nabizas de 17 entradas de Brassica rapa. Las barras de error representan la desviacion

estandar de los glucosinolatos totales.
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GRELOS 2013/14

70

60

50

— i i .

T T
. ] =

463 470 496 498 504 507 544

GSL (umoles/g materia seca)

N == == . -
140 143 427 458 5'2(;5-
= media GNA | 19,29 | 14,85 | 1536 | 26,33 | 20,78 | 36,32 | 16,62 | 18,58 | 29,76 | 29,99 | 41,70 | 15,90
= media PRO 1,68 | 2,59 1,12 | 0,42 2,90 | 044 | 2,28 | 570 | 2,36 | 042 | 0,74 1,97
= media RESTO| 4,35 | 3,56 | 3,20 | 432 | 462 | 577 | 3,73 | 514 | 471 | 324 | 870 | 3,59
Figura 2. Contenido medio de gluconapina (GNA), progoitrina (PRO) y resto de glucosinolatos
(RESTO) en grelos de 12 entradas de Brassica rapa. Las barras de error representan la desviacion
estandar de los glucosinolatos totales.
De las 12 entradas que formaron grelos en el afio 2013/14, 6 fueron seleccionadas para
la siembra en la temporada siguiente 2014/15. Esta seleccion fue en base al
comportamiento de la entrada en campo y en funcion de la capacidad de formacion de
grelos.
En las Figura 3 y 4 se resume el contenido medio de glucosinolatos en nabizas y grelos
de las 6 entradas seleccionadas durante la temporada 2014/15.
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BRS0143 BRS0427 BRS0496 BRS0498 BRS0504 | Br-Sin05-C2
media GNA 23,21 24,24 19,95 16,05 28,53 27,51
® media PRO 2,30 1,85 2,46 4,28 2,36 2,10
® media RESTO 5,92 4,82 4,84 7,66 6,95 6,43

Figura 3. Contenido medio de GNA, PRO vy resto de glucosinolatos (RESTO) de nabizas de las 6
entradas de Brassica rapa. Las barras de error representan la desviacion estdndar de los

glucosinolatos totales.

Todas las entradas sembradas en la temporada 2014/15 formaron grelos. El contenido
en glucosinolatos totales fue significativamente diferente (p<0,05) entre nabizas y
grelos. El intervalo de valores de glucosinolatos totales en nabizas fue (27,25-37,83
pumoles/g materia seca) mas alto que el obtenido en grelos (14,49-29,95 pmoles/g
materia seca).

Los contenidos medios en glucosinolatos totales entre las entradas no fueron
significativamente diferentes ni en nabizas ni en grelos. Sin embargo, podemos sefialar
que en las nabizas la entrada BRS0498 presento el contenido més bajo de glucosinolatos
(27,25 pmoles/g materia seca) y la entrada BRS0504 el contenido mas alto (37,98

pumoles/g materia seca), y esta tendencia se mantuvo también en los grelos.
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BRS0143 BRS0427 BRS0496 BRS0498 BRS0504 | Br-Sin05-C2
media GNA 22,52 17,83 19,57 9,76 21,64 21,51
® media PRO 0,50 1,38 1,66 2,14 4,05 1,50
® media RESTO 3,44 2,00 3,62 2,59 4,26 3,82

Figura 4. Contenido medio de GNA, PRO y resto de glucosinolatos (RESTO) de grelos de las 6
entradas de Brassica rapa. Las barras de error representan la desviacion estandar de los

glucosinolatos totales.
Las entradas BRS0143, BRS0504 y BRSin05-C2 presentaron altos contenidos en

gluconapina, tanto en nabizas como en grelos. Existen numerosos trabajos que sefialan
que es un glucosinolato beneficioso para la salud por el poder quimiopreventivo de su
producto de degradacion (3-butenil-isotiocianato), el cual, es capaz de producir la
muerte celular inducida principalmente a través de la necrosis de células tumorales
(Kadir, 2015; Yamada, 2012; Mithen, 2001). Ademas, en esta tesis se ha estudiado la
toxicidad celular de las nabizas, del glucosinolato mayoritario intacto (GNA) y de sus
productos de hidrdlisis, y hemos demostrado que B. rapa posee propiedades
antiproliferativas en cultivos de células tumorales y podemos resaltar los beneficios del
uso de entradas con alta concentracién en GNA en la quimioprevencién del cancer
(Capitulo VII1).

En cuanto a la progoitrina, es considerada como uno de los glucosinolatos
antinutricionales, ya que el isotiocianato 5-vinyloxazolidina-2-tiona (derivado de la
progoitrina), interfiere en la absorcion del yodo en animales monogastricos, provocando
la hipertrofia del tiroides (Rosa, 1999). Cabe destacar que la progoitrina estuvo presente
en todas las entradas de la coleccion, sin embargo, su nivel de concentracion fue bajo en
las entradas analizadas (de 0,5 a 4,05 pmoles/g materia seca). La entrada BRS0504 fue

la que presentd el mayor contenido en progoitrina respecto a todas las demas.
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Teniendo en cuenta los resultados de glucosinolatos obtenidos, estas entradas tienen
gran potencial para desarrollar genotipos con altos niveles de glucosinolatos (entre ellos
los més beneficiosos para la salud, como por ejemplo gluconapina) y niveles bajos en
otros (los mas perjudiciales para la salud, como por ejemplo progoitrina) en la localidad
de Cordoba.

Componentes inorganicos

Todos los resultados de los analisis de los componentes inorganicos realizados a nabizas
y grelos se encuentran recogidos en Tablas en el ANEXO | (pagina 249): Temporada
2013/14: nabizas (Tabla IV.5) y grelos (Tabla 1V.6) y temporada 2014/15: nabizas
(Tabla IV.7) y grelos (Tabla 1V.8).

De las 19 entradas de la temporada 2013/14, so6lo se analizaron 7 con el fin de tener una
aproximacion del contenido inorganico de las nabizas y grelos en esta temporada en
Cordoba. En la Figura 5 y 6 se muestran los resultados obtenidos de componentes

inorganicos en Brassica rapa, respectivamente.

2013/14

25

N
o
|

[ERN
(2]
|

[EnY
o
|

Concentracién (mg/g)

Nabizas | Grelos |Nabizas | Grelos [Nabizas | Grelos |Nabizas | Grelos
BRS0143 BRS0427 BRS0458 BRS0470 BRS0496 BRS0504 Br-Sin05-C2

mmediaNa | 1,47 | 1,28 | 168 | 1,34 | 133 | 1,78 | 1,27 | 1,49 | 1,38 | 1,31 | 095 | 1,25 | 1,39 | 1,51
H media K 21,10 | 8,93 | 10,06 | 13,14 | 10,88 | 9,46 9,71 | 10,06 | 9,93 | 12,03 | 8,11 8,18 | 10,19 | 8,75
= mediaMg | 1,79 1,66 2,12 1,65 1,96 1,65 1,62 1,44 1,91 1,54 1,99 1,71 1,84 1,74
mmediaCa | 15,53 | 21,52 | 21,48 | 17,91 | 16,99 | 19,23 | 15,31 | 9,71 | 17,13 | 11,61 | 14,27 | 17,08 | 16,37 | 23,72

u media P 4,66 6,61 5,31 5,04 5,50 6,69 4,32 6,68 5,00 8,18 6,60 7,62 5,59 5,99

Nabizas | Grelos |Nabizas | Grelos [Nabizas | Grelos

Figura 5. Contenido medio de minerales y eelctrolitos (mg/g de materia seca) en nabizas y grelos de
7 entradas de Cordoba en la temporada 2013-14.
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De los electrolitos y minerales analizados destaco el intervalo del Ca que presentd
valores entre 9,71 a 23,72 mg/g con un valor medio de 16,99 mg/g, mayor al publicado
en BEDCA y al obtenido en Pontevedra en el 2009/10 (Capitulo I11). En cuanto a los
niveles de K también se observé una gran variabilidad respecto a este electrolito (8,11 a
21,10 mg/g). Del resto de minerales y electrolitos se observd que las concentraciones
que presentan las nabizas y grelos de Cérdoba estan contenidas en intervalos habituales
en estas verduras segun la Base Espafiola de Composicion de Alimentos consultada
(BEDCA).
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Nabizas | Grelos |Nabizas | Grelos |Nabizas | Grelos |Nabizas | Grelos |[Nabizas | Grelos |Nabizas | Grelos |Nabizas | Grelos
BRS0143 BRS0427 BRS0458 BRS0470 BRS0496 BRS0504 Br-Sin05-C2
m media Fe | 140,57 | 78,34 | 269,68 | 74,95 | 334,08 | 115,87 | 200,25 | 81,69 | 126,02 | 56,46 |297,40 | 75,10 | 228,73 | 58,81
mmediaMn | 26,74 | 10,28 | 24,26 | 24,52 | 27,00 | 17,23 | 31,03 | 17,71 | 26,01 | 15,85 | 27,46 9,56 29,66 | 11,44
media Cu 2,66 5,36 7,08 3,84 3,97 4,27 5,83 4,12 5,38 4,21 3,94 5,45 2,45 3,69
® media Zn 31,65 | 30,81 | 28,56 | 30,56 | 29,02 | 23,06 | 34,10 | 27,66 | 30,06 | 37,98 | 39,08 | 31,19 | 29,24 | 21,82

Figura 6. Contenido medio de elementos traza en nabizas y grelos de 7 entradas de Brassica rapa en
la temporada 2013-14.

En cuanto a los elementos traza analizados (Figura 6), destac6 la variabilidad
encontrada en Fe entre las entradas principalmente en las nabizas, con valores
comprendidos entre 58,81 a 334,08 ug/g, siendo la entrada BRS0458 la que presento el
contenido mas alto. El resto de minerales Zn, Cu 'y Mn tienen baja variabilidad entre las
entradas.

En la temporada 2014/15 (Figura 7 y 8), los intervalos de valores en el contenido de la
mayoria de los componentes inorganicos en las 6 entradas se mantienen respecto a la

temporada 2013/14, a excepcion del K que aumentdé considerablemente su
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concentracion (de 20,31 a 31,67 mg/g), esto hizo que el contenido total de los minerales

y electrolitos fuese superior en el afio 2014/15 que en el afio anterior.

2014/15

Concentracién (mg/g)

Nabizas

Grelos

BRS0143

Nabizas

Grelos

BRS0427

Nabizas

Grelos

BRS0496

Nabizas

Grelos

BRS0498

Nabizas

Grelos

BRS0504

Nabizas

Br-Sin05-C2

Grelos

®m media Na

1,65

1,38

1,53

1,28

0,96

1,00

0,98

1,63

1,00

1,22

0,89

1,13

m media K

30,01

20,52

31,67

23,82

26,87

19,98

27,67

26,38

30,16

29,96

29,23

22,33

= media Mg

1,36

1,52

1,22

1,25

1,22

1,36

1,40

1,91

1,36

1,65

1,38

1,15

® media Ca

10,14

18,97

10,41

14,30

14,67

17,58

14,80

20,21

21,70

17,16

22,44

12,58

m media P

5,27

3,64

4,42

3,91

4,60

3,87

5,63

4,57

5,86

4,67

4,71

4,14

Mineral (mg/g)

BRS0143

BRS0427

BRS0496

BRS0498

BRS0504

BRSin05-C2

Mg

Grelos

1,52

1,25 %

1,36 %

1,914

1,65

1,152

Nabizas

Ca

Grelos

10,142
18,97 ™

10,412
14,30 %®

14,672
17,58 ¢

14,80°
20,21 °¢

21,70°
17,16 ¢

22,44°
12,58

* Los valores de cada fila seguidos por distintas letras presentan diferencias estadisticamente

significativas obtenidas por test de rango multiple de Duncan (p<0,05).

Figura 7. Contenido medio de minerales y electrolitos en nabizas y grelos de 6 entradas de

Cérdoba.

Se demuestra que tanto para nabizas como para grelos el contenido de Ca difiere

significativamente segun las entradas, en la Figura 7 se muestran las diferencias

significativas segun el test de rango multiple de Duncan y separa en entradas altas,

medias y bajas en Ca. Teniendo en cuenta datos bibliograficos de composicién de

minerales en verduras, llegamos a comprobar que nabizas y grelos son una de las

verduras que mayor concentracion de Ca poseen, junto con el cardo. EI Mg también fue

significativamente diferente en las distintas entradas de grelos.
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Nabizas | Grelos |Nabizas | Grelos [Nabizas | Grelos |Nabizas | Grelos |Nabizas | Grelos |Nabizas | Grelos
BRS0143 BRS0427 BRS0496 BRS0498 BRS0504 Br-Sin05-C2
® media Fe 101,57 | 116,38 | 84,79 | 114,51 | 84,94 | 142,20 | 105,34 | 102,30 | 121,60 | 123,08 | 95,71 | 142,71
® media Mn | 22,75 24,96 | 23,61 | 28,83 17,76 | 32,98 18,72 | 34,13 15,88 | 34,12 16,04 | 33,87
= media Cu 4,88 3,26 4,85 6,54 4,25 4,44 6,14 5,84 5,26 9,91 4,16 5,86
H media Zn 26,46 | 16,82 | 25,19 | 19,52 | 26,22 | 18,27 | 33,38 | 22,63 | 33,50 | 24,41 | 24,32 | 24,14
Mineral (ug/g) BRS0143 BRS0427 BRS0496 BRS0498 BRS0504 Br-Sin05-C2
Cu Nabizas 4,88 ab* 4,85 ab 4,25a 6,14 c 526b 4,16 a
Zn Nabizas 26,46 a 25,19a 26,22 a 33,38b 33,50b 24,32 a

* Los valores de cada fila seguidos por distintas letras presentan diferencias estadisticamente

significativas obtenidas por test de rango multiple de Duncan (p<0,05).

Figura 8. Contenido medio de elementos traza en nabizas y grelos de 6 entradas de Cdrdoba.

En cuanto a los elementos traza, solo en las nabizas se encuentran diferencias

significativas en el contenido mineral de Zn y Cu (Figura 8). El contenido de Fe fue el

gue mayor concentracion presentd, con un intervalo de 84,79 a 142,7 pug/g materia seca.

En cuanto a la relacion (Ca/P), las nabizas y grelos contienen una adecuada relacion de

ambos minerales, mayor proporcién de Ca que de P. Una relacién inversa podria tener

repercusiones directas sobre la osteoporosis, favoreciendo la desmineralizacion ésea y
movilizando el Ca éseo (NRC, 1989).

Fibra

El contenido de fibra en los vegetales es esencial para la digestibilidad del alimento; es

reconocido que la ingesta de fibra proporciona muchos beneficios a la salud humana,

86



S. Obregon Cano | Capitulo IV

contribuyendo a la prevencion de cancer de colon y a reducir el riesgo de desarrollar
enfermedades cardiovasculares, infarto cerebral, hipertension, diabetes, obesidad y
ciertos desordenes gastrointestinales (Anderson et al. 2009). Es un factor importante,
por tanto, a tener en cuenta en la composicion nutricional de las nabizas y grelos. Los
métodos de analisis del contenido en fibra y sus componentes son caros, lentos,
agresivos con el medio ambiente y necesitan mano de obra especializada para su
aplicacion. En nabizas y grelos en la temporada 2013/14 sélo se determing la fibra &cido
detergente de las muestras para tener una estimacion aproximada del contenido de fibra.
Todos los resultados de los analisis de fibra neutro detergente (FND) y &cido detergente
(FAD) realizados a nabizas y grelos se encuentran recogidos en Tablas en el ANEXO |
(pagina 255): Temporada 2013/14: nabizas y grelos (Tabla 1V.9), temporada 2014/15:
nabizas y grelos (Tabla 1V.10).

En la Figura 9 se representa el contenido medio de FAD en nabizas y grelos de las 19
entradas sembradas en Cérdoba. El intervalo de FAD en nabizas comprende valores de
10,84 a 13,52 % vy el intervalo de valores en grelos es de 13,75 a 18,46% sobre masa
seca, estadisticamente es clara la diferencia significativa obtenida en el contenido de
fibra en ambas partes de la planta siendo mayor en los grelos. Esto es debido a que parte
del grelo lo forman los tallos, una de las partes mas fibrosas de la planta. EI crecimiento
de las plantas, aumenta la proteccion y firmeza de los tejidos, que en su mayoria
consisten en lignina e hidratos de carbono estructurales, tales como celulosa y
hemicelulosas. Por lo tanto, en la madurez de las plantas hay un aumento de los
componentes estructurales que incrementan las cantidades de fibra (Arzani et al., 2004).
En los grelos, la entrada con mayor contenido en FAD es la BRS507 con un contenido

de 18,4% y el menor valor lo encontramos en la entrada BRS0496 (13,7%).
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Figura 9. Contenido medio de fibra 4cido detergente (FAD) en nabizas y grelos en Cérdoba. Las
barras de error representan la desviacién estandar de los datos.

En la temporada 2014/15, se determind la FND para la mejor caracterizacion de los
componentes de la fibra en las nabizas y grelos de las entradas seleccionadas. Los
resultados evidenciaron que el analisis de FAD es un buen estimador del contenido en
fibra ya que se correlacionan positivamente, a valores altos en FAD le corresponden
valores altos en FND, (coeficiente de correlaciéon de Pearson de 0,861; la correlacion es
significativa al nivel 0,01) (Figura 10). En las nabizas el intervalo de valores para FND
fue de 11,78 a 13,26% y en FAD entre 9,68 y 10,86%. El contenido de fibra en los
grelos fue menor que en la temporada anterior, el intervalo de FND comprendi6 valores
de 12,48 a 20,77% vy el intervalo de FAD de 11,48 a 16,79 %, la entrada BRS0496
mantuvo el mas bajo contenido de fibra (11,48%).

Los resultados obtenidos mostraron que los componentes FND y FAD tienen
diferencias significativas (p<0,05) entre las entradas en los grelos pero no en nabizas,
segun el test de Duncan se diferencian significativamente entradas con bajo contenido
(BRS0427), con valor medio (BRS0498) y con alto contenido en fibra (BRS0143), sin
embargo la variabilidad en estas entradas es inferior a la publicada en otros trabajos,
donde se presentaron valores de FAD en hojas de Brassica rapa de 23,50% (Tiirk et al.
2009); en fibra cruda de 12,9 % y en FAD de 23,5 % (Francisco et al. 2011).
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Nabizas | Grelos | Nabizas| Grelos | Nabizas | Grelos | Nabizas| Grelos | Nabizas| Grelos | Nabizas| Grelos
BRS0143 BRS0427 BRS0496 BRS0498 BRS0504 Br-Sin05-C2
m Media FND | 13,26 | 20,77 12,03 12,48 11,78 13,75 12,04 16,79 12,17 17,04 11,78 14,98
m MediaFAD| 9,68 | 16,79 | 10,86 | 12,11 | 10,60 | 11,48 | 10,18 | 16,03 | 10,46 | 16,33 | 10,12 | 12,74
Fibra BRS0143 BRS0427 BRS0496 BRS0498 BRS0504  BRSin05-C2
FND (%) Grelos 20,77 12,48° 13,75 16,79° 17,04 ™ 14,98 ®
FAD (%) Grelos 16,79 " 12,11° 11,48° 16,03° 16,33 " 12,74°

* Los valores de cada fila seguidos por distintas letras presentan diferencias estadisticamente
significativas obtenidas por test de rango multiple de Duncan (p<0,05).

Figura 10. Contenido medio de fibra acido detergente (FAD) y fibra neutro detergente (FND) en
nabizas y grelos de 6 entradas en Cérdoba.

Caracteres agronémicos

A lo largo del ciclo de cultivo de las 6 entradas de Brassica rapa sembradas en 2014/15
se evaluaron diversos caracteres agronomicos. En la Tabla 3 se incluyen ademas los
datos de los caracteres agronémicos medidos en nabizas y grelos de cultivos en
Pontevedra, estos datos sirvieron de referencia para evaluar el cultivo y el desarrollo de
la planta en Cérdoba.

Es notable la diferencia de la materia fresca por nabiza en ambas localidades, el peso
fresco por hoja en Cordoba es menor que en Pontevedra, esto puede ser debido a las
diferencias en condiciones ambientales de ambas localidades que determinan el nivel de
desarrollo de la planta. En cambio en Coérdoba se observé mayor nimero de grelos por
planta y su produccion media es un mes y medio mas temprana respecto a Pontevedra.

No obstante y de forma general, los resultados demuestran que la produccién y
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rendimiento del cultivo de nabizas y grelos es muy semejante a la de Pontevedra incluso
pueden, en funcién de las condiciones ambientales, llegar a dar mejor produccion en

fresco que en determinados lugares de origen del cultivo.

Tabla 3. Caracteres agronémicos de la cosecha de nabizas y grelos 2014/15.

Nabizas Grelos
. b Tallos c
"ar o "o e ey o v

BRO143 6,04 80,94 4946 90,85 20,58 0,96 120
BRO427 5,37 80,04 4714 90,27 17,80 0,94 98
BRO496 5,85 80,69 3344 90,33 12,14 0,55 98
BRO498 7,33 79,09 11387 92,88 19,94 2,39 134
BRO504 7,55 81,80 107,11 93,00 19,39 222 134
255"‘05' 573 79,70 4536 8558 21,84 1,05 106
Promedio 6,43 80,38 6606 9050 18,62 135 115
poromecio 2212 90 63,02 01 12,13 0,97 1623

*Fuente: Francisco, M. (2011)
@ Materia fresca. ® Humedad. © Produccién fresca. ¢ Tiempo para produccién de grelos (dias desde

trasplante a grelos)

Caracteristicas organolépticas de nabizas y grelos.

El anélisis sensorial de los grelos producidos en Coérdoba se llevo a cabo en Pontevedra
en un panel de cata con expertos. Se tomaron cuatro entradas comerciales de Galicia
como muestras control (Control 1, 2, 3 y 4) y se compararon con 6 entradas sembradas
en Cordoba y enviadas a Pontevedra para su evaluacion.

Los resultados obtenidos en el panel de cata se resumen en la Tabla 4.
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Tabla 4. Medias y error estdndar del analisis sensorial de 4 entradas comerciales de grelos

(controles), 6 entradas locales sembradas en Cérdoba.

ENTRADA SABOR AMARGOR DUREZA FIBROSIDAD
Control 1 242+0.29 425+0.22 3.08+0.29 3.50+£0.25
Control 2 3.75+£025 250+023 283x0.21 3.08 £0.23
Control 3 3.17+£039 3.75+0.33 1.92+0.23 1.92+0.31
Control 4 344+0.18 289+0.26 3.22+0.15 3.00+£0.24
BRS0143 358+0.19 242+0.29 3.08+0.23 3.25+0.18
BRS0427 3.33x026 3.08+0.19 3.17+0.32 3.83£0.24
BRS0496 400+£0.17 225+0.18 258+0.23 2.00+ 0.25
BRS0498 322+0.25 133+x0.15 244+0.16 2.22+0.25
BRS0504 267+0.26 256+037 222+0.31 2.33£0.18

BRSin05-C2 342+026 333+x022 283x0.21 2.75+0.22

Si comparamos entre las entradas locales y comerciales se encontraron diferencias en
cuanto a los 4 caracteres organolépticos evaluados (sabor, amargor, dureza y
fibrosidad):

Sabor: el rango obtenido va de 2,42 a 4, siendo las entradas de mejor sabor las de escala
mayor, en este caso y en orden decreciente son: BRS0496, C2, BRS0143, C4, BRSin05-
C2, BRS0427.

Las entradas de peor sabor, con valores bajos en la escala fueron: C1, BRS0504.

Ninguna entrada obtuvo valores por debajo de 2,42 en el sabor, y los valores obtenidos
en general estaban muy cercanos a los controles e incluso fueron superados por algunas

entradas locales. De todas las entradas destacamos la BRS0496 por su sabor.

Amargor: el rango obtenido es de 1,33 a 4,25, es un rango muy amplio lo cual sefiala la
gran diversidad que se da en todas las entradas en cuanto a este parametro. Las entradas
con mayor amargor (las méas cercanas a 5 en la escala) fueron: C1 (4,3) y C3 (3,8). La
entrada con menor amargor fue BRS0498 (1,7). Las entradas con niveles medios de
amargor fueron: BRSin05-C2, BRS0427, C4, BRS0504.

Observando los datos obtenidos en los controles, el amargor es un parametro

caracteristico en estas verduras y el consumidor lo acepta y lo espera al consumirlo.
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Este parametro puede estar relacionado directamente con el contenido en glucosinolatos
y no necesariamente con la entrada que mayor concentracion total de glucosinolatos
tenga, ya que los productos de degradacién son muy diversos y dependen directamente
del glucosinolato en cuestion y la presencia de mirosinasa. Como ya hemos indicado la
variabilidad en cuanto a la concentracion de los diversos glucosinolatos en las entradas

de Brassica rapa es muy grande y su nivel de degradacion depende de muchos factores.

Textura: es la propiedad sensorial de los alimentos que es detectada por el tacto, la
vista y el oido y que se manifiesta cuando el alimento sufre una deformacion. El término
“textura” reune numerosos parametros denominados ‘“atributos de textura”. El analisis

que se realizé en la cata implicé la evaluacion de la dureza y fibrosidad.

Dureza: con este parametro se determiné el grado de dureza de la verdura tras la
coccidn, el valor 6ptimo en la escala es de 3 (1 es una textura muy blanda y en el
5 una textura muy dura). Las entradas con mejor textura (valores de escala
proximos a 3) fueron: C4, BRS0427, BRS0143, C1, C2, BRSIin05-C2,
BRS0496. Las entradas con peor textura (valores de escala proximos a 1y a 5)
fueron: C3, BRS0504 y BRS0498.

La sensacion de dureza, depende, en gran medida, de la disposicion de las
células, de la adherencia entre ellas y de su turgencia. Cuando la adherencia
entre las células es débil o se pierde, hay més células que se deslizan entre si que
células rotas, desaparece la firmeza, se dice que tienen menos textura (Vicent,
2003).

Fibrosidad: es una medida de textura que pretende determinar la mayor o menor
sensacion de fibras en la masticacion y la resistencia de estas a perder su
estructura. El rango estuvo comprendido entre valores de 1,9 - 3,8. Las entradas
mejores en fibrosidad (valores méas bajos) fueron: C3, BRS0496, BRS0498,
BRS0504 y las entradas peores en fibrosidad (valores mas altos) fueron:
BRS0427, C1, BRS0143.

Los datos de cata fueron relacionados con los datos composicionales y destacaron tres

entradas por sus caracteristicas:

Los grelos de la entrada BRS0143 destacaron por su alto contenido en GNA y

glucosinolatos totales y alto porcentaje en fibra. En cuanto al contenido mineral destaca
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por su alto contenido en Ca. La valoracion por el panel de cata es de mejor textura,

sabor y valor medio de amargor.

Los grelos de la entrada BRS0496 destacaron por su alto contenido en Fe y en Ca y la
valoracion por el panel de cata es de mejor textura, sabor y valor medio de amargor. En
este caso no destacaron por sus contenidos en glucosinolatos ni fibra, su contenido en

GNA es medio dentro del rango obtenido al igual que su contenido en fibra.

Los grelos de la entrada BRS0498 destacaron por su sabor y textura con un amargor
bajo, y a nivel composicional por su alto contenido en GNA, Fe, Ca, Mg, Cuy Zn y esta

clasificada por contenido medio en fibra.

Los grelos de las entradas BRS0498 y BRS0496 se caracterizaron por tener un
contenido medio en fibra, recordemos que en la Denominacion de Origen de "Grelos de
Galicia" describen que el grelo es de dureza muy baja debido principalmente al bajo
contenido en fibra (DOUE, 2009).

Conclusiones

El contenido en glucosinolatos totales fue significativamente diferente (p<0,05) entre
nabizas y grelos. El contenido medio de glucosinolatos totales, en nabizas (31,97
umoles/g materia seca) fue mayor que la concentracion media en grelos (23,97
pmoles/g materia seca). Todas mantuvieron el perfil de glucosinolatos respecto al
cultivo control de Pontevedra, sin embargo, la concentracion total e individual de
glucosinolatos fue mayor que la obtenida en el control. Las entradas BRS0143,
BRS0504 y BRSin05-C2 presentaron altos contenidos en gluconapina, tanto en nabizas
como en grelos, por tanto, tienen gran potencial para desarrollar genotipos con altos
niveles de glucosinolatos, entre ellos uno de los mas beneficiosos para la salud.
Respecto al contenido en componentes inorganicos los valores obtenidos en Cordoba
estuvieron en consonancia con los datos publicados en la Base Espafiola de
Composicion de Alimentos. De los minerales y electrolitos destacaron el alto contenido
en Cay K, con valores medios de 16,38 y 54,42 mg/g, respectivamente. El contenido en
Ca difiere significativamente (p<0,05) entre las entradas tanto en nabizas como en
grelos. En nabizas se diferenciaron entradas con contenido alto (BRS0504 y BRSin05-

C2) del resto de entradas. Estas diferencias no fueron significativas en los grelos
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obtenidos de estas mismas entradas, que mostraron mayor variabilidad y destaco la
entrada BRSIin05-C2 por baja concentracion (12,58 mg/g) y la entrada BRS0498 con
alta concentracion (20,22 mg/g). En cuanto a los elementos traza sélo en las nabizas se
encuentran diferencias significativas en el contenido de Zn y Cu, y se evidencia un
grupo con alto contenido en Zn, que diferencia a las entradas BRS0498 y BRS0504 del
resto. La mayor concentracion de Fe llego a alcanzar un maximo de 142,87 ug/g en la
entrada BRS0496.

En lo referente al contenido en fibra, los resultados obtenidos mostraron que las
entradas difieren significativamnete en el contenido medio de FND y FAD en los grelos
pero no en nabizas.El test de rango multiple de Duncan permiti6 establecer diferencias
entre las entradas BRS0143 y BRS0504 con alto contenido en fibra, de las entradas
BRS0498 y BRSin05-C2 con un contenido medio de fibra y de las entradas BRS0427 y
BRS0496 con el menor contenido en fibra. Los resultados confirmaron que los grelos
son una buena fuente de fibra con concentraciones altas, medias y bajas, lo que indicaria

que este pardmetro puede ser objetivo de mejora en estudios futuros de estas entradas.

La toma de datos y evaluacion del cultivo segun los caracteres agronomicos evaluados
en campo permitié comprobar que la produccién y rendimiento del cultivo de nabizas y
grelos en Coérdoba se comporté de forma muy semejante al cultivo control en
Pontevedra. Se obtuvieron muy buenos valores de produccion fresca de grelos y el
namero por planta también fue muy adecuado. A pesar de los datos favorables
obtenidos, seria conveniente continuar con el trabajo de mejora genética para optimizar
la homogeneidad y rendimiento del cultivo. En cuanto a los caracteres organolépticos,
las mejores entradas fueron la BRS0496 que destaco por su sabor, su baja fibrosidad,
poco amargor y niveles medios de textura. La entrada BRS0143 por su sabor y textura,
niveles medios de amargor y fue bastante fibrosa. La BRSin05-C2 destaco por su sabor
y textura, intermedia en amargor y por Gltimo la BRS0427 por su sabor y textura,
valores intermedios en amargor e inadecuada en fibrosidad. La entrada menos valorada
fue la BRS0504, que se puntu6 bajo en sabor y textura, de forma intermedia respecto al

amargor y poca fibrosidad.

Finalmente destacaron tres entradas por sus caracteristicas organolépticas y sus datos de
composicion nutricional: BRS0143, BRS0498 y BRS0496. Los resultados demuestran

que estas entradas retnen las caracteristicas nutricionales y organolépticas mas
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adecuadas para ser sembradas en el Sur de Espafia y obtener verduras de calidad similar

a los obtenidos en el lugar tradicional de cultivo.

En este estudio se ha seleccionado el material mas idéneo para el cultivo de Brassica
rapa en Coérdoba y se han evaluado las partes cosechables Optimas para consumo
(nabizas y grelos), atendiendo fundamentalmente al estudio del contenido de los
glucosinolatos, minerales y fibra como factores de calidad del producto final. Todos los
resultados obtenidos complementan y mejoran el conocimiento del cultivo de Brassica
rapa para su adaptacion a la region mediterrdnea. La introduccion de estos nuevos
cultivos en la zona permite aumentar la diversificacion de productos horticolas y

estimular el consumo de verdura fresca en la poblacion andaluza.
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Resumen

El objetivo de este trabajo fue la evaluacion del potencial de la espectroscopia de
reflectancia en el infrarrojo cercano (NIRS) para el analisis del contenido mineral en
muestras liofilizadas de nabizas y grelos (Brassica rapa L. subsp. rapa). Se aplico el
método de minimos cuadrados parciales modificados (MPLS) para desarrollar
ecuaciones de calibracion (n=298). Se evalud la capacidad predictiva de las ecuaciones
de calibracion obtenidas mediante un lote de muestras (n=69) independientes del
colectivo de calibracion. Los coeficientes de determinacion (%) y errores de prediccion
(SEP) obtenidos en la validacion externa para los distintos minerales fueron
K=0,86(SEP=4,90) ; Ca=0,91(SEP=1,66); P=0,73(SEP=0,86) ; Mg=0,85(SEP=0,32) ;
Na=0,87(SEP=0,21); Fe=0,90(SEP=60,48); Zn=0,80(SEP=5,83); Mn=0,81(SEP=5,72)y
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Cu=0,62(SEP=1,13). Las ecuaciones para Ca y Fe fueron las que mostraron mayor
capacidad predictiva. Estos resultados demuestran el potencial del NIRS para el analisis
rapido, no destructivo y preciso del contenido mineral en nabizas y grelos.

Abstract

The objective of this study was to evaluate the potential and accuracy of near-infrared
reflectance spectroscopy (NIRS) for predicting the mineral content in lyophilized
samples of turnip greens and turnip tops (Brassica rapa L. subsp. rapa). Mathematical
treatments of the spectra and modified partial least squares regression (MPLS) were
used for developing calibrations equations (n=298). An independent set of samples
(n=69) was used to evaluate and validate the performance of the calibrations equations.
The coefficients of determination obtained in the external validation (r%) and error of
prediction (SEP) for the different minerals were K=0.86 (SEP=4,90), Ca=0.91
(SEP=1,66), P=0.73 (SEP=0,86), Mg=0.85 (SEP=0,32), Na=0.87 (SEP=0,21), Fe=0.90
(SEP=60,48), Zn=0.80 (SEP=5,83), Mn=0.81 (SEP=5,72) and Cu=0.62 (SEP=1,13).The
calibration equations obtained for Ca and Fe showed the highest predictive ability These
results support the idea that NIRS technology is suitable for the fast, non-destructive,

and accurate prediction of mineral content in turnip greens and turnip tops.

Palabras Clave: Brassica rapa, NIRS, potasio, calcio, fésforo, magnesio, sodio, hierro,
cinc, manganeso, cobre.
Keywords: Brassica rapa, NIRS, potassium, calcium, phosphorus, magnesium,

sodium, iron, zinc, manganese, Copper.

Introduccion

Las especies pertenecientes a la familia de las Cruciferas estan consideradas como uno
de los primeros grupos de plantas domesticadas por el hombre, y desde entonces el
hombre ha sido capaz, mediante seleccion, de modificar casi todas las partes de la planta
(raices, tallos, hojas, inflorescencias y semillas) con vistas a su uso alimentario
(horticola, oleaginosa, condimento, pienso), industrial (fabricacion de plasticos,
lubricantes, combustibles) y ambiental (fitorremediacion, biofumigacién). EI consumo
de las especies horticolas de esta familia de plantas ha experimentado un fuerte aumento
en los paises industrializados en los dltimos afios, debido al descubrimiento de las
propiedades saludables de una serie de compuestos exclusivos que contienen, los
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glucosinolatos, capaces de proteger frente a la aparicion de determinados tipos de
canceres (Farnham, Wilson, Stephenson & Fahey, 2004; Traka & Mithen 2009,
Villatoro et al., 2012).

Brassica rapa fue la primera especie de Brassica domesticada por el hombre hace miles
de afios, apareciendo ya citada en la literatura sanscrita con el nombre de Siddharta, lo
que prueba la antiguedad de su cultivo (Prakash, 1961). Existen numerosas subespecies
de B. rapa originadas en dos centros de origen independientes, uno en Europa para los
tipos oleaginosos y otro en Asia que dio lugar a las formas horticolas (Gomez &
Prakash, 1999).

En el norte de Espafia y Portugal los cultivos horticolas de Brassica rapa tienen una
gran tradicion, distribucién y consumo, tanto en fresco como envasado (De Haro, Del
Rio, Cartea & Ordas, 2006). De la misma planta se cosechan los nabos, que son la raiz
engrosada (hipocotilo), las nabizas, que son las hojas vegetativas, y los grelos que son
los tallos junto con las hojas florales previos a la floracién de la planta, formando parte
de numerosos platos de la cocina tradicional (p. ej. “Lacén con grelos”). Estos
alimentos, al igual que los procedentes de otras especies horticolas de Brassica se
caracterizan por su bajo contenido en grasa y proteina y su alto contenido en fibras,
minerales y vitaminas. Comparados con otras hortalizas destacan por su elevado
contenido en vitaminas A, C, E, B6, K, luteina, carotenoides y folatos (Rosa, 1999;
Jahangir, Kim, Choi & Verpoorte, 2009; USDA, 2015). También son particularmente
ricas en minerales potasio, cobre, magnesio, manganeso, hierro, cinc y calcio (D.E.
Kopsell, D.A. Kopsell, Lefsrud, & Curran, 2004).

Los métodos tradicionales de andlisis del contenido en minerales por via himeda, como
por ejemplo la espectrometria de absorcién atomica (AAS), la espectrometria de
emisién atdmica de plasma acoplado inductivamente (ICP-AES), o la espectrometria de
masas de plasma acoplado inductivamente (ICP- MS) son caros, lentos, agresivos con el
medio ambiente y necesitan mano de obra especializada para su aplicacion. Como
alternativa a estos métodos, desde los dltimos 40 afios se viene utilizando la
espectroscopia por reflectancia en el infrarrojo cercano (NIRS) para el analisis de una
gran diversidad de componentes de la calidad en los alimentos, asi como de otras
sustancias de interés para la industria farmacéutica (Chavez et al., 2015), quimica
(Foster, Kakani, Ge & Mosali, 2013; Feng, Wu & Zeng, 2015), alimentaria, incluyendo
frutas y verduras (Font, Del Rio, Cartea & De Haro, 2005; Martinez, Font, Gomez,
Blanco & Del Rio, 2014; Schmitt, Garrigues & De la Guardia, 2014; Guo, Ni & Kokot,
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2016) y agricola (Dimov, Suprianto, Hermann & Modllers, 2012; Cozzolino, Fassio &
Fernéndez, 2003; Font, Del Rio & De Haro, 2006; Murray, 1986; Norris, Barnes, Moore
& Shenk, 1976; Shenk & Westerhaus, 1993;VVan Maarschalkerweerd & Husted, 2015).

Aunque los minerales no poseen bandas de absorcion en la region del infrarrojo pueden
estar asociados a estructuras organicas en forma de éxidos, quelatos u otras moléculas
que permitan poder ser estimados mediante ecuaciones de calibracion desarrolladas para
el NIRS, como se ha comprobado en trabajos publicados previamente en otras matrices
vegetales (Cozzolino & Moron, 2004; Garcia et al., 2012; I. Gonzélez, Herndndez & J.
M. Gonzalez, 2007; Liao, Wu, Chen, Guo & Shi, 2012; Martinez, Font, Gomez, Blanco
& Del Rio, 2014; Menesatti et al. 2010; Plans, Simo, Casafias & Sabaté, 2012; Villatoro
etal., 2012).

Teniendo en cuenta el creciente interés por este cultivo, y con vistas a su extension a
otras regiones de la Peninsula Ibérica, desde los Ultimos afios se estan desarrollando
programas de mejora genética que nos permitan obtener variedades de nabizas y grelos
adaptadas a las condiciones edafocliméaticas mediterrdneas y de alto valor nutracéutico,
con especial énfasis en el estudio del contenido en minerales y glucosinolatos en sus
partes consumibles.

El objetivo del presente trabajo fue estudiar las posibilidades del NIRS para el analisis
rapido y preciso del contenido en potasio (K), calcio (Ca), fésforo (P), magnesio (Mg),
sodio (Na), hierro (Fe), cinc (Zn), manganeso (Mn) y cobre (Cu) en muestras de nabizas

y grelos.

Materiales y Métodos

Material Vegetal

Durante los afios agricolas 2010-2011, 2011-2012 y 2012-2013, un conjunto de 25
variedades de Brassica rapa L. subsp. rapa se cultivaron en la finca experimental del
IAS de Cordoba, (37°51' N, 4°48'W, Espafia) en un disefio de bloques al azar con 3
repeticiones. El clima es tipico mediterraneo con un precipitacion media de 650 mm, y
el suelo es profundo, franco-arenoso, clasificado como Typic Xerofluvent.

Las variedades de Brassica rapa L. subsp. rapa procedian del Banco de Germoplasma
de Brassica de la Mision Biologica de Galicia (CSIC), en donde habian sido evaluadas
por sus caracteristicas agronémicas y su aptitud para produccion de nabizas y grelos.

Durante cada afio agricola, y en el momento éptimo para consumo, se tomaron muestras
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de nabizas (4 a 5 hojas por planta) y de grelos (3 a 4 tallos florales por planta) de las
plantas seleccionadas para cada una de las variedades estudiadas. En total se cosecharon
373 muestras (228 de nabizas y 145 de grelos), de las cuales 135 se cosecharon en
2010-2011, 160 muestras procedian de la cosecha 2011-2012 y 78 muestras se
cosecharon en 2012-2013. Todo el material vegetal se lavo a fondo con agua del grifo
para eliminar la suciedad y el polvo de la superficie y se finalizd con un lavado en agua
desionizada. A continuacion se almacenaron a -80 °C hasta el momento de su
liofilizacion, que se realizo en un equipo Telstar® modelo Cryodos-50 (Telstar, Terrasa,
Spain). Las muestras liofilizadas se molieron en un molino IKA-Labortechnik® modelo
Al0, durante 20 segundos y se almacenaron en desecador hasta el momento de ser
analizadas por el método de referencia o por el equipo NIRS.

Andlisis del contenido mineral por métodos de referencia

Los minerales analizados en las 373 muestras de nabizas y grelos fueron K, Ca, P, Mg,
Na, Fe, Zn, Mn y Cu. La digestion de la muestra se realiz6 por via himeda con &cido
nitrico y acido perclorico (Isaac & Johnson, 1990). Los andlisis de Ca, Mg, Fe, Mn, Zn
y Cu se llevaron a cabo por espectrofotometria de absorcion atomica y los de Na y K se
hicieron por emision atomica. El equipo utilizado fue un espectrofotometro de
absorcion atémica Varian® modelo SpectrAA-50/55, con llama de aire-acetileno y
lamparas de catodo hueco de un solo elemento y correccién de fondo con lampara de
deuterio para el analisis de Mn. Para la determinacion de Ca y Mg, se afiadio cloruro de
lantano a fin de evitar interferencias anidnicas. El andlisis de P, como &cido molibdo-
vanado-fosforico, se hizo por colorimetria (AOAC, 1991) en un espectrofotometro UV-
visible (Beckman® modelo DU640).

Desarrollo de ecuaciones NIRS

Se utilizd un espectrofotometro de infrarrojo cercano modelo 6500 (Foss-
NIRSystems®, Inc., Silver Spring, MD, EE.UU.) para llevar a cabo los registros de los
espectros de las muestras en modo de reflectancia. Se registrd un espectro por cada
muestra. Las muestras se colocaron en una capsula redonda de 3 cm de didmetro,
compuesta de vidrio de cuarzo y aluminio anodizado para evitar interferencias en la
absorcion. De cada muestra se obtuvieron los espectros de reflectancia en el intervalo de

longitudes de onda de 400 a 2500 nm, a intervalos de 2 nm. La recogida de los datos
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espectrales y el andlisis quimiométrico de los mismos se llevo a cabo mediante el
programa WinlISI 11 v1,50 (Infrasoft International, Port Matilda, PA, USA).

La deteccidén de anomalos espectrales se realizd6 mediante un analisis de componentes
principales (PCA) aplicado a todo el conjunto de la poblacion basado en el calculo de la
distancia de Mahalanobis (H) (Shenk & Westerhaus, 1991, 1996). Este analisis ademas
de ser una herramienta para la seleccion de muestras del colectivo de calibracion, es una
técnica de gran utilidad en el andlisis para transformar los datos espectrales originales
(valores de absorbancia) en nuevas variables (componentes principales) ortogonales,
eliminando con ello la colinealidad (informacién redundante) (Martens & Nas, 1989).
Se utilizo el algoritmo CENTER incluido en el programa WinISI Il (version 1.50
Infrasoft International, Port Matilda, PA, USA) para el calculo de las distancias H entre
los espectros de las distintas muestras respecto al espectro medio. De acuerdo con
Shenk & Westerhaus (1991), las muestras con un valor del estadistico H superior a 3
unidades se definieron como espectros atipicos y se eliminaron para el desarrollo de las
ecuaciones. Se encontraron un total de 6 espectros con valores de H comprendidos entre
3,045 y 21,33 que fueron eliminados del conjunto de muestras utilizado en el trabajo. El
namero final de muestras seleccionadas fue de 367 que fueron divididas en dos grupos:
el conjunto de calibracion compuesto por 298 muestras y fue usado para el desarrollo de
las diferentes ecuaciones de calibracion, y el grupo de validacion externa formado por
69 muestras (20% del total) y fue usado para evaluar la capacidad predictiva de cada
una de las ecuaciones desarrolladas. La seleccion de las muestras del grupo de
validacion externa se realiz6 a partir del listado de muestras ordenadas en base a sus
valores de H, eligiendo 1 de cada 5 muestras del listado ordenado (Shenk &
Westerhaus, 1991). De esta manera, las muestras de validacion externa seleccionadas
representan todo el intervalo de variabilidad del conjunto de la poblacién (Hruschka,
2001). Para el desarrollo de las ecuaciones de calibracion se aplicd el método de
regresion por minimos cuadrados parciales modificados (MPLS), del que se ha
mostrado su utilidad para la evaluacion de los minerales, utilizando todo el intervalo
espectral (400-2500 nm) (Cozzolino & Moron, 2004; Font, Del Rio & De Haro, 2006; I.
Gonzélez, Herndndez & J.M. Gonzélez, 2007; Martinez, Font, Gomez, Blanco & Del
Rio, 2014; Ward, Nielsen & Moller, 2011).

Se aplicd el procedimiento de correccion de espectros SNV+DT que proporciona el
programa WinlSI para eliminar la dispersion debida a los efectos causados por las

diferencias en tamafio de particula o la variacion de longitud de camino entre la
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dispersion de las muestras y ajustar la linea base (Barnes, Dhanoa & Lister, 1989). Los
tratamientos matematicos seleccionados aplicado a los espectros fueron (1, 4, 4, 1) y (2,
5, 5, 2), donde el primer ndmero indica el orden de derivada (primera o segunda
derivada del logaritmo de 1/R), el segundo nimero es la amplitud o distancia entre los
segmentos a sustraer, el tercer numero es la longitud del segmento a ser suavizado y el
cuarto nimero indica un segundo suavizado (Shenk, Workman & Westerhaus, 1992).
Los estadisticos que definen las ecuaciones de calibracion obtenidas son el coeficiente
de determinacién (R%) que muestra el porcentaje de la variabilidad existente en las
concentraciones de minerales explicado por la ecuacion de regresion, y el error estandar
de la calibracion (SEC) que es el error estandar de los residuales para el colectivo de
calibracion. Hay que destacar que el error estdndar de la calibracion solamente nos
indica el ajuste de los valores de referencia a la linea de regresion, por lo que no puede
considerarse un estadistico adecuado para evaluar la validez de la ecuacion de
calibracion obtenida (Shenk & Westerhaus, 1996).

Validacion de las ecuaciones

Para evaluar la capacidad predictiva de las ecuaciones de calibracién se utilizaron dos
modelos de validacion que permiten establecen una comparacion (mediante diferentes
criterios estadisticos) entre el valor verdadero (valor obtenido por método de referencia)
y el valor estimado (valor obtenido por NIRS). En primer lugar se realiz6 una

validacién cruzada, basada Unicamente en los datos empleados en la etapa de

calibracion, para calcular el nimero 6ptimo de términos de la regresion. El algoritmo
selecciona diferentes colectivos de calibracion y validacion dentro del total de la
poblacién considerada, realizando con cada seleccion una simulacion del algoritmo de
regresion (Martens & Neas, 1989; Shenk & Westerhaus, 1991). Finalmente el programa
de célculo selecciond la ecuacion que hace minimo el error estandar de validacion
cruzada (SECV). Los estadisticos resultantes de la validacion cruzada fueron el
coeficiente de determinacion de la validacién cruzada (r2.), el error estandar de la
validacién cruzada (SECV), que representa el error estandar de los residuales para el
colectivo de validacion cruzada, y el estadistico (RPD) (Williams & Sobering, 1996)
que es la relacion entre la desviacion estandar y el error estandar de la validacion
cruzada (SD/SECV). ElI RPD,. es un estadistico que permite la evaluacion del SECV en
funcién de la desviacion estandar de los datos de referencia para la poblacion en estudio
(Williams, 2001).
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En segundo lugar se realizd una evaluacion de las ecuaciones de calibracion
seleccionadas con muestras que no intervinieron en la calibracion (colectivo de
validacion, n=69 en nuestro trabajo), proceso que se denomina validacion externa
(Shenk & Westerhaus, 1991; Font, 2003; Martinez et al., 2014; Kim, 2014; Bagchi,

2016; Lee, 2014; Sanchez, 2013). Las estadisticas de la validacion externa incluyen el

coeficiente de determinacion de la validacion (r’), el error estandar de prediccion
(SEP), el RPDy, (que es la relacion SD/SEP) y el RER (Williams & Sobering, 1996) que
es la relacion entre el intervalo de los datos de cada mineral y el error estandar de la
prediccidn. Los estadisticos RPD y RER permiten la comparacion del rendimiento del
modelo a través de poblaciones con diferentes desviaciones estandar (Cozzolino &
Moron, 2004).

Las mejores ecuaciones de calibracion para cada mineral se seleccionaron considerando
la combinacién déptima de los siguientes estadisticos de la validacion externa: altos
valores de los coeficientes de determinacion (r’.) y altos valores de RPD.e y de RER.
Aquellas ecuaciones cuyo RPD es superior a 3 se consideran con excelente capacidad
de prediccion, las que tienen RPD entre 2 y 3 permiten realizar predicciones
aproximadas, y aquellas cuyo RPD esta entre 1,5 y 2 s6lo pueden utilizarse con fines de
clasificacion en grupos de alto-medio-bajo contenido. Igualmente, los valores de RER
obtenidos con las distintas ecuaciones de calibracion con buena capacidad predictiva
deben ser mayores de 10 (Williams & Sobering, 1996; Williams, 2001).

El error estandar de laboratorio (SEL) para el analisis de minerales se determind y se
compar6 con el SEP para todas las ecuaciones. Se seleccionaron 10 muestras y se
analizaron por duplicado en diferentes momentos y por diferentes analistas, para obtener
una estimacion del error total del método de referencia. La relacion SEP/SEL también
fue calculada, este estadistico permite relacionar el error de NIRS con el error en el

método de referencia.

Resultados y Discusién

Andlisis de referencia de minerales en Brassica rapa

El contenido en minerales de las muestras de nabizas y grelos analizadas por el método
de referencia (via himeda) se muestra en la Tabla 1. Estos resultados confirman que
Brassica rapa es una buena fuente de minerales con concentraciones muy altas en K

(valor medio de 34,27 g/ kg), Ca (13,38 g/ kg) y P (4,93 g / kg) y concentraciones mas
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bajas de Na (1,18 g/ kg), Mg (1,95 g/ kg), Mn (33,15 mg / kg), Fe (269,19 mg / kg), Zn
(39,2 mg / kg) y Cu (6.84 mg / kg). Estos valores superan a los encontrados en otras
hortalizas como el calabacin (de 800 a5100 mg/kg en la pulpa y de 100 a 5900 mg/kg en
la piel) (Martinez, Font, Gdmez, Blanco & Del Rio, 2014). El intervalo de contenido en
K encontrado en las muestras de nabizas y grelos (de 13,39 a142,85 g/kg) también es
alto y mayor que el encontrado en brdcoli para este mineral (de 321,58 a 521,78
mg/100g muestra fresca) (Dos Santos et al., 2013).

Tabla 1. Contenido en minerales de las muestras (n= 373) de Brassica rapa, analizadas segin el método
de referencia

Table 1. Mineral content of Brassica rapa samples (n=373) analysed by reference method

Mineral Intervalo Media sD?

K (g/kg) 13,39-142,85 34,27 20,68
Ca (g/kg) 5,23-31,27 13,38 5,68

P (g/kg) 1,23-20,26 4,93 1,84
Mg (g/kg) 0,75-6,32 1,95 0,87
Na (g/kg) 0,16-5,89 1,18 1,37
Fe (mg/kg) 50-1727 269,19 290,19
Zn (mg/kg) 15,43-111,53 39,20 14,71
Mn (mg/kg) 7,34-219,51 33,15 19,68
Cu (mg/kg) 2,91-11,49 6,84 1,85

Nota: * Desviacion estandar

Note:  Standard deviation

Calibracién y Validacion

Las muestras fueron divididas en el grupo de calibracion (n=298) y grupo de validacién
externa (n=69). En la Tabla 2 se muestran el intervalo, la media, la desviacion estandar
y el coeficiente de variacidn del contenido en minerales de las muestras pertenecientes a

estos grupos.
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Tabla 2. Contenido en minerales del grupo de calibracion y del grupo de validacion externa de las
muestras (n=373) de Brassica rapa, analizadas segun el método de referencia.

Table 2. Mineral content of calibration and validation sets of Brassica rapa samples (n=373) analyzed by

the reference method

grupo calibracion (n =298)

grupo validacion (n= 69)

Componente Intervalo Media  SD? Intervalo Media  SD?
K (g/kg) 13,39-95,97 30,79 12,83 14,96-83,2 31,08 12,23
Ca (g/kg) 524-27,08 12,98 521 560-30,14 1321 542
P (g/kg) 1,29-9,94 4,87 165 1,74-9,59 480 1,60
Mg (g/Kg) 0,75-3,98 1,89 081 0,78-4,05 1,93 082
Na (g/kg) 0,16-2,8 066 0,59 0,17-2,64 067 0,57

Fe (mg/kg) 50-980 206,47 177,53 55-917 217,56 193,01
Zn(mg/kg)  1544-7858 37,85 1201 16,57-71,57 36,84 11,59
Mn (mg/kg)  7,34-6475 29,54 12,33 9-67,27 29,88 13,01
Cu (mg/kg) 2,91-12,48 6,85 1,86 3,32-11,18 6,79 1,81

Nota:

# Desviacion estandar

Note:

2 Standard deviation

Los resultados de las ecuaciones de calibracion obtenidas por regresion MPLS se

muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Estadisticos de calibracién y de validacién cruzada para contenido en minerales en muestras de
Brassica rapa utilizando SNVD+DT y primera o segunda derivadas.

Table 3. Calibration and cross-validation statistics for mineral content in samples of Brassica rapa using

SNVD+DT and first or second derivatives

Calibracion (n=298)

Validacion cruzada

Componente ~ TM? Muestras Intervalo Media ol SEL®  SEC! R* SECV'  RPD,¢ cv" r’e
K (g/kg) 14,41 279 13,39-95,97 30,79 12,83 2,97 3,51 0,92 4,07 3,15 13,22 0,90
Ca(gkg) 25,52 270 524-27,08 1298 521 112 123 094 1,50 347 11,56 0,92
P (g/kg) 2,552 276 1,29-9,94 4,87 1,65 0,24 0,57 0,88 0,70 2,35 14,37 0,82
Mg (g/kg) 14,41 277 0,75-3,98 1,89 081 014 025 090 0,29 2,84 1534 0,87
Na (g/kg) 2,55,2 260 0,16-2,8 0,66 0,59 0,04 0,16 0,93 0,19 3,02 28,79 0,89
Fe (mg/kg) 2,552 264 50-980 206,47 17753 22,30 45,95 0,93 57,56 3,08 27,88 0,89
Zn(mgkg) 2552 274 1544-7858 37,85 1291 423 503 085 5,69 2,27 1503 0,80
Mn (mg/kg) 14,41 277 7,34-64,75 29,54 12,33 2,42 3,80 0,90 4,43 2,78 15,00 0,87
Cu (mg/kg) 2,55,2 279 2,91-12,48 6,85 1,86 0,63 0,98 0,72 1,08 1,73 15,77 0,66
Nota:

& Tratamiento matematico de los espectros.

® Desviacion estandar.

Error estandar de laboratorio

9 Error estandar de la calibracion.

¢ Coeficiente de determinacion de la calibracion.
fError estandar de la validacion cruzada.

9 Relacion entre la desviacion estandar y el error estandar de la validacion cruzada. " Coeficiente de

variacion (%): relacién entre el SECV y el valor medio

' Coeficiente de determinacion de la validacion cruzada.

108



S. Obregon Cano | Capitulo V

Note:

& Mathematical treatment of spectra.

® Standard deviation.

¢ Standard error of laboratory

9 Standard error of calibration.

¢ Coefficient of determination of the calibration.

fStandard error of cross validation.

YRatio Performance Deviation: Ratio of the standard deviation to standard error of cross validation.
f‘Coefficient of variation (%): Ratio of SECV to mean

' Coefficient of determination in the cross validation.

Para el desarrollo de las ecuaciones NIRS de los minerales Na, Ca, P, Fe, Cu, Zn, se
obtuvieron los mejores resultados aplicando la segunda derivada a los datos espectrales
(2,5,5,2; SNV + DT). En el caso de K, Mn y Mg los mejores resultados se obtuvieron
tras aplicar la primera derivada a los datos espectrales (1, 4, 4, 1; SNV + DT). Todas las
ecuaciones obtenidas presentaron unos valores altos en el coeficiente de determinacion
de la calibracion, superiores a 0,9 para Ca (0,94), Fe (0,93), Na (0,93), K (0,92), Mg
(0,9) y Mn (0,9), siendo inferiores para P (0,88), Zn (0,85) y Cu (0,72) (Tabla 3). Un
coeficiente de determinacion mayor de 0,9 indica que mas del 90% de la varianza en los
datos puede ser explicada por el modelo desarrollado, el 10% restante es atribuible a
otros factores como la preparacion de la muestra o los analisis de referencia (Williams,
2001). Los R? obtenidos para cada uno de los minerales resultaron més altos que los
obtenidos en otras verduras como Eruca vesicaria Na=0,66, Cu=0,52, Fe=0,78,
Mn=0,41, K=0,79, Ca=0,39, Mg=0,44 y Zn=0,71 (Villatoro et al., 2012).

Las ecuaciones de calibracion finales para cada mineral fueron seleccionadas en base a
maximizar el r’ y a minimizar el SECV. Los valores de estos estadisticos obtenidos
para las ecuaciones de calibracion de los diferentes minerales fueron, de mayor a menor:
Ca=0,92 (SECV=1,5); K=0,9 (4,07); Na=0,89 (0,19); Fe=0,89 (57,56); Mg=0,87 (0,29);
Mn=0,87 (4,43); P=0,82 (0,7); Zn=0,8 (5,69) y Cu=0,66 (1,08). El intervalo de los
valores del coeficiente de variacion (CV) de la validacion cruzada esta comprendido
entre 11,56% para el Ca 'y 28,79% para el Na; en la validacién externa el intervalo del
CV para los distintos minerales estd comprendido entre el 12,57% para el Ca y el
31,34% para el Na. Estos valores son similares a los obtenidos por otros autores en
calabacin, en donde el intervalo del CV de la validacion cruzada esta comprendido entre
el 12,22% del Zn y 45,71% del Cu, y en la validacidn externa el intervalo del CV esta
comprendido entre 13,73% de Mg al 65,38% del Cu (Martinez, Font, Gomez, Blanco-
Diaz & Del Rio, 2014). Los valores de RPD,. de la validacion cruzada para cada

mineral varian entre 3,47 para el Cay 1,73 para el Cu (Tabla 3). En algunos casos (Ca,
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Mg), estos valores superan a los descritos en la bibliografia para los mismos minerales
contenidos en otras matrices vegetales: en alfalfa Ca=3,10 (Gonzalez, I., Hernandez, &
Gonzélez, J. M., 2007); en hojas de naranja Ca=1,5 y Mg=2 (Menesatti et al, 2010); en
Eruca vesicaria Ca=0,78 y Mg=1,1 (Villatoro et al, 2012) y en tomate Ca=2,73 y
Mg=2,51 (Garcia et al, 2012); y en otros minerales los valores obtenidos en este trabajo
también superan a otros descritos en cidra: K=1,2, P=1,4 y Fe=1,7 (Liao, Wu, Chen,
Guo, & Shi, 2012). Merece la pena destacar el RPD,. obtenido para la ecuacion de
calibracion del Ca (3,47) ya que esta considerado un micronutriente esencial que, en el
norte de Espafia y Portugal, es aportado a la dieta fundamentalmente a través del
consumo de plantas de Brassica como las nabizas y los grelos. Los valores de RPD,.
superiores a 3 que se obtuvieron para Ca, K, Na y Fe son indicativos de que las
ecuaciones de calibracién pueden utilizarse con fines de diagndstico e investigacion.
Las ecuaciones para el resto de los minerales, con una RPD,. inferior a 3, solamente
permiten realizar una prediccion aproximada del contenido en dichos minerales
(Williams & Sobering, 1996). En la Figura 1 se representan los valores de laboratorio
frente a los de prediccion de NIRS para los minerales objeto de nuestro estudio en el

grupo de muestras de la validacion cruzada.

Una vez seleccionadas las ecuaciones de calibracion para cada mineral, se procedio a su
evaluacion mediante el empleo de las mismas para la prediccion del colectivo de
validacion, que contenia espectros de 69 muestras de nabizas y grelos, no incluidas en la
calibracion. En la Tabla 4, presentamos los estadisticos de la validacion externa

obtenidos para las ecuaciones de cada uno de los minerales estudiados.

110


http://www.scopus.com/authid/detail.url?authorId=55327471800&amp;eid=2-s2.0-84864531710
http://www.scopus.com/authid/detail.url?authorId=56003140600&amp;eid=2-s2.0-84864531710
http://www.scopus.com/authid/detail.url?authorId=56003140600&amp;eid=2-s2.0-84864531710
http://www.scopus.com/authid/detail.url?authorId=24450102300&amp;eid=2-s2.0-84864531710
http://www.scopus.com/authid/detail.url?authorId=35212100400&amp;eid=2-s2.0-84864531710

S. Obregon Cano | Capitulo V

K Ca
- 100 & 35
X 20
o < 30 ¢
= 80 0
S g 25
g 60 g 20
Q.
g 40 g 15
3 R?=0,9173 g 10 R2=0,9395
*
g ®  y=0,921x+2,4435 < y = 1,0075x - 0,0212
g 0 g
0 50 100 150 0 10 20 30
Valores de referencia (g/kg) Valores de referencia (g/kg)
10 & 4
g &» 35
3 8 5 3
c Q
© 6 L2 2,5
(%] o
3 2 2
T o
g 4 - L5 2
2 2 . R2=0,8803 @ 1 R*=0,8961
X 4 - S
8 * y = 0,8836x +0,5736 2 05 y =0,9106x +0,1691
S 0 > 0
(T
> 0 5 10 15 0 2 4 6
Valores de referencia (g/kg) Valores de referencia (g/kg)
Na Fe
E;
3 < 1000
g 4 E
& 23 = 800
c o
N] 2 S
S 2 600
= ()
g 1,5 5
o o 400
g 1 F
2 _
§ 05 R2=0,9306 E 200 R*=0,9308
T°“ y =0,9226x + 0,0502 g y=0,934x + 13,817
> 0 0
0 1 2 3 0 500 1000 1500
Valores de referencia (g/kg) Valores de referencia (mg/kg)

Figura 1. Representacion grafica de los valores de referencia frente a los valores de prediccion en
validacion cruzada respecto al contenido en minerales de Brassica rapa.

Figure 1. Scatter plot of reference data vs. predicted values by NIRS of mineral content in Brassica rapa.
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Figura 1 (continuacién). Representacion grafica de los valores de referencia frente a los valores de
prediccion en validacién cruzada respecto al contenido en minerales de Brassica rapa.

Figure 1 (cont.). Scatter plot of reference data vs. predicted values by NIRS of mineral content in
Brassica rapa.

En general se obtuvieron elevados valores para los coeficientes de determinacion de la
prediccion (r’ve) de las ecuaciones de la mayoria de los minerales: Ca (0,91), Fe (0,9),
Na (0,87), K (0,86), Mg (0,85), Mn (0,81) y Zn (0,8), siendo los més bajos los del P
(0,73) y del Cu (0,62) (Tabla 4). Los valores de RPD,, més altos se obtuvieron para Fe
(3,11), Ca (3,10), Na (2,71) y K (2,68), confirmando los resultados de RPD,. obtenidos
en la validacion cruzada, asi como su utilidad para predecir el contenido de estos
minerales en muestras independientes a las utilizadas en la calibracion. Comparados con
la bibliografia (Plans, Simd, Casafias & Sabaté, 2004; Martinez, Font, GOmez, Blanco
& Del Rio, 2014) los valores de RPD,, obtenidos en nuestro trabajo para los minerales
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K (2,68), Mg (2,50), Na (2,71), Fe (3,11), Mn (2,18), P (1,83), Ca (3,10), Zn (1,76) y
Cu (1,35) son los més altos descritos hasta ahora, del mismo orden respecto al Ca, e
inferiores a los valores descritos en otras matrices vegetales respecto al Zny Cu.

Tabla 4. Estadisticos de la validacion externa (n=69) aplicados a las ecuaciones de calibracién del
contenido mineral de Brassica rapa.

Table 4. Statistics of external validation (n=69) applied to the calibration equations of mineral content in
Brassica rapa.

Componente  Intervalo Media sD? SEP® r%.° RPD,' RER® cVf

K (g/kg) 14,96-83,2 31,08 12,23 4,90 0,86 2,68 13,93 15,77
Ca (g/kg) 5,69-30,14 13,21 5,42 1,66 0,91 3,10 14,73 12,57

P (g/kg) 1,74-9,59 4,80 1,60 0,86 0,73 1,83 9,13 17,92
Mg (g/kg) 0,78-4,05 1,93 0,82 0,32 0,85 2,50 10,22 16,58
Na (g/kg) 0,17-2,64 0,67 0,57 0,21 0,87 2,71 11,76 31,34
Fe (mg/kg) 55-917 217,56 193,01 60,48 0,90 3,11 14,25 27,80
Zn (mg/kg) 16,57-71,57 36,84 11,59 5,83 0,80 1,76 9,43 15,83
Mn (mg/kg) 9-67,27 29,88 13,01 5,72 0,81 2,18 10,19 19,14
Cu (mg/kg) 3,32-11,18 6,79 1,81 1,13 0,62 1,35 6,96 16,64

Nota:

® Desviacion estandar de los datos de referencia del colectivo de validacion externa.
® Error estandar de la prediccion.

¢ Coeficiente de determinacion de la validacion externa.

9 Relacion entre la desviacion estandar y el error estandar de la prediccion.
®Relacion entre el intervalo de datos y el error estandar de la prediccion.
fCoeficiente de variacion (%): Relacion entre el SEP y valor medio

Note:

& Standard deviation of the reference data of external validation.

® Standard error of prediction.

¢ Coefficient of determination in the external validation.

Y Ratio Performance Deviation: Ratio of the standard deviation to standard error of prediction.
¢ Ratio of the range to standard error of prediction.

" Coefficient of variation (%): Ratio of SEP to mean

Se obtuvieron valores de RER superiores a 10 en los siguientes minerales: Ca
(RER=14,73), Fe (14,25), K (13,93), Na (RER=11,76), Mg (RER=10,22) y Mn (10,19),
lo que es una prueba adicional de la elevada capacidad predictiva de los modelos de
calibracion desarrollados para estos minerales (Williams & Sobering, 1996; Williams
2001).

Para evaluar la capacidad de precision de las ecuaciones en relacion al error del método
de referencia se calculd el SEL para cada mineral y se relacion6 con el SEP (SEP /
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SEL). En base a los valores de la relacion SEP/SEL se puede decir que la precision de
las ecuaciones para los distintos minerales se puede clasificar como de excelente
exactitud para K (SEP/SEL=1,65), Ca (SEP/SEL=1,48), Zn (SEP/SEL=1,38) y Cu
(SEP/SEL=1,79); de buena exactitud para P (SEP/SEL=3,58), Mg (SEP/SEL=2,29), Fe
(SEP/SEL=2,71) y Mn (SEP/SEL=2,36); y de baja exactitud para Na (SEP/SEL=5,25)
(Font, Del Rio, Fernandez & De Haro, 2003). Los resultados obtenidos tanto en la
validacion cruzada como en la validacion externa confirman la fiabilidad y capacidad de
las ecuaciones de calibracion desarrolladas para predecir de forma exacta y precisa el
contenido en Ca y Fe en muestras de nabizas y grelos a partir de sus espectros de
reflectancia en el infrarrojo cercano. Estas ecuaciones permiten utilizar la técnica NIRS
para el analisis del contenido en Ca y Fe con fines de investigacion, de control de
calidad y cribado en Brassica rapa, lo que tiene especial importancia si se considera que
los cultivos de esta especie son basicos en la dieta de las poblaciones del norte de
Espafia y Portugal, asi como la importancia de estos minerales en la nutricion humana.
Cabe sefialar que las nabizas y los grelos tienen una alta concentracion en calcio que es
altamente biodisponible debido a estar asociado con bajos niveles de los &cidos oxalico
y fitico (Lucarini et al. 1999).

En el caso de K, Na y Mg se obtuvieron valores de RPD,, iguales o superiores a 2,5y
valores de RER superiores a 10, lo que las define como calibraciones aceptables para la
prediccion de estos minerales. EI modelo desarrollado para el Mn obtuvo un valor de
RPD,. de 2,18 y de RER superior a 10, indicando que la ecuacion de calibracién
solamente es utilizable para realizar predicciones cuantitativas aproximadas del
contenido mineral. Los estadisticos obtenidos en la validacion externa de las ecuaciones
de P y Zn nos indican que solamente pueden ser utilizadas para asignar las muestras
analizadas a grupos de alto, medio y bajo contenido para estos minerales. Finalmente, la
ecuacion obtenida para Cu no permite predecir de forma fiable el contenido de este
mineral a partir de sus espectros NIRS, como ya habia sido puesto en evidencia para
este mismo mineral en trabajos previos de Cozzolino (2004) y de Martinez et al. (2014).
Por lo tanto, seria necesario aumentar el colectivo de muestras de calibracion con
nuevas muestras que aumenten el intervalo de variabilidad respecto al contenido en este
mineral, con vistas a seguir estudiando el potencial de la técnica NIRS para predecir

este mineral.
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Conclusiones

Se han desarrollado por primera vez ecuaciones de calibracion que permiten la
utilizacion de la espectroscopia de reflectancia en el infrarrojo cercano (NIRS) para el
analisis rapido, simultaneo y preciso del contenido en Ca, Fe, K, Na y Mg en muestras
de nabizas y grelos, al mismo tiempo que se puede obtener también una estimacion
aproximada del contenido en Mn, Py Zn.

Estos resultados demuestran la utilidad de la técnica NIRS como una herramienta
fundamental tanto en los programas de mejora genética de la calidad de Brassica rapa
L. subsp. rapa, (facilitando y abaratando las tareas de cribado, caracterizacion y
seleccion de genotipos), como en los trabajos de control de la calidad nutritiva de los

productos obtenidos.
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Capitulo VI

Analisis del contenido total e individual de glucosinolatos en
nabizas y grelos (Brassica rapa L. subsp. rapa) mediante

reflectancia en el infrarrojo cercano.
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Resumen

En este trabajo se estudié un método rapido y no destructivo para el analisis del
contenido total (tGSL) e individual de glucosinolatos en muestras de nabizas y grelos
(Brassica rapa subsp. rapa) mediante la técnica de espectroscopia de reflectancia en el
infrarrojo cercano (NIRS). Se registraron los espectros NIR de las muestras (n=351) y
se emplearon pretratamientos espectrales (SNV+DT). Se aplico el método de minimos
cuadrados parciales modificados y analisis de componentes principales, para desarrollar
ecuaciones de calibracion. Los modelos resultantes fueron satisfactorios con valores de
coeficientes de calibracion que van de 0,72 (GBN) a 0,98 (tGSL). Se evalud la
capacidad predictiva de las ecuaciones de calibracion obtenidas mediante un lote de
muestras (n=70) independientes del colectivo de calibracion. Los coeficientes de
determinacion (r2e) y errores de prediccién (SEP) obtenidos en la validacién externa
para los distintos glucosinolatos fueron: GNA=0,94 (SEP=3,49); PRO=0,41
(SEP=1,08); GBN=0,55 (SEP=0,60); tGSL=0,96 (SEP=3,28). Las ecuaciones de
calibracion obtenidas resultaron ser precisas para el analisis rapido, no destructivo y
fiable del contenido en GNA y tGSL directamente a partir de los espectros NIR. Las
ecuaciones para PRO y GBN pueden ser utilizadas para identificar muestras con altos,

medios y bajos contenidos.

122



S. Obregon Cano | Capitulo VI

Palabras clave: NIRS, glucosinolatos, nabizas, grelos, Brassica rapa.

Introduccion

Los vegetales de hojas verdes se han convertido en componentes indispensables de una
dieta equilibrada. Las plantas pertenecientes a distintas especies de Brassica se
consumen en todo el mundo, siendo los principales consumidores China, India, Rusia,
Corea y Japon (FAOSTAT, 2013). La importancia de estas verduras radica en su alto
contenido en componentes antioxidantes generales (vitamina C, carotenoides y
compuestos fendlicos) y otros compuestos especificos de la familia Brassicaceae
(glucosinolatos) que promueven la salud (D'Antuono et al., 2009). Brassica rapa fue la
primera especie de Brassica domesticada por el hombre hace miles de afos,
apareciendo ya citada en la literatura sanscrita con el nombre de Siddharta, lo que
prueba la antigiiedad de su cultivo (Prakash, 1961). Existen numerosas subespecies de
B. rapa, originadas en dos centros de origen independientes, uno en Europa para los
tipos oleaginosos y otro en Asia que dio lugar a las formas horticolas (Gomez-Campo et
al., 1999).

En el norte de Espafia y Portugal los cultivos horticolas de Brassica rapa tienen una
gran tradicidn, distribucién y consumo, tanto en fresco como envasado (De Haro et al.,
2006). De la misma planta se cosechan los nabos, que son la raiz engrosada (hipocotilo),
las nabizas, que son las hojas vegetativas, y los grelos que son los tallos junto con las

hojas florales previos a la floracion (Baladrén, 1991).

Actualmente, el consumo de alimentos de origen vegetal ricos en fitoquimicos es uno de
los factores cruciales para el bienestar y la promocion de la salud mediante la
prevencion de diversas enfermedades como el cancer, inflamaciones, enfermedades
cardiovasculares y neurodegenerativas (enfermedad de Alzheimer, enfermedad de
Parkinson y cataratas) y la depresion (Khalaj et al., 2013). En particular, la proteccion
potencial contra las enfermedades degenerativas, a cargo de los glucosinolatos y sus
productos de degradacidén enzimatica, se ha estudiado durante casi 30 afios, y esta
exhaustivamente revisada (Verhoeven et al., 1996; Fahey et al., 1997; Mithen et al.,
2000; Johnson, 2002; Traka et al., 2009). Considerando que los efectos
quimioprotectores de las verduras del género Brassica han sido directamente

relacionados con su contenido en glucosinolatos, la determinacién de los perfiles de
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glucosinolatos de un vegetal de Brassica sigue siendo un paso necesario en el estudio de

su actividad quimioprotectora, antimutagénica y anticancerigena.

Los glucosinolatos son B-tioglucdsido-N-hidroxisulfatos (ésteres de cis-N-
hidroximinosulfato) ricos en azufre, son metabolitos secundarios anidnicos encontrados
casi exclusivamente dentro del orden de plantas Brassicales (Clarke, 2010).
Actualmente, son conocidos méas de 130 estructuras de glucosinolatos individuales,
difiriendo principalmente s6lo en sus cadenas laterales, y se clasifican en alifaticos,
aromaticos e inddlicos basado en los aminoacidos de los que derivan (Rosa, 1999). La
metionina y la cisteina son los donantes naturales y L-triptéfano da lugar a los
glucosinolatos inddlicos (Zukalova et al., 2002). Los glucosinolatos son hidrolizados
por una tioglucosidasa enddgena, llamada mirosinasa, produciendo una amplia gama de
productos de degradacion (isotiocianatos, nitrilos, epitionitrilos, oxazolidina-2-tiona, y
tiocianatos) con diversas actividades bioldgicas (Kliebenstein et al, 2001). Entre sus
productos de degradacion, los isotiocianatos han mostrado notable capacidad para
actuar en el proceso de carcinogénesis afectando a las tres fases: la iniciaciéon del tumor,
promocion y fases de progresion, y también en la supresion de la pasos finales de la

carcinogeénesis, es decir, la angiogénesis y la metastasis (Traka et al, 2009).

El andlisis de los glucosinolatos por métodos de referencia es complejo e implica alto
coste y mano de obra especializada. EI proceso requiere una doble extraccion y una
desulfatacion y como etapa final el extracto de glucosinolatos se analiza por
cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC) (ISO 9167-1, 1992). Entre los métodos
innovadores, la espectroscopia de infrarrojo cercano (NIR) es una técnica rapida,
precisa, simple de operar, no destructiva y no contaminante (Buratti et al., 2011). Esta
técnica se ha usado para predecir los diferentes grupos de compuestos en Brassica sp.:
acidos grasos, glucosinolatos y fibra (Font et al., 2006, 2005; Petisco et al., 2010;
Wittkop et al., 2012; Chen et al., 2014). La espectroscopia NIR es considerada como la
técnica mas avanzada entre los métodos de evaluacion de la calidad no destructivos con
respecto a la instrumentacion, aplicacién, accesorios y software quimiométrico

disponible.

Teniendo en cuenta el creciente interés en la especie Brassica rapa subsp. rapa vy el
estudio de sus efectos sobre la salud humana, en funcion del contenido en

glucosinolatos, se considera necesario disponer de métodos analiticos modernos que
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evallen de forma rapida y fiable el contenido de glucosinolatos en sus partes

comestibles, nabizas y grelos.

El objetivo principal de este trabajo ha sido el estudio de las posibilidades de la
espectroscopia NIR para el analisis rapido y preciso del contenido total e individual de

glucosinolatos en muestras de nabizas y de grelos.

Material y Métodos

Material vegetal

En este trabajo se utilizé un conjunto de 351 muestras de Brassica rapa L. subsp. rapa
procedentes de 25 entradas diferentes. Dichas entradas procedian del Banco de
Germoplasma de Brassica de la Mision Bioldgica de Galicia (CSIC, Espafa). Este
material se sembrd durante las temporadas 2010-2011, 2011-2012 y 2012-2013 en
Cordoba, en un suelo tipico Xerofluvents (37°51 ‘N, 4°48'W, Espafia), en un disefio de
blogues al azar con 3 repeticiones y en las condiciones climéaticas semiaridas en
Andalucia.

Las nabizas y grelos se cosecharon en el momento 6ptimo de consumo. Tanto nabizas
(4 a 5 hojas por planta) como grelos (3 a 4 tallos de las flores por planta) se lavaron a
fondo con agua del grifo para eliminar la suciedad y el polvo de su superficie vy,
finalmente, se enjuagaron con agua desionizada. A continuacion, se almacenaron a -
80°C hasta su liofilizacion, que se hizo en un equipo Telstar® modelo Cryodos-50
(Telstar, Terrasa, Espafia). Las muestras liofilizadas se molieron en un molino modelo
A10 IKA-Labortechnik® durante 20 segundos y se almacenaron en un desecador hasta
el momento de ser analizadas por el método de referencia o escaneadas en el equipo
NIRS. El total de muestras fue 351 (207 de nabizas y 144 de grelos), de las cuales 122
se cosecharon en 2010-2011, 154 muestras procedian de la cosecha 2011-2012 y 75
muestras se cosecharon en la temporada 2012-2013.

Método de analisis de referencia de glucosinolatos

Los glucosinolatos se analizaron por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
(HPLC) segun el protocolo ISO 9167-1 (1992). La extraccion de glucosinolatos se
realizd en dos fases. En la primera etapa, se pesaron 100 mg de material liofilizado y la
extraccion se llevd a cabo en un bafio de agua a 75°C para desactivar la enzima

mirosinasa, la muestra se calenté durante 15 min en una solucién de metanol acuoso al
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70% vy se afiadieron 100 pl de glucotropaolina a 10 mM como patrén interno. La
segunda etapa de extraccion se llevo a cabo después de un proceso de centrifugacion,
mediante una nueva adicion de la solucion de metanol acuoso al 70%. Una alicuota del
extracto de glucosinolatos se hizo pasar por una columna de intercambio idnico de
Sephadex (DEAE-A25, Sigma). La desulfatacion se llevo a cabo mediante la adicion de
75 ul de solucién de sulfatasa purificada (de Helix pomatia, suministrada por Sigma).
Los glucosinolatos desulfatados se eluyeron con agua ultrapura y luego se analizaron en
un equipo Waters de HPLC modelo 600, provisto de un detector de absorbancia
ultravioleta-visible modelo 486 a una longitud de onda de 229 nm (Waters). La
separacion de los glucosinolatos se llevo a cabo mediante el uso de una columna
Lichrospher 100 RP-18 con LiChroCART 125-4 de 5 micras de tamafio de particula
(Merck). Los disolventes de HPLC y gradiente se establecieron de acuerdo con el
protocolo 1SO (ISO 9167-1, 1992). La cantidad de cada glucosinolato individual
presente en la muestra se calculd por medio del patron interno y se expres6 como
micromoles por gramo de materia seca de material. Los resultados de los datos fueron
analizados utilizando el programa informatico de trabajo de Waters Millenium 32. El
cromatograma de HPLC se comparé con el perfil de desulfo-glucosinolatos de
materiales de referencia certificada, segin lo recomendado por UE e ISO (CRMs 366,
190 y 367) (Wathelet et al., 1991). El contenido total de glucosinolatos se calculé como

la suma de todos los glucosinolatos individuales presentes en la muestra.

Desarrollo de ecuaciones NIRS

Los espectros de la muestra se registraron con un espectrofotometro de infrarrojo
cercano modelo 6500 (Foss-NIRSystems®, Inc., Silver Spring, MD, EE.UU.), en el
modo de reflectancia. Se obtuvo un espectro por cada muestra. Las muestras se
colocaron en una capsula de 3 cm de diametro hecha de vidrio de cuarzo y aluminio
anodizado para evitar interferencias en su absorcion. Los espectros de reflectancia de
cada muestra se escanearon en el rango de longitud de onda de 400 a 2500 nm, a
intervalos de 2 nm. La recogida de datos espectrales y su analisis quimiométrico se
llevd a cabo con el programa informatico WinlSI 11 v1.50 (Infrasoft Internacional, Port
Matilda, PA, EE.UU.).

Los valores espectrales atipicos fueron detectados por un analisis de componentes
principales (PCA) que se aplico a todo el conjunto de la poblacion basado en el calculo
de la distancia de Mahalanobis (H) (Shenk et al., 1991, 1996). Ademas de ser una
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herramienta para la seleccién de muestras del conjunto de calibracién, esta es una
técnica muy util en el analisis para la conversion de datos de los espectros originales
(valores de absorbancia) en nuevas variables ortogonales (componentes principales),
eliminando asi la colinealidad (informacién redundante) (Martens et al., 1989). Se
calcularon las distancias entre los espectros de las diferentes muestras con respecto a la
media del espectro. El algoritmo CENTER incluido en el programa WinlISI 1l (version
1.50 Infrasoft International, Port Matilda, PA, EE.UU.) se utilizdé para calcular las
distancias H entre los espectros de las diferentes muestras con respecto a la media del
espectro. De acuerdo con el trabajo de Shenk y Westerhaus (1991), las muestras con un
valor H de mas de 3 unidades se definieron como espectros atipicos y fueron eliminados
para el desarrollo de las ecuaciones. Un total de 4 espectros fueron eliminados del
conjunto de las muestras empleadas en el trabajo. EI namero final de muestras
seleccionada fue de 347, el conjunto de calibracién se compone de 277 muestras y se
utilizé para el desarrollo de las diferentes ecuaciones de calibracion; el conjunto de
validacion externa estuvo formado por 20% de las muestras totales (n = 70) y se utiliz6
para evaluar la capacidad de prediccion de cada una de las ecuaciones desarrolladas. Las
muestras del conjunto de validacion externa se seleccionaron mediante la ordenacién de
las muestras en funcién de sus valores de H, se eligié 1 muestra de cada 5 de la lista
(Shenk et al., 1991). De esta manera, las muestras seleccionadas representaron toda la
variabilidad en el conjunto de la poblacién (Hruschka, 2001). Para desarrollar las
ecuaciones de calibracion, se aplicé el método de regresion por minimos cuadrados
parciales modificados (MPLS). La utilidad de este método ha sido demostrada en otros
trabajos para la evaluacion del contenido de glucosinolatos, utilizando toda la gama del
espectro (400 - 2500 nm) (Font et al., 2003, 2006).

Se aplico el procedimiento de correccion de espectro SNV + DT, que proporciona el
programa WinISI para la eliminacion de dispersion debido a los efectos causados por
las diferencias en el tamafio de particula o la variacion en longitud de camino entre la
dispersion de las muestras y ajustar la linea base (Barnes et al., 1989). El tratamiento
seleccionado para un parametro en un conjunto de datos no es siempre la mejor opcion
para el mismo parametro en cualquier otro conjunto de muestras (Nufiez et al., 2016);
esto confirma la importancia de optimizar el tratamiento para cada parametro y conjunto
de datos. En este sentido, los tratamientos matematicos seleccionados y aplicados a los
espectros en nuestro trabajo fueron (1, 4, 4, 1) y (2, 5, 5, 2), en el que: el primer nimero

indica el orden de la derivada (primera o segunda derivada del logaritmo de 1 / R); el
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segundo numero es la amplitud o distancia entre los segmentos a sustraer, el tercer
namero es la longitud del segmento a ser suavizado y el cuarto ndmero indica un
segundo suavizado (Shenk et al., 1992). Los estadisticos que definen las ecuaciones de
calibracion obtenidas son el coeficiente de determinacion (R?) que muestra el porcentaje
de la variabilidad existente en las concentraciones de glucosinolatos explicado por la
ecuacion de regresion, y el error estdndar de la calibracion (SEC) que es el error
estandar de los residuales para el colectivo de calibracion. Hay que destacar que el error
estandar de la calibracion solamente nos indica el ajuste de los valores de referencia a la
linea de regresion, por lo que no puede considerarse un estadistico adecuado para
evaluar la validez de la ecuacion de calibracion obtenida (Shenk et al., 1996).

El espectro del patrén de gluconapina (3-Butenilglucosinolato, Phytoplan Diehm vy
Neuberger GmbH, Alemania) también fue registrado en el modo de reflectancia en el

rango de longitud de onda de 400 a 2500 nm, a intervalos de 2 nm.

Validacion de las ecuaciones

Para evaluar la capacidad de prediccion de las ecuaciones de calibracion se utilizaron
dos modelos de validacion, permitiendo una comparacion (a través de diferentes
criterios estadisticos) entre el valor verdadero (obtenido por el método de referencia) y
el valor estimado (obtenido por NIRS).

Validacion cruzada

En primer lugar, se realiz6 una validacion cruzada basandose Unicamente en los datos
empleados en la etapa de calibracion, con el fin de calcular el nimero Optimo de
términos en la regresion. El algoritmo selecciona diferentes conjuntos de calibracion y
validacién dentro de toda la poblacion considerada, por lo que con cada seleccion es una
simulacion del algoritmo de regresion (Martens et al., 1989; Shenk et al., 1991). Por
ultimo, el programa de célculo eligi6 la ecuacion que hizo minimo el error estandar de
la validacion cruzada (SECV). Las estadisticas resultantes de la validacion cruzada
fueron: el coeficiente de determinacion de la validacion cruzada (r%.), el error estandar
de la validacién cruzada (SECV), que representa el error estandar de los residuales para
el conjunto de validacion cruzada; y el estadistico RPD (Férmula 1) que es la relacion
entre la desviacion estandar y el error estandar de la validacion cruzada (SD/SECV). El
RPD,. es una estadistica que permite la evaluacién de la SECV en términos de la
desviacién estandar de los datos de referencia para la poblacion estudiada (Williams,
2001).
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RPD = SD{[(Ery(v; — 5 (n— k— 1)71]°%)1 @

Donde y; = valor de referencia de laboratorio para la muestra; y,= valor medio NIR; n =
numero de muestras, k = numero de longitudes de onda utilizadas en una ecuacion; SD
= desviacion estandar de los datos quimicos.

Validacion externa

En segundo lugar, las ecuaciones de calibracion seleccionadas fueron evaluadas con
muestras que no intervinieron en la calibracion (conjunto de validacion, n = 70 en este
trabajo). Las estadisticas de validacion externa incluyen: el coeficiente de determinacién
de validacion externa (), el error estandar de prediccion (SEP), el RPD (que es la
relacion SD/SEP), y el estadistico RER (Férmula 2), que es la relacion entre el intervalo
de valores de glucosinolatos del conjunto de validacion y el error estdndar de

prediccion.

RER = range{[(Z% (v, — ¥ )*)(n— k — 1)71]%}? @)

Donde y; = valor de referencia de laboratorio para la muestra; ¥, = valor medio NIR; n =
namero de muestras, k = namero de longitudes de onda utilizadas en una ecuacién; SD
= desviacion estandar de los datos quimicos.

Los estadisticos RPD y RER permiten una comparacion de la actuacion del modelo a
través de poblaciones con diferentes desviaciones estandar (Cozzolino et al., 2004). Las
mejores ecuaciones de calibracidn para el analisis de glucosinolatos se seleccionaron
teniendo en cuenta la combinacion Optima de las siguientes estadisticas de validacion
externos: altos valores de coeficientes de determinacion (r’.) y altos valores de RPD,. y
RER. Esas ecuaciones en las que RPD es superior a 3 se considera que tiene una
capacidad excelente de prediccion, aquellas con RPD entre 2 y 3 permiten que se hagan
predicciones aproximadas, y aquellas cuya RPD fue entre 1,5 y 2 solo se podrian
utilizar a efectos de clasificacion en grupos con un contenido medio-alto-bajo. Del
mismo modo, los valores de RER obtenidos con las diferentes ecuaciones de calibracion
con una buena capacidad de prediccién deben ser mayores de 10 (Williams et al., 1996;
Williams, 2001).

129



S. Obregon Cano | Capitulo VI

Otros estadisticos fueron el bias, 0 media de la diferencia entre los datos de referencia y
loa datos de reflectancia NIR, es una medida de la precision global de la calibracion, y
la pendiente, que indica el grado en que los valores predichos de reflectancia NIR
cambian en relacion con los valores de referencia. Una pendiente de 1 es excelente, ya
que muestran que la tasa de cambio en el conjunto de datos es idéntico (William, 2001).
Se determin0 el error estdndar de laboratorio (SEL) para el analisis de los glucosinolatos
y se compard con la SEP para todas las ecuaciones. Para obtener el error total del
método de referencia (SEL), se seleccionaron 10 muestras de nabizas y grelos y se
analizaron por duplicado en diferentes momentos y por diferentes analistas. La relacion

estadistica SEP/SEL relaciona el error de NIRS con el error del método de referencia.

Resultados

Andlisis de referencia de glucosinolatos en las muestras.

Las concentraciones de los glucosinolatos: gluconapina (GNA), glucobrasicanapina
(GBN), progoitrina (PRO) y glucosinolatos totales (tGSL) se determinaron en 351
muestras de Brassica rapa obtenidas en afios consecutivos. La Tabla 1, muestra la
estadistica descriptiva, media, intervalo, desviacion estandar (SD) y el coeficiente de

variacion (CV) para los glucosinolatos estudiados.

Tabla 1. Contenido en glucosinolatos (umol g* ms®) de las muestras de Brassica rapa, analizadas

segun el método de referencia.

Componentes N° Intervalo Media SD° CV¢
GNA® 351 0,42-72 22,61 14,01 61,96
PROf 351 0,06-11,14 1,84 1,77 96,19
GBN? 351 0,01-7,32 1,43 1,11 77,62
tGSL" 351 0,45-76,28 2558 15,04 58,79

@ Materia seca. ° NGmero de muestras. *Desviacién Estandar.

ICoeficiente de variacion. ¢ Gluconapina. " Progoitrina.

Y Glucobrasicanapina. " Total de glucosinolatos.

La gluconapina mostré un amplio intervalo de valores (0,42-72 pmol g™ materia seca),
mientras que progoitrina y glucobrasicanapina mostraron intervalos con menor

variabilidad. Se observd un alto coeficiente de variacion (CV) para los glucosinolatos
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individuales y totales (> 50%), posiblemente debido a las diferencias entre las entradas
de Brassica rapa.
La Figura 1 muestra la distribucion del conjunto de muestras de Brassica rapa respecto

al contenido total e individual de glucosinolatos.
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Figura 1. Distribucion de las muestras de B. rapa respecto a la concentracion de glucosinolatos: (a)

Total de glucosinolatos, (b) gluconapina, (c) progoitrina y (d) glucobrasicanapina.

Calibracion NIRS y validacion cruzada de glucosinolatos.

Se realizdé un analisis de componentes principales (PCA) para detectar y eliminar
posibles muestras cuyos espectros diferian del conjunto (Shenk et al., 1991). En la
Figura 2 (a) se muestran los espectros (log 1/R) de las muestras de Brassica rapa

utilizadas en el conjunto de calibracion. La Figura 2 (b) muestra la segunda derivada de

131



S. Obregon Cano | Capitulo VI

los espectros (2, 5, 5, 2; SNV-DT) en el rango de 400 a 2500 nm, que se obtuvo con el
fin de identificar y relacionar diferentes bandas de absorcion del espectro con grupos
especificos que influyen en los términos MPLS. Los picos y valles en la figura 2 (b)
sefialan la curvatura maxima en el espectro de reflectancia (log 1/R) (Figura 2a). El
espectro mostré una banda en la region visible a 674 nm, correspondiente a las
transiciones electronicas en el rojo, que se ha asociado a la absorcion de clorofila
(Tkachuk et al., 1982). Figura 2 (c) muestra la segunda derivada del espectro medio del
patrén de gluconapina. El estudio de este espectro es una buena manera de identificar
algunos de los grupos que absorben a esa longitud de onda, relacionados directamente
con la gluconapina, que est presente en el 99,9% de las muestras de Brassica rapa y
que se utilizan principalmente en el modelado de las ecuaciones. Esto es especialmente
interesante en los casos en los que la baja concentracion en las muestras del analito(s)
estudiado no explica por si mismo las altas correlaciones encontradas (Font et al.,
2005). La Figura 2 (b) y la Figura 2 (c) presentan considerables similitudes espectrales
de 1400 a 2316 nm de longitud de onda. Cabe esperar que este rango sea Util para

estudios cuantitativos de gluconapina.
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Figura 2. (a) Espectros (log 1/R) de las muestras de Brassica rapa utilizadas en el conjunto de
calibracién (n = 277), en el intervalo de 400 a 2500 nm. (b) Segunda derivada de los espectros (2, 5,
5, 2; SNV + DT) de los datos en el intervalo de 400 a 2500 nm de Brassica rapa. (c) Segunda
derivada de los espectros (2, 5, 5, 2; SNV + DT) de los datos en el intervalo de 400 a 2500 nm del

patron de gluconapina.

La Tabla 2 muestra los estadisticos descriptivos incluyendo intervalo, media y
desviacién estandar (SD) para los glucosinolatos de las muestras pertenecientes a los
conjuntos de calibracion y de validacion. El intervalo del conjunto de muestras de

validacion se incluyo dentro del intervalo del conjunto de muestras de calibracion, como
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se recomienda para generar un modelo de calibracion de capacidad predictiva fiable
(Petisco et al., 2005).

Tabla 2. Contenido en glucosinolatos (umol g™* ms?).de las muestras de los grupos de calibracién y

de validacién de Brassica rapa.

Grupo de Calibracion (n=277) Grupo de Validacion (n=70)
Componentes  Intervalo  Media  SD” Intervalo Media SDP
GNA® 0,65-72 22,47 13,82 0,42-64,26 22,49 14,21
PRO" 0,06-11,14 1,90 1,85 0,11-5,51 1,67 1,40
GBN® 0,04-6,73 1,45 1,08 0,01-7,32 1,29 1,23
tGSL' 0,89-76,28 25,52 14,79 0,45-73,48 25,15 15,46

*Materia seca. ® Desviacién Estandar de los datos. © Gluconapina.  Progoitrina.

¢ Glucobrasicanapina. " Total de glucosinolatos.

Los estadisticos de la calibracion y validacion cruzada para las ecuaciones desarrolladas
utilizando SNV + DT y el primer o segundo tratamiento derivado se muestran en la
Tabla 3. Los tratamientos (1,4,4,1; SNV + DT) y (2,5,5,2; SNV + DT) se aplicaron a
todo el espectro de las muestras del conjunto de calibracion. Se obtuvo el error estandar
de la calibracion (SEC) mas bajo y el mayor coeficiente de determinacion en la
calibracion (R?) con la transformacion a la segunda derivada (2,5,5,2) de los datos para
todas las ecuaciones desarrolladas. Los resultados en las diferentes estadisticas,
utilizando la primera derivada de los espectros, fueron mas deficientes, presentando

valores de R? y SEC més bajos que los obtenidos en la segunda derivada.

Las ecuaciones de calibracion fueron evaluadas por la validacién cruzada interna. Las
ecuaciones obtenidas muestran valores r2Vc en la validacion cruzada que variaron de
0,60 para glucobrasicanapina a 0,96 en gluconapina, los cuales también mostraron los

valores mas bajos (1,57) y més altos (5,11) de RPD,, respectivamente (Tabla 3).
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Tabla 3. Estadisticos de la calibracion y validacion cruzada en Brassica rapa.

Calibracién Validacion Cruzada
Componentes®  MT” Intervalo Media SD° SEC? R* RPD. r°%,® SECV"

GNA' 1441 065-6097 22,05 1349 285 0,95 380 093 355
PRO/ 1,441  0,06-8,32 1,66 155 0,70 0,79 1,80 068 0,86
GBN* 1,441  0,04-4,08 1,35 092 055 0,64 1,39 049 0,66
tGSL' 1441 089-7628 2536 14,87 292 0,96 425 094 350
GNA' 2,552 0,65-72 2209 1381 201 0,98 511 096 2,70
PRO/ 2552  0,06-7,55 1,67 150 071 0,78 1,67 064 0,90
GBN* 2552  0,04-4,08 1,35 094 049 0,72 1,57 060 0,60
tGSL' 2552 089-7628 2528 14,82 19 0,98 561 097 264

% Glucosinolatos expresados como pmoles por g. materia seca. ° Tratamiento matematico. ¢ Desviacion

estandar. ¢ Error estandar de calibracion. ¢ Coeficiente de determinacion en la calibracion. f Relacion entre

la desviacion estandar de los datos de referencia y el error estandar de la validacién cruzada. ¢ Coeficiente

de determinacién de la validacién cruzada. " Error estandar de la validacion cruzada. ' Gluconapina.

Progoitrina. “ Glucobrasicanapina. ' Total de glucosinolatos.

La Figura 3 presenta las graficas de prediccién para las concentraciones de

glucosinolatos de Brassica rapa de la validacion cruzada de las ecuaciones de

calibracion desarrolladas frente a los datos de referencia. Estos resultados reflejan los

diferentes componentes individuales que contribuyen méas en los modelos de calibracién

NIRS. Se consideran calibraciones mejores y mas precisas las que muestran valores de

R? mas al

tos.
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Figura 3. Representacion grafica de los valores de referencia frente a los valores de prediccion en
validacién cruzada del total glucosinolatos (a), gluconapina (b), progoitrina (¢c) vy

glucobrasicanapina (d) (n=277) (umol g* ms).

Modelo de regresion por Minimos Cuadrados Parciales Modificados (MPLS) del
contenido en glucosinolatos en muestras de nabizas y grelos.

Las representaciones graficas de los tres primeros términos (loadings) de la ecuacion en
segunda derivada (2,5,5,2) de gluconapina obtenida por MPLS (Figura 4), ilustran los
coeficientes de regresion de cada longitud de onda e indican qué longitudes de onda
influyen principalmente en la ecuacion de calibracion. En la segunda derivada, picos
apuntando hacia abajo indican influencia positiva de grupos y enlaces en el desarrollo
de las ecuaciones, mientras que los picos apuntando hacia arriba indican correlaciones
negativas. Las identificaciones de compuestos y grupos quimicos especificos para
diferentes longitudes de onda, mediante el programa WINISI revelaron una asociacién
de términos MPLS para gluconapina con varios grupos funcionales. Las regiones
espectrales alrededor de 1442, 1700, 2052, 2168 y 2300 nm muestran importantes
contribuciones al modelo de MPLS. Estas podrian estar relacionados con los grupos
CH-CH; (1442 nm); con grupos CH3 y grupos SH (1700 nm); con grupos de proteina
N-H (2052 nm); enlaces CH-CH (2168 nm) y a segundos sobretonos de grupos CH
relacionados también con las proteinas (2300 nm). Otras contribuciones menores en el
desarrollo de este factor fueron las longitudes de onda relacionadas con grupos OH
relativos al agua y picos relacionados con segundos sobretonos de grupos C = O (1920

nm).
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Figura 4. Gréficos de los tres primeros términos (loadings) de la ecuacién obtenida por MPLS para

gluconapina de Brassica rapa en segunda derivada (2, 5, 5, 2). Figuras A, B y C representa el

término 1, 2 y 3, respectivamente.
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Validaciones externas de ecuaciones de calibracion

Las ecuaciones de calibracion se evaluaron mediante validacion externa utilizando datos
del conjunto de validacion, compuesto por datos externos independientes (Tabla 2). Las
estadisticas de validacion para los glucosinolatos medidos en Brassica rapa se muestran
en la Tabla 4.

Para estos modelos mateméticos, r. en la primera derivada presentd valores més bajos
que los obtenidos para la segunda derivada con todas las ecuaciones. Las mejores
predicciones se obtuvieron para gluconapina (SEP: 3,49; RPD..: 4,26) y glucosinolatos
totales (SEP: 3,28; RPD..: 4,93), mientras que para los otros glucosinolatos, progoitrina
y glucobrasicanapina, se obtuvieron peor combinacion de los estadisticos, presentando
menor r’., RPDy. y RER. Se encontraron diferencias pequefias en los bias y las
pendientes de las ecuaciones de primera y segunda derivada, valores cercanos a 0,00 y

1,00, respectivamente.

Tabla 4. Estadistica de la validacién externa de las ecuaciones de los diferentes componentes de

Brassica rapa (n=70).

Componente® MTP Intervalo® Media® SD® SEPT r,.® P" Bias RPD' RERF
GNA' 1441 0,42-6426 21,91 13,63 3,76 0,92 0,98 -0,01 3,57 16,98
PRO™ 1441 0,11-551 151 1,31 1,05 0,38 0,77 -0,08 1,00 514
GBN" 1441 0,01-2,99 1,10 0,85 0,63 0,51 0,73 -0,05 1,33 4,73
tGSL" 1441 045-7348 24,64 1494 4,01 0,93 0,97 -0,27 3,71 18,21
GNA 2552 0,42-64,26 22,49 1421 3,49 0,94 0,93 0,14 4,26 18,29
PRO 2552 0,11-5,51 1,60 1,38 1,08 0,41 0,81 -0,09 1,00 5,00
GBN 2552 0,01-2,99 1,10 0,85 0,60 0,55 0,78 -0,10 1,33 4,97
tGSL 2552 0,45-73,48 25,26 1555 3,28 0,96 094 -0,35 4,93 22,27

2 Glucosinolatos expresados como pmoles por g. materia seca. ° Tratamiento matematico. © Intervalo de
valores de referencia del grupo de validacién externa. ® Media de los valores de referencia del grupo de
validacién externa. ¢ Desviacion estandar de valores de referencia del grupo de validacion externa. " Error
estandar de prediccion. ¢ Coeficiente de determinacion en la validacion externa. " Pendiente. ' La
diferencia entre el valor real medio y el valor medio estimado para las muestras del conjunto de
validacion. ! Relacion de la desviacion estandar y SEP. ¥ Relacién del intervalo y SEP. ' Gluconapina. ™

Progoitrina. " Glucobrasicanapina. "Total de glucosinolatos.

Discusion
El contenido individual y total de glucosinolatos en las muestras de nabizas y grelos de
Brassica rapa mostré un amplio intervalo de valores debido a la recoleccion de

muestras a lo largo de tres temporadas y recogidas en diferentes estados fenoldgicos
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(nabizas y grelos) que contribuy6 a aumentar la variabilidad quimica en el conjunto. Los
glucosinolatos hallados en Brassica rapa analizadas en HPLC fueron GNA, PRO y
GBN, principalmente. El glucosinolato predominante en todas las muestras fue GNA, y
estos resultados son acordes a los encontrados en la literatura, donde se cita una alta
concentracion de este componente en esta especie de Brassica (Cartea et al., 2012;
Francisco et al., 2009, Padilla et al., 2007). Las bajas concentraciones encontradas en
PRO y GBN en las muestras analizadas ya indicaban que la correlacion con la
informacidn espectral podria ser baja. Se aplicaron la primera y segunda derivada para
el desarrollo de las ecuaciones y se evaluaron las estadisticas para la seleccion de las
ecuaciones mas robustas y eficientes para predecir el contenido en glucosinolatos. Se
verifico la robustez del método mediante la aplicacion de una validacién externa
mediante 70 muestras independientes del conjunto de calibracion. El rendimiento de las
ecuaciones de calibracion se evalué usando r’. y RPDy. y el estadistico RER, que se
calcul6 para verificar la exactitud de la calibracion. Siguiendo las consideraciones
reportadas por Williams (2001) acerca de la estimacion de la exactitud de una ecuacion
de calibracion a partir de validacion externa, la r’. que se obtuvo para glucosinolatos
totales (0,96) y también para GNA (0,94) fueron indicativas de ecuaciones con una
excelente informacion cuantitativa y los valores de RPD (4,93 y 4,26, respectivamente)
fueron superiores a 3, lo que indic6 que las calibraciones desarrolladas por MPLS
podrian utilizarse para el cribado y se excelentes modelos de prediccion de estos
glucosinolatos en el material liofilizado de Brassica rapa (Williams, 2001). Sin
embargo, PRO y GBN mostraron valores de r’ (0,41 y 0,55, respectivamente) que los
hace Utiles para una buena clasificacion de las muestras en grupos de alto y bajo
contenido.

Se han hecho algunos estudios previos sobre calibraciones NIRS de glucosinolatos en
otras especies de Brassica debido al interés comercial que el género suscita. En las
hojas de Brassica napus, se han obtenido valores de r? de 0,73 para GNA, de 0,78 para
PRO, de 0,81 para GBN y de 0,88 para glucosinolatos totales en validaciones cruzadas
(Font et al., 2005) y otros autores han conseguido valores de r’. de 0,74 para
glucosinolatos totales (Mika et al., 2003). En las semillas intactas de B. napus, el valor
r’ve Obtenido para glucosinolatos totales fue de 0.83 para la validacion externa (Petisco
et al., 2010). En las hojas de Brassica oleracea se han publicado valores de r’, de 0,70
en GNA vy 0,83 en glucosinolatos totales en la validacion cruzada (Font et al., 2005) y
valores de r’ de 0,73 en glucosinolatos totales en la validacion externa (Hernandez et
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al., 2012). En planta liofilizada de Brassica albograbra, los valores de r’ publicados
fueron de 0,69 en PRO, de 0,87 en GNA y de 0,92 en glucosinolatos totales, y valores
de r’,c de 0,34 en PRO, de 0,82 en GNA y de 0,91 en glucosinolatos totales (Chen et al.,
2014). En las semillas intactas de Brassica juncea, los valores de r%. publicados en
GNA fue de 0,95 y 0,82 en glucosinolatos totales (Font et al., 2004 y 2006). En las
semillas intactas de Brassica carinata los valores 2, facilitados fueron de 0,93 en
glucosinolatos totales (Font et al., 2006) y 0,88 (Petisco et al., 2010).

En el presente trabajo se han desarrollado por primera vez ecuaciones de calibracion
para glucosinolatos en nabizas y grelos y los valores r? y r’ye obtenidos fueron los més
altos hasta ahora publicados para GNA (0,96 y 0,94, respectivamente) y en
glucosinolatos totales (0,97 y 0,96, respectivamente) fueron similares a los publicados
por otros autores hasta ahora.

Los espectros contienen toda la informacion de composicion quimica de la muestra y las
interacciones entre los constituyentes que son responsables de que la muestra posea sus
propiedades unicas fisicas y funcionalidad (William, 2001). Todos los componentes
(proteina, almidon, glucosinolatos, etc.) estan presentes en las muestras de Brassica
rapa, esto hace dificil concluir el nivel de participacion de estos en la calibracion de
GNA. Con el estudio de las longitudes de onda observadas en los espectros del patrén
de gluconapina (Figura 2b y 2c), y el estudio de las principales longitudes de onda
utilizadas en los tres primeros términos de la ecuacion de calibracién para GNA (Figura
4), se observaron que longitudes de onda participaron directamente en la ecuacion de
GNA. En los espectros del patron de GNA (Figura 2b y 2c), las principales bandas de
absorcién se muestran a 674 nm en la regidon del visible relacionadas con las
absorciones de pigmentos vegetales, en las regiones NIRS se mostraron bandas de
absorcion a las longitudes de onda 1436 y 1730 nm relacionadas con los grupos CH y
CH,; a 1920 nm se atribuyé a vibraciones de grupos OH de agua; a 2052 nm fue
relacionada con N-H de grupos amidas; y a 2310 y 2348 nm relacionadas con
vibraciones de grupos CH y combinacion de bandas de grupos metileno (Murray et al.,
1987). Algunas de estas longitudes de onda participaron considerablemente en los tres
primeros términos MPLS de la ecuacion de GNA en Brassica rapa (Figura 4), y fueron
similares a los citados en la literatura en trabajos para otras especies de Brassica
(Hernéndez et al., 2012; Font et al., 2004, 2005 y 2006), aunque con diferencias en
algunas absorciones especificas al tratarse de otras especies con diferente composicion.
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Conclusiones

Los resultados aportados en este trabajo muestran que, a partir de las ecuaciones de
calibracién desarrolladas, la espectroscopia de infrarrojo cercano es capaz de predecir
el contenido de gluconapina y glucosinolatos totales en muestras de Brassica rapa, con
suficiente precision para fines de seleccion y prediccion. La inclusion de los diferentes
estados fenoldgicos (nabizas y grelos) recogidos durante tres afios de las muestras de
Brassica rapa incrementaron la robustez de las ecuaciones de gluconapina y
glucosinolatos totales en el modelo de calibracion ya que se consiguié un mayor tamafo
muestral con valores de concentracion en todo el intervalo. Las ecuaciones para
glucobrasicanapina y progoitrina se pueden utilizar para una correcta clasificacion de
los grupos de muestras en funcion de su concentracion en "altos" y "bajos". Asimismo,
estos modelos de calibracion pueden ser optimizados usando conjuntos de muestras de
cosechas posteriores, con el fin de mejorar la robustez y precision de los modelos. Con
estas herramientas de prediccion del contenido de glucosinolatos en Brassica rapa
subsp. rapa se puede avanzar en la gestion de la calidad del producto, y en la mejora de

otros criterios de aceptacion.
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Capitulo VII

Uso de la espectroscopia de infrarrojo cercano para el analisis del
contenido de fibra acido detergente en nabizas y grelos (Brassica

rapa L. subsp. rapa).

S. Obregén-Cano?® R. Moreno-Rojas”, A.M. Jurado-Millan?, E. Cartea® y A. De

Haro-Bailén?.
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28, 36080 Pontevedra, Esparia.

Resumen

Se ha evaluado el potencial de la espectroscopia de reflectancia en el infrarrojo cercano
(NIRS para el andlisis del contenido de fibra acido detergente (FAD) en dos partes de
Brassica rapa, nabizas y grelos, muy apreciadas en el norte de Espafia y Portugal. Se
analizd espectralmente un conjunto de 134 muestras en un equipo NIRS y se aplicé el
método de regresiébn por minimos cuadrados parciales modificado (MPLS). Se
desarrollaron tres ecuaciones de calibracion: en la ecuacion sin tratamiento de datos
(0,0,1,1) se obtuvo un R? = 0,91, en la ecuacién con tratamiento en primera derivada
(1,4,4,1) un valor de 0,95 y en la ecuacion con segunda derivada (2,5,5, 2) un valor de
0,96. La precision de la estimacion se baso en parametros como la RPD (relacion entre
la desviacion estandar y el error estandar de la validacion) y el RER (relacion entre el
intervalo de valores de FAD vy el error estandar de prediccion) de la validacién externa,
se obtuvieron valores de 2,75 y 9,00 para el tratamiento sin derivar, 3,41y 11,79 con la
primera derivada, 3,10 y 11,03 con la segunda derivada. El espectro del residuo acido
detergente mostro las longitudes de onda y las bandas del espectro que pueden estar mas
asociadas con el contenido de FAD en la muestra. Los resultados demostraron el gran
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potencial de NIRS para el analisis predictivo del contenido de FAD en nabizas y grelos
y su uso como una herramienta rapida y econémica en programas de mejora de Brassica

rapa L. subsp. rapa.

Palabras Clave: Brassica rapa, nabizas, grelos, fibra acido detergente, NIRS.

Introduccion

Las plantas del género Brassica constituyen uno de los grupos de plantas
econdémicamente mas importantes del mundo. Son fuentes importantes de raices, tallos,
hojas, brotes e inflorescencias, asi como de aceites, condimentos y forraje para uso
alimentario o industrial (Gomez-Campo, 1980). Dependiendo de la parte de la planta
utilizada, sus cultivos se clasifican en oleaginosos, forrajeros, horticolas vy
condimentarios. El creciente interés cientifico de este grupo botanico ha aumentado
paralelamente a su importancia econdmica y sus logros en investigacion. El consumo de
vegetales del género Brassica se ha relacionado con la salud humana en la reduccion del
riesgo de padecer cierto tipo de enfermedades crénicas, como problemas
cardiovasculares y diferentes tipos de cancer (Cartea et al., 2008; Traka et al., 2009).
Dentro del género Brassica, cuatro especies, B. oleracea, B. rapa, B. napus y B. juncea,
contienen la mayoria de los cultivos con uso horticola. El cultivo de Brassica rapa L.
subsp. rapa, conocida cominmente como nabo, es uno de los mas antiguos utilizados
para el consumo humano. Fue la primera especie de Brassica domesticada por el
hombre hace miles de afios, apareciendo ya citada en la literatura sénscrita con el
nombre de Siddharta, lo que prueba la antigiiedad de su cultivo (Prakash, 1961). En el
norte de Espafia y Portugal, las nabizas y los grelos son un cultivo en alza, ocupando un
lugar destacado en la agricultura tradicional gallega y portuguesa. Las nabizas son las
hojas jovenes de la planta recogidas en el periodo vegetativo, mientras que los grelos
son los tallos florales recogidos justo antes de la apertura a flor. En el caso de los grelos,
la diversificacion de este producto esta cobrando especial importancia, siendo cada dia
mayor el nimero de empresas de envasado y congelado que aparecen en torno a él, no
solo en Galicia sino también en otras partes de Espafia. Un factor importante a tener en
cuenta en la composicion nutricional de las nabizas y grelos es la fibra, ademas de la
presencia de otros componentes, como algunas vitaminas y minerales que
complementan parcialmente las demandas cotidianas de la dieta. El contenido de fibra

en los vegetales es esencial para la digestibilidad del alimento; es reconocido que la
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ingesta de fibra proporciona muchos beneficios a la salud humana, contribuyendo a la
prevencion de cancer de colon y a reducir el riesgo de desarrollar enfermedades
cardiovasculares, infarto cerebral, hipertension, diabetes, obesidad y ciertos desordenes
gastrointestinales (Anderson et al.,, 2009). Tradicionalmente los carbohidratos
estructurales de los alimentos se han estimado mediante el analisis del contenido en
fibra bruta. La fibra bruta se puede definir como el residuo resultante tras someter al
alimento a un proceso de hidrdlisis doble: &cida (con acido sulfurico) y alcalina (con
hidroxido potésico), mediante el protocolo desarrollado por el método Weende (AOAC,
1995). Un inconveniente de esta doble hidrdlisis es que solubiliza parte de la
hemicelulosa y de la lignina de la pared celular, por lo que el resultado que se obtiene
del contenido en fibra bruta es menor que el contenido real en carbohidratos
estructurales. Este problema se evita mediante el uso de soluciones detergentes para el
analisis de fibra, de acuerdo con el método propuesto por Goering y Van Soest (1970).
La fibra neutro detergente (FND) estima el contenido en celulosa, hemicelulosa, lignina,
cutina y minerales insolubles de la pared celular, y se determina como el residuo que
queda tras la extraccion con la solucion neutro-detergente (formada por sulfato lauril
sodico y EDTA). La fibra acido detergente (FAD) es un estimador del contenido en
celulosa, lignina, cutina y minerales insolubles de la pared celular y se determina como
el residuo que queda tras la digestion de la muestra con una solucién &cido-detergente
(formada por acido sulfarico diluido y bromuro de cetil-trimetil-amonio). La diferencia
entre FND y FAD es la fraccion de hemicelulosa. Con el método FAD se hidroliza la
hemicelulosa, de ahi que la determinacion de FAD est¢é més asociada a la
degradabilidad y digestibilidad, mientras que el contenido de FND sélo esta
relacionado con la ingestion o con una fraccion muy utilizable ain por el organismo
(Van Soest et al., 1967). Varios autores han documentado la correlacion negativa
existente entre el contenido de FND y de FAD con la digestibilidad de los productos
vegetales (Oh et al., 1966; Hovin et al., 1976; Archer et al., 1977). En el mismo sentido,
también se ha demostrado la alta correlacion negativa existente entre el contenido en
FAD vy la digestibilidad in vitro, pudiendo ser considerado por lo tanto el contenido en
FAD de un vegetal como un buen indicador de la digestibilidad y calidad del mismo
(Hill et al., 1977; Soh et al., 1984; Van Soest et al., 1985).

Los métodos de analisis del contenido en fibra y sus componentes antes descritos son
caros, lentos, agresivos con el medio ambiente y necesitan mano de obra especializada

para su aplicacion. Desde los ultimos 40 afios, la tecnologia basada en la espectroscopia
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por reflectancia en el infrarrojo cercano (NIRS) se ha desarrollado como una
herramienta rapida, consistente y econdmica frente a los andlisis de componentes en
laboratorio que consumen mucho tiempo, son costosos y conllevan el manejo de
reactivos peligrosos (Scotter, 1990; Bochereau et al., 1992; Font et al., 2005, 2006;
Cozzolino et al., 2004; Sinelli et al., 2008; Davey et al., 2009). Hoy dia, la tecnologia
NIRS se aplica rutinariamente en los programas de mejora genética de muchas especies
vegetales para determinar el contenido en fibra, humedad, aceite, proteina, minerales,
glucosinolatos y composicion de acidos grasos de sus partes consumibles (Helgerud et
al., 2015; Hell et al., 2016; Guo et al., 2016; Nufiez et al., 2016). Las primeras
calibraciones para el contenido de fibra cruda en semilla en el género Brassica fueron
desarrolladas por Panford et al. (1988) y Michalski et al. (1992). Mé&s recientemente
calibraciones para el contenido de FAD en semillas de diferentes especies de Brassica
han sido desarrolladas por Font et al. (2003), Font et al. (2005), Dimov et al. (2012) y
Wittkop et al. (2012). Recientemente se ha utilizado la técnica NIRS para la répida
determinacion de la calidad de la materia prima, a partir del estudio de la fibra como
componente de la biomasa (Foster et al., 2013), para determinar la digestibilidad de la
cafia de azucar (Daniel et al., 2014) o para el estudio del contenido de fibra en alimentos
para rumiantes (Krizsan et al., 2015).

El objetivo de este trabajo ha sido el desarrollo y validacion de ecuaciones de
calibracion NIRS para la determinacién de fibra acido detergente (FAD) en partes
aéreas comestibles de Brassica rapa (nabizas y grelos), con vistas a su uso como
herramienta para el analisis rapido y no destructivo en el cribado de colecciones de
germoplasma y en la seleccion de los genotipos de mayor calidad respecto a este

componente.

Material y Métodos

Material Vegetal

Brassica rapa se cultivo en la finca experimental del Instituto de Agricultura Sostenible
de Cérdoba (37°51' N, 4°48'W, Espafia) en un disefio de bloques al azar con 3
repeticiones. El clima es tipico mediterraneo con una precipitacion media de 650 mm, y
el suelo es profundo, franco-arenoso, clasificado como Typic Xerofluvent.

Las entradas de Brassica rapa L. subsp. rapa procedieron del Banco de Germoplasma
de Brassica de la Mision Bioldgica de Galicia (Pontevedra), en donde habian sido

evaluadas por sus caracteristicas agrondmicas y su aptitud para produccion de nabizas y
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grelos. En la temporada 2013-2014 se cultivaron 19 entradas y en la temporada 2014-
2015 fueron 6 entradas. Durante cada temporada agricola, y en el momento dptimo para
consumo, se tomaron muestras de nabizas (4 a 5 hojas por planta) y de grelos (3 a 4
tallos florales por planta) de las plantas seleccionadas para cada una de las entradas
estudiadas. En total se cosecharon 134 muestras, 78 muestras en la temporada 2013-14
(34 nabizas y 44 grelos) y 56 muestras en la temporada 2014-2015 (29 nabizas y 27
grelos). Todo el material vegetal se lavo a fondo con agua del grifo para eliminar la
suciedad y el polvo de la superficie y se finalizé con un lavado en agua desionizada. A
continuacion se almacenaron a -80 °C hasta el momento de su liofilizacion, que se
realizé en un equipo Telstar® modelo Cryodos-50 (Telstar, Terrasa, Espafia). Las
muestras liofilizadas se molieron en un molino IKA-Labortechnik® modelo Al0,
durante 20 segundos y se almacenaron en desecador hasta el momento de ser analizadas

por el método de referencia o escaneadas en el equipo NIRS.

Analisis del contenido de fibra acido detergente
El contenido de FAD se determind de acuerdo con los procedimientos descritos por
Goering y Van Soest (1970) en un aparato de Dosi-Fiber (Selecta®, Espafia). Se peso
0,5 g de muestra liofilizada y molida en crisoles de vidrio filtrantes (porosidad 2). Se
sometié a digestion durante una hora en 100 ml de bromuro de cetiltrimetilamonio
caliente en medio acido (&cido sulfurico). Después, la digestion se filtré para obtener el
residuo considerado como la fibra acido detergente de la muestra. A continuacién el
residuo se lavd con agua caliente y acetona y se seco en estufa a 110°C una hora y
media. Posteriormente se almaceno en desecador, 30 min, para atemperar los crisoles y
se procedi6 a su pesada. El residuo acido detergente (RAD) que quedd tras la digestion
se recuperd de los crisoles y se almacend para obtener su espectro NIRS y poder
compararlo con el de las muestras no digeridas.
El contenido en fibra acido detergente de la muestra se calculé de acuerdo con la
formula 1:

3—-P1

p
1)  %FAD = —— % 100
@ % P2 —P1

Donde P1 es el peso crisol, P2 es el peso del crisol con la muestra y P3 es el peso del
crisol con el residuo acido detergente después de la digestion. Cada muestra se analizd

por duplicado.
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Desarrollo de ecuaciones NIRS

Se utiliz6 un espectrofotometro de infrarrojo cercano modelo 6500 (Foss-
NIRSystems®, Inc., Silver Spring, MD, EE.UU.) para llevar a cabo los registros de los
espectros de las muestras en modo de reflectancia. Se registré un espectro por cada
muestra. Las muestras se colocaron en una cépsula redonda de 3 cm de diametro,
compuesta de vidrio de cuarzo y aluminio anodizado para evitar interferencias en la
absorcion. De cada muestra se obtuvieron los espectros de reflectancia en el rango de
longitudes de onda de 400 a 2500 nm, a intervalos de 2 nm. La recogida de los datos
espectrales y el analisis quimiométrico de los mismos se llevd a cabo mediante el
programa WinlISI 11 v1,50 (Infrasoft International, Port Matilda, PA, USA).

La deteccion de andmalos espectrales se realizdO mediante el analisis de componentes
principales (PCA) aplicado a todo el conjunto de la poblacion basado en el calculo de la
distancia de Mahalanobis (H) (Shenk et al., 1991, 1996). Este analisis ademas de ser
una herramienta para la seleccion de muestras del colectivo de calibracion, es una
técnica de gran utilidad en el andlisis para transformar los datos espectrales originales
(valores de absorbancia) en nuevas variables (componentes principales) ortogonales,
eliminando con ello la colinealidad (informacién redundante) (Martens et al., 1989). Se
calcularon las distancias entre los espectros de las distintas muestras respecto al espectro
medio. Se utilizo el algoritmo CENTER incluido en el programa WinlISI 11 (version
1.50 Infrasoft International, Port Matilda, PA, USA) para el calculo de las distancias H
entre los espectros de las distintas muestras respecto al espectro medio. De acuerdo con
Shenk y Westerhaus (1991), las muestras con un valor del estadistico H superior a 3
unidades se definieron como espectros atipicos y se eliminaron para el desarrollo de las
ecuaciones. Se encontraron un total de 4 espectros que fueron eliminados del conjunto
de muestras utilizado en el trabajo. EI nimero final de muestras seleccionadas fue de
130, el conjunto de calibracion se compuso de 104 muestras y se usé para el desarrollo
de las diferentes ecuaciones de calibracion, y el grupo de validacion externa se formé
con el 20% del total de las muestras (n=26) y se usO para evaluar la capacidad
predictiva de cada una de las ecuaciones desarrolladas. La seleccion de las muestras del
grupo de validacion externa se realizo a partir del listado de muestras ordenadas en base
a sus valores de H, eligiendo 1 de cada 5 muestras del listado ordenado (Shenk et al.,
1991). De esta manera, las muestras de validacion externa seleccionadas representan
todo el intervalo de variabilidad del conjunto de la poblacion (Hruschka, 2001). Para el
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desarrollo de las ecuaciones de calibracion se aplicé el método de regresion por
minimos cuadrados parciales modificados (MPLS), del que se ha mostrado su utilidad
para la evaluacion del contenido en fibra, utilizando todo el rango espectral (400-2500
nm) (Font et al., 2003, 2006).

Se aplicé el procedimiento de correccion de espectros SNV+DT que proporciona el
programa WinlISI para eliminar la dispersion debida a los efectos causados por las
diferencias en tamafio de particula o la variacion de longitud de camino entre la
dispersion de las muestras y ajustar la linea base (Barnes et al., 1989). El tratamiento
seleccionado para un parametro en un conjunto de datos no siempre es la mejor opcion
para el mismo parametro en cualquier otro conjunto de muestras (Nufiez et al., 2016),
esto confirma la importancia de optimizar el tratamiento para cada parametro y conjunto
de datos. En este sentido, los tratamientos matematicos seleccionados aplicados a los
espectros en el trabajo fueron (0,0,1,1), (1,4, 4,1) y (2, 5, 5, 2), donde el primer nimero
indica el orden de derivada (primera o segunda derivada del logaritmo de 1/R), el
segundo namero es la amplitud o distancia entre los segmentos a sustraer, el tercer
namero es la longitud del segmento a ser suavizado y el cuarto nimero indica un
segundo suavizado (Shenk et al., 1992). Los estadisticos que definen las ecuaciones de
calibracion obtenidas son el Coeficiente de Determinacién (R?) que indica el porcentaje
de la variabilidad existente en las concentraciones de FAD explicado por la ecuacién de
regresion, y el Error Estandar de la Calibracion (SEC) que es el error estandar de los
residuales para el colectivo de calibracion. Hay que destacar que el error estandar de la
calibracién solamente nos indica el ajuste de los valores de referencia a la linea de
regresion, por lo que no puede considerarse un estadistico adecuado para evaluar la

validez de la ecuacidn de calibracion obtenida (Shenk et al., 1996).

Validacion de las ecuaciones

Para evaluar la capacidad predictiva de las ecuaciones de calibracién se utilizaron dos
modelos de validacion que permiten establecer una comparacion (mediante diferentes
criterios estadisticos) entre el valor verdadero (valor obtenido por método de referencia)
y el valor estimado (valor obtenido por NIRS).

Validacion cruzada

En primer lugar, se realizd una validacion cruzada basada unicamente en los datos
empleados en la etapa de calibracién, para calcular el nimero 6ptimo de términos de la
regresion. El algoritmo selecciona diferentes colectivos de calibracion y validacion
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dentro del total de la poblacién considerada, realizando con cada seleccion una
simulacion del algoritmo de regresién (Martens et al., 1989; Shenk et al., 1991).
Finalmente el programa de célculo selecciono la ecuacion que hace minimo el Error
Estandar de Validacién Cruzada (SECV). Los estadisticos resultantes de la validacion
cruzada fueron el Coeficiente de Determinacion de la Validacién Cruzada (r’c), el Error
Estandar de la Validacién Cruzada (SECV), que representa el error estandar de los
residuales para el colectivo de validacion cruzada, y el estadistico (RPD) (Férmula 2)
que es la relacion entre la desviacion estandar y el error estdndar de la validacion
cruzada (SD/SECV). ElI RPD,. es un estadistico que permite la evaluacion del SECV en
funcion de la desviacion estandar de los datos de referencia para la poblacion en estudio
(Williams, 2001).

0.5
(2) RPD = SD

(Z(yi —3?1)2) (n—k-1!

Donde y; = valor de referencia de laboratorio para la muestra; ¥,= NIR valor medio; n =

namero de muestras, k = nimero de longitudes de onda utilizadas en una ecuacion; SD
= desviacion estandar de los datos quimicos.

Validacién externa

En segundo lugar se realizd6 una evaluacion de las ecuaciones de calibracion
seleccionadas con muestras que no intervinieron en la calibracion (colectivo de
validacién, n=26 en este trabajo). Las estadisticas de la validacion externa incluyen el
Coeficiente de Determinacion de la Validacion (r%), el Error Estandar de Prediccion
(SEP), el RPD., (que es la relacion SD/SEP) y el RER (Férmula 3) que es la relacion
entre el intervalo de los datos de FAD del conjunto de validacion y el error estandar de

la prediccion.

n 0.5
(3) RER=rango [(Z(yi - yi)2> (n—k— 1)‘1]

=1

-1

Donde y; = valor de referencia de laboratorio para la muestra; ¥,= NIR valor medio; n =
namero de muestras, k = nimero de longitudes de onda utilizadas en una ecuacién; SD
= desviacion estandar de los datos quimicos.

Los estadisticos RPD y RER permiten la comparacion del rendimiento del modelo a

través de poblaciones con diferentes desviaciones estdndar (Cozzolino et al., 2004). Las
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mejores ecuaciones de calibracion para el andlisis de la fibra acido detergente se
seleccionaron considerando la combinacién 6ptima de los siguientes estadisticos de la
validacion externa: altos valores de los coeficientes de determinacion (r’.) y altos
valores de RPD,, y de RER. Aquellas ecuaciones cuyo RPD es superior a 3 se
consideran con excelente capacidad de prediccion, las que tienen RPD entre 2 y 3
permiten realizar predicciones aproximadas, y aquellas cuyo RPD esté entre 1,5 y 2 s6lo
pueden utilizarse con fines de clasificacion en grupos de alto-medio-bajo contenido.
Igualmente, los valores de RER obtenidos con las distintas ecuaciones de calibracién
con buena capacidad predictiva deben ser mayores de 10 (Williams et al., 1996;
Williams, 2001).

El error estandar de laboratorio (SEL) para el andlisis de fibra &cido detergente se
determind y se comparé con el SEP para todas las ecuaciones. Para obtener el error total
del método de referencia (SEL), se seleccionaron 10 muestras de nabizas y grelos que
se analizaron por duplicado en diferentes momentos y por diferentes analistas. La
relacion SEP/SEL permite relacionar el error de NIRS con el error del método de

referencia.

Resultados y Discusién

Analisis de referencia de FAD en muestras de nabizas y grelos

Se analizaron 134 muestras de Brassica rapa (63 nabizas y 71 grelos) por el método de
Goering y Van Soest (1970). En la Tabla 1 se muestra el intervalo de los datos, media y
desviacion estandar de las 134 muestras analizadas entre nabizas y grelos. El contenido
medio de FAD en nabizas fue de 11,53 % y en grelos de 15,98%. Mediante la prueba t,
las medias se evaluaron y mostraron diferencias significativas entre ellas (P<0,001). Las
diferencias en el contenido en FAD se explican porque las nabizas estan formadas por
hojas jovenes y los grelos por tallos florales con mayor contenido en fibra. El
crecimiento de las plantas aumenta la proteccion y firmeza de los tejidos, que en su
mayoria consisten en lignina e hidratos de carbono estructurales, tales como celulosa y
hemicelulosas. Por lo tanto, en la madurez de las plantas hay un aumento de los hidratos

de carbono estructurales que aumentan las cantidades de fibra (Arzani et al., 2004)
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Tabla 1. Contenido en fibra de las muestras de nabizas y grelos de Brassica rapa, analizadas
directamente.
Fibra &cido detergente (%0)
N Intervalo Media SD?
Nabizas 63 8,55-15,27 11,53 1,54
Grelos 71 10,41-2191 1598 2554

& Desviacion estandar

Estos resultados confirman que Brassica rapa es una buena fuente de fibra con
concentraciones altas en algunas muestras (21,91 %) y concentraciones mas bajas en
otras (8,55 %). En la Figura 1 se muestran la distribucion de frecuencia del contenido en

fibra de nabizas y grelos de las muestras estudiadas.

M Grelos Nabizas

numero de muestras

9 10,5 12 13,5 15 16,5 18 19,5 21 225
Concentracion (%)

Figura 1. Distribucion grafica del nUmero de muestras de nabizas y grelos respecto a su contenido
en FAD

La variabilidad para el contenido de FAD de las muestras analizadas en este trabajo es
similar a la publicada en otros trabajos, donde se presentan valores de FAD en hojas de
Brassica rapa de 23,50% (Turk et al., 2009); en fibra cruda de 12,9 % y en FAD de
23,5 % (Francisco et al., 2011). En trabajos sobre el nabo (hipocotilo engrosado de
Brassica rapa que se utiliza ampliamente en la alimentacién humana), encontramos
contenidos medios de FAD de 14,68 % (Azam et al., 2013), de 28,28 % (Saeed et al.,
2012) y de 11,20 % (Turk et al., 2009). En harina de semilla de colza los valores del

contenido en FAD se encuentran comprendidos entre 9,5 y 15,2 % (Daszykowski et al.,
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2008); y en semillas de otras especies de Brassica los valores estan comprendidos entre
5,33% (B. carinata) y 16,31% (B. juncea) (Font et al., 2003).

Los datos estadisticos que describen los conjuntos de calibracién y validacion se
muestran en la Tabla 2. El intervalo de valores del conjunto de muestras de la validacion
estuvieron incluidos dentro del intervalo de valores del conjunto de muestras de la
calibracion, requerido para generar un modelo de calibracion de capacidad predictiva
fiable (Petisco et al., 2005).

Tabla 2. Contenido en FAD de las muestras de nabizas y grelos pertenecientes al grupo de

calibracién y de validacion de Brassica rapa, analizadas segun el método de referencia via himeda

Fibra &cido detergente (%0)
Intervalo Media SD?
Grupo Calibracién (n=104) 8,75-20,02 13,87 2,98
Grupo Validacién (n=26) 8,55-18,81 13,67 3,01

& Desviacion estandar

Calibracion y Validacion

El analisis de componentes principales fue llevado a cabo para localizar posibles
anomalos espectrales del conjunto de calibracion (Shenk et al., 1991). En la Figura 2(a)
se muestra el espectro medio de las muestras de Brassica rapa en el intervalo de 400 a
2500 nm, en la Figura 2(b) mostramos la primera derivada del espectro (1,4,4,1; SNV-
DT) y en la Figura 2(c) la segunda derivada del espectro (2,5,5,2; SNV-DT), ambas

derivadas con aplicacion de un tratamiento de correccidn de espectros.

Con el fin de identificar longitudes de onda y asociar bandas de los espectros de nabizas
y grelos con la FAD contenida en la muestra, se recogio el espectro NIRS del residuo
acido detergente (RAD), resultante de la digestion de la muestra. El espectro de RAD,
Figura 3, se compard con el espectro de las muestras de nabizas y grelos, Figura 2, con
vistas a identificar las regiones del espectro NIRS que pudieran estar mas relacionadas
con el contenido de FAD de la muestra
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(a) Brassica rapa
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(b) Brassica rapa
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(c) Brassica rapa
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Figura 2. (a) Espectro medio de muestras de de Brassica rapa; (b) Primera derivada (SNV-DT) del
espectro medio de Brassica rapa; (c) Segunda derivada (SNV-DT) del espectro medio de Brassica
rapa.

En los espectros de Brassica rapa y RAD, encontramos similitudes de absorcion en

determinadas longitudes de onda. Destacamos las longitudes de onda a 1420 nm
relacionada con grupos aromaticos, a 1906 nm relacionada con grupos OH, C=0 y
CO;H, y 2278 nm relacionada con grupos CH y CH, asociados a polisacaridos

estructurales de las plantas, y a 2468 nm relacionada con grupos CH, CH, y C-N-C

159



S. Obregon Cano

Capitulo VII

asociado a proteinas (programa WinlISI Il v1,50; Osborne, 1986). Esas longitudes de

onda participarian més en el desarrollo de calibraciones robustas para el contenido de

FAD.
(a) RAD
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Figura 3. (a) Espectro medio del residuo &acido detergente (RAD); (b) Primera derivada (SNV-DT)
del espectro medio de RAD; (c¢) Segunda derivada (SNV-DT) del espectro medio de RAD.
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Los resultados de las ecuaciones de calibracion obtenidas por regresion MPLS con los
tratamientos matematicos aplicados se muestran en la Tabla 3. En la evaluacion de los
tratamientos aplicados en el desarrollo de las ecuaciones de calibracion obtuvimos una
clara diferencia entre los valores estadisticos obtenidos en la ecuacion sin tratamiento
(0,0,1,1) (R*=0,91) y las ecuaciones con tratamientos de derivadas, con un valor de R
de 0,95 en primera derivada (1,4,4,1; SNV+DT) y un valor de R? de 0,96 en segunda
derivada (2, 5, 5, 2; SNV + DT), ambos valores muy semejantes entre si (Tabla 3).

Tabla 3. Estadisticos de calibracién y de validacion cruzada para contenido en FAD en muestras de

Brassica rapa.
Calibracion Validacion cruzada
TM*  Intervalo n  Media SD° SEC® R™ SECV* RPD,/ r%
0,0,1,1 8,75-20,02 101 13,81 295 0,86 0,91 1,07 2,77 0,87
1441 8,75-20,02 104 1380 2,96 0,65 0,95 0,88 3,36 0,91
2,552 8,75-20,02 103 13,82 295 056 0,96 0,89 3,33 0,91

& Tratamiento matematico de los espectros.

® Desviacion estandar.

“Error estandar de la calibracion.

d Coeficiente de determinacion de la calibracion.

® Error estandar de la validacion cruzada.

"Relacion entre la desviacion estandar y el error estandar de la validacion cruzada.
9 Coeficiente de determinacion de la validacion cruzada.

Validacién cruzada

Segun los estadisticos obtenidos en la validacion cruzada, las ecuaciones de calibracion
final para el contenido en FAD fueron seleccionadas en base a maximizar el ri. y a
minimizar el SECV. Los valores de RPD,. de la validacién cruzada para FAD obtenidos
fueron 3,36 (para el tratamiento 1,4,4,1) y 3,33 (para el tratamiento 2,5,5,2). En ambas
ecuaciones los valores de RPD, fueron superiores a 3, valores indicativos de que las
ecuaciones de calibracion pueden utilizarse con fines de diagndstico e investigacion
(Williams et al., 1996).

Los dos tratamientos de derivatizacion (1,4,4,1 y 2,5,5,2) realizados para optimizar el
modelo proporcionaron unos resultados 6ptimos en los valores estadisticos, siendo los
dos modelos validos para la calibracion. Algunos autores han evaluado en sus estudios
diferentes tratamientos matematicos para el desarrollo de modelos de calibracion con
otros parametros y matrices, obteniendo varios modelos validos para la calibracion de

un mismo parametro. En el estudio del perfil de acidos grasos en leche se desarrollaron
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ecuaciones de calibracion con la primera derivada y con la segunda derivada, (1,5,5,1) y
(2,5,5,1), y ambos tratamientos fueron perfectamente validos para ser utilizados en la
caracterizacion del contenido graso en leche (Nufiez et al. 2016). Otros autores
estudiaron la evaluacion de la proteina y amilosa en el arroz integral y salvado, donde se
probaron cinco tratamientos, incluidas primera y segundas derivadas, resultando dos
tratamientos (1,6,6,1 y 1,4,4,1) como igualmente validos para el desarrollo de
ecuaciones de calibracion de amilosa (Bagchi et al. 2016).

En la Figura 4 se representan los valores de laboratorio frente a los de prediccion de

NIRS del conjunto de validacion cruzada para el contenido de FAD.

a
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7 12 17 22
FAD (%) (laboratorio)

Figura 4. Representacion grafica de los valores de referencia frente a los valores de prediccion en
validacién cruzada respecto al contenido de FAD aplicando la ecuacion 1,4,4,1 (a) y 2,5,5,2 (b) .
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Validacion externa

Una vez obtenidas las ecuaciones y realizada la validacion cruzada, se procedié a una
segunda evaluacion de las ecuaciones mediante el empleo de muestras no incluidas en la
calibracion (colectivo de validacion externa) para la prediccion del contenido de FAD.
En la Tabla 4, presentamos los estadisticos de la validacion externa obtenidos para las

ecuaciones de FAD desarrolladas con los tres tratamientos matematicos.

Tabla 4. Estadisticos de la validacion externa (n=26) aplicada a las ecuaciones de calibracién del
contenido de fibra de Brassica rapa

TM*  Intervalo n Media SD° SEP® r’.’ RPD,’ RER'

00,11 8551881 26 13,67 3,13 1,14 087 275 9,00

1441 855-1881 25 1355 296 087 091 341 11,79

2552 855-1881 25 1355 289 093 091 3,10 11,03

® Tratamiento Matematico.

® Desviacién estandar de los datos de referencia del colectivo de validacién externa.
®Error estandar de la prediccion.

9 Coeficiente de determinacion de la validacion externa.

®Relacion entre la desviacion estandar y el error estandar de la prediccion.
"Relacion entre el intervalo de datos y el error estandar de la prediccion.

En el tratamiento 0,0,1,1, se obtuvo un valor de r?,=0,87, dando lugar a valores de
RPD., y RER inferiores a los tratamientos con derivadas. En los tratamientos (1,4,4,1) y
(2,5,5,2) se obtuvo el mismo alto valor en los coeficientes de determinacion de la
prediccion (r’.=0,91). Los valores de RPDy, fueron muy semejantes entre ellos, un
valor de 3,41 en la primera derivada y de 3,10 en la segunda derivada, ambos muy
similares a los resultados de RPD, obtenidos en la validacién cruzada (valores mayores
que 3) y que confirman la excelente capacidad para predecir el contenido de FAD en
muestras independientes a las utilizadas en la calibracion (Williams et al., 1996;
Williams, 2001). Finalmente se calculo el estadistico RER y se obtuvieron valores
superiores a 10 en ambos casos: 11,79 (1,4,4,1) y 11,03 (2,5,5,2). Lo que es una prueba
adicional de la elevada capacidad predictiva de los modelos de calibracion desarrollados
para FAD (Williams et al., 1996; Williams, 2001).

No hay ecuaciones de calibracion del contenido de FAD en nabizas y grelos descritas en
la bibliografia hasta el momento, sin embargo si encontramos ecuaciones desarrolladas
para el contenido de FAD en hojas en especies lefiosas, donde se mostraron valores mas
altos que los descritos (RPDe =5,3) debido posiblemente a la heterogeneidad en las

muestras que seleccionaron para el desarrollo de la calibracion, donde se incluian
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diferentes especies lefiosas recogidas en diferentes fechas (Petisco et al., 2006).
Calibraciones de FAD en plantas de maiz mostraron valores de RPD,, de 2,9 (Campo et
al., 2013) y otros trabajos desarrollados en hojas de gramineas y trébol rojo presentaron
valores de RPD= 3,4 en FND, semejantes a los presentados en este trabajo con FAD
(Nordheim et al., 2007).

En cuanto a calibraciones dentro del género Brassica, los valores obtenidos en las
ecuaciones de calibracion desarrolladas en nuestro trabajo son los més altos descritos
hasta ahora para el contenido de FAD, comparados con las ecuaciones desarrolladas
para el contenido de FAD en semilla, reportadas en la bibliografia. Se han descrito
calibraciones en semilla intacta de Brassica napus con valores de RPD,. de 2,13 y 2,20
(en un volumen de 10 ml de semilla) y valores de 1,91 y 2.34 (en un volumen de 1 ml
de semilla) (Font et al., 2005; Wittkop et al., 2012); coinciden con otros autores que
presentan también valores de 1,92 en semilla de la misma especie (Dimov et al., 2012).
En cuanto a resultados de validacion externa, los obtenidos en nuestro trabajo también
son mas altos que los recogidos en bibliografia de semilla de Brassica napus, con
RPD,. de 2.22 y de RER de 10.03 (Dimov et al., 2012).

Para evaluar la precision de las ecuaciones se calcul6 el error del método de referencia
(SEL) vy se relaciono con SEP. La relacion SEP/SEL mostrada en la FAD fue de 4,56 en
el tratamiento 0,0,1,1, que indica una pobre precision y se obtuvieron valores de 3,48 y
3,72 para los tratamientos de 1,4,4,1 y 2,5,5,2 respectivamente, que indican una buena
precision, estos valores estan en concordancia con los obtenidos por otros autores en

otras especies de Brassica (Font et al., 2003).

Modelo de regresion por Minimos Cuadrados Parciales Modificados (MPLS) del
contenido en FAD en muestras de nabizas y grelos.

Los paneles a, b, y ¢ de la Figura 5 representan graficamente los términos MPLS 1, 2 y
3 (loading), respectivamente. Estos graficos muestran los coeficientes de regresion de
cada longitud de onda de FAD para cada termino. Las longitudes de onda representadas
aqui son las que tienen una participacion mas alta en el desarrollo de cada término, son
las de una mayor variacién y mejor correlacion con FAD en el conjunto de calibracion.
En la segunda derivada, picos apuntando hacia abajo indican la influencia positiva de
los grupos funcionales en el desarrollo de las ecuaciones, mientras que los picos hacia
arriba sefialan correlaciones negativas. Los términos 1 y 3 del modelo de B. rapa

mostraron correlaciones con FAD mas altas, las principales correlaciones positivas
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fueron a 1404, 2308, y 2348 nm, asociadas con la absorbancia de los grupos CH y CO
de los lipidos (Figura 5a) (Osborne, 1986; Font et al., 2003; Wittkop et al. 2012). El
término 1 también fue influenciado por grupos N-H a 1996 nm. El término 2 fue el mas
altamente correlacionado con grupos amidas en la region de proteinas a 2052 y 2300
nm. El término 3 fue influenciado por el agua, como indica la banda a 1932 nm. Las
longitudes de onda de absorbancia especifica de los grupos funcionales del aceite son
conocidos por ser los principales contribuyentes a las calibraciones NIRS para el FAD
en especies de Brassica y de fibra en productos de cereales altos en grasa (Wittkop et
al., 2012).

Sobre la base de las similitudes entre la segunda derivada del espectro RAD (Figura 3c)
y el tercer término MPLS para Brassica rapa (Figura 5), parece que grupos funcionales
de la RAD participan directamente en el modelado de este término, en concreto, en
1874 y 2278 nm en relacion con grupos CH y CH2 asociados con los polisacaridos
estructurales de las plantas.

Los resultados obtenidos tanto en la validacion cruzada como en la validacion externa
confirman la fiabilidad y capacidad de las ecuaciones de calibracién desarrolladas con
tratamientos (1,4,4,1) y (2,5,5,2) respecto a su capacidad de prediccion del contenido en
FAD en muestras de nabizas y grelos.
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Figura 5. Gréficos de los tres primeros términos (loadings) de la ecuacién obtenida por MPLS para
la FAD en Brassica rapa en segunda derivada (2,5,5,2). Los paneles A, B y C representan los
términos MPLS 1, 2 y 3, respectivamente.

Conclusiones
En el presente trabajo se han obtenido por primera vez dos ecuaciones de calibracion

con dos tratamientos matematicos (1,4,4,1) y (2,5,5,2), ambos igualmente validos, que
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permiten la utilizacion de la espectroscopia de reflectancia en el infrarrojo cercano
(NIRS) para el anélisis rapido y preciso del contenido en fibra acido detergente (FAD)
en muestras de nabizas y grelos. Estos resultados permiten utilizar la tecnologia NIRS
para el analisis del contenido en FAD con fines de investigacion, como una herramienta
fundamental en los programas de mejora de la calidad de la especie (facilitando y
abaratando las tareas de cribado, caracterizacion y seleccion de genotipos) y en el
control de la calidad nutritiva de los productos obtenidos listos para su consumo.
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Resumen

La quimioprevencion es considerada como uno de los enfoques més prometedores y
realistas en la prevencion del cancer humano. En los dltimos afios, numerosas
investigaciones estudian los efectos de los glucosinolatos y productos de degradacion en
multiples etapas del desarrollo del cancer y demuestran que estos compuestos son
candidatos muy prometedores en la quimioprevencion del cancer. Tres muestras de
partes comestibles de Brassica rapa (nabizas) fueron seleccionadas en cuanto a su
contenido de glucosinolatos (alto, medio y bajo) para la evaluacién de la citotoxicidad.
La actividad citotoxica de los tratamientos se midié como la inhibicion de crecimiento o
disminucion de la viabilidad de la linea celular de leucemia promielocitica HL-60
humana. Todas las plantas de B. rapa ensayadas demostraron efectos tdxicos sobre la
proliferacion y la viabilidad de las células HL-60. La gluconapina (GNA), el
glucosinolato mayoritario, fue el componente simple activo utilizado en el estudio. La
GNA intacta no provocd el efecto inhibitorio en el cultivo celular, sin embargo, los
productos de degradacion de la hidrdlisis de GNA demostraron tener efectos

quimiopreventivos y ser compuestos bastante prometedores en la lucha contra el cancer.

Palabras clave: HL-60, Brassica rapa, citotoxicidad, glucosinolatos, compuestos

bioactivos.

Introduccion

Debido a sus beneficios nutricionales, las frutas y verduras tienen un papel importante
en una dieta humana sana, y su consumo regular estad recomendado por las autoridades
competentes en materia de salud y nutricion, tanto a nivel nacional como internacional.
Estudios epidemiologicos y clinicos han demostrado que las verduras de la familia de

las cruciferas pueden reducir el riesgo de desarrollar cancer, concretamente, un mayor
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consumo de éstas verduras pueden reducir el riesgo de padecer cancer de pulmon, colo-
rectal, de mama y de prostata (Willett, 2000; Feskanich et al., 2000; Voorrips et al.,
2000; Zhao et al., 2001; Gupta et al., 2014). En este sentido, los consumidores no sélo
aprecian estas verduras por su valor nutricional, sino también por su contenido en
compuestos que producen beneficios para la salud humana.

Entre los precursores de compuestos bioactivos méas relevantes del género Brassica
estan los glucosinolatos, carotenoides, tocoferoles y flavonoides (Kim et al., 2010).
Cuando el tejido de plantas del género Brassica se ve perturbado por el corte o la
masticacién, un grupo especifico de enzimas, de la familia de las mirosinasas, entra en
contacto con los glucosinolatos, se produce la hidrolisis y se originan productos de
degradacion de los glucosinolatos tales como isotiocianatos, nitrilos y epitionitrilos. Sin
embargo, las verduras de Brassica se hierven previamente a su consumo, proceso que
inactiva la accion de estas enzimas. En este caso, la microflora intestinal humana es
capaz de metabolizar los glucosinolatos y dar lugar a compuestos bioactivos
ampliamente caracterizados como los isotiocianatos y nitrilos (Fahey et al.,2012; Luang
etal., 2014; Saha et al., 2012).

Se ha encontrado un efecto quimiopreventivo de especies de Brassica en ciertos tipos de
tumores, por el cese del crecimiento del cultivo tumoral debido principalmente a esos
isotiocianatos (Hwang et al., 2006; Juge et al., 2007; Singh et al., 2009; Keum et al.,
2009; Traka et al., 2010; Jie et al., 2014; @verby et al., 2015; Lozano-Baena et al.,
2015). Se han propuesto diferentes mecanismos para explicar esta actividad
anticarcinogénica de los glucosinolatos, estableciendo todos una relacion entre los
productos resultado de su hidrdlisis con el aumento de la actividad de enzimas
responsables de la detoxificacion xenobiotica (Fases | y Il), asi como con la
estimulacion de la apoptosis de células tumorales humanas (Mithen, 2001). Por
ejemplo, se ha comprobado que el sulforafano y otros isotiocianatos, presentes en las
hojas de ricula y en otras especies cruciferas, son capaces de inducir la detencion del
ciclo celular y la muerte en lineas celulares humanas de cancer como el de préstata
(Hayes et al., 2008; Singh et al.,2004), el de vejiga (UM-UC-3) (Abbaoui et al., 2012.) y
en células de leucemia (HL-60) (Xu et al., 2000). Otros estudios han demostrado los
efectos anti-cancerigenos del extracto del wasabi (un condimento japonés popular y
ampliamente consumido, obtenido de la brasicAcea Wasabia japonica) en células
Hep3B de cancer de higado (Wu et al., 2015). Recientemente, estudios in vivo e in vitro
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han demostrado el efecto protector en el ADN y quimiopreventivo de las partes verdes
consumibles (hojas y peciolos) de la especie B. carinata, siendo los productos derivados
de la hidrolisis de la sinigrina (el glucosinolato mayoritario presente en esta especie),
los responsables del efecto beneficioso para la salud (Lozano-Baena et al., 2015). Estas
investigaciones se han centrado en la actividad anti-carcinogénica de los glucosinolatos
e isotiocianatos como los compuestos responsables tras su ingesta, y presentan
resultados variables dependiendo de la especie de crucifera de la que se trate y del

contenido de glucosinolatos que la caracteriza.

Brassica rapa L., comUunmente conocida como nabo, es uno de los cultivos mas
antiguos domesticados por el hombre hace miles de afios (Gomez-Campo, 1980). Tiene
un gran valor econdémico por sus muy diversas subespecies cultivadas que se
comercializan por sus hojas verdes, tallos, raices y produccion de aceite en Corea,
China, Japon, India, Canada y Europa. En el noroeste de Espafia y Portugal, B. rapa
incluye dos productos principales de vegetales que se comercializan: las nabizas (hojas
jévenes) y los grelos (tallos florales previos a la floracion), que son cominmente
consumidos como verdura hervida en sopas y guisos. Estas verduras se caracterizan por
un peculiar sabor amargo y picante, relacionado con su contenido en glucosinolatos y

sus productos de hidrolisis (Cartea et al., 2012).

La gluconapina (GNA) es el glucosinolato mayoritario presente tanto en nabizas como
en grelos de B. rapa. Recientemente se ha demostrado el poder quimiopreventivo de los
isotiocianatos derivados de la GNA, obtenido por sintesis, capaz de producir la muerte
celular inducida en la linea MCL-5 principalmente a través de la necrosis de células
tumorales (Kadir et al., 2015). Sin embargo, en la especie B. rapa no hay estudios
previos que demuestren su actividad in vitro en base a la presencia o ausencia de los
productos de hidrdlisis (isotiocianatos) y de sus glucosinolatos precursores. Por ello, el
objetivo de este trabajo ha sido el estudio de la capacidad antiproliferativa (en células
cancerosas de leucemia) de nabizas en funcién de la concentracién en glucosinolatos
presente en estas verduras y de los productos de hidrdlisis derivados de estos
glucosinolatos. En el presente estudio se ha elegido la linea celular humana HL-60
como modelo in vitro para los ensayos de citotoxicidad con el fin de determinar la

actividad tumoricida de B. rapa.
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Material y Métodos
Material vegetal
Se seleccionaron 3 muestras de nabizas de Brassica rapa, en funcion del contenido de
su glucosinolato mayoritario, gluconapina (GNA):
- B. rapa con Alto contenido en GNA (BRGNA-A)

- B. rapa con Medio contenido en GNA (BRGNA-M)
- B. rapa con Bajo contenido en GNA (BRGNA-B).

Las muestras fueron seleccionadas del conjunto obtenido en el cultivo de Brassica rapa
en Cordoba durante las temporadas 2009-2010, 2010-2011 y 2011-2012 (ver Capitulo
I11). Los resultados de la evaluacion de todo el material vegetal respecto al contenido de

glucosinolatos se encuentran recogidos en el Anexo I.

Ensayos in vitro

La linea celular HL-60 (células promielociticas humanas) utilizada en este trabajo, fue
suministrada por la Dra. Angeles Alonso del Departamento de Genética de la Facultad
de Ciencias de la Universidad de Cérdoba.

El medio de cultivo utilizado para el mantenimiento de las células fue el RPMI-1640 sin
L-Glutamina (Cat. n°% BE12-167F, Cambrex Bio Science Verviers) suplementado con
L-Glutamina (G7513, Sigma), Suero Fetal Bovino (Cat. n°® S01805, Linus) y una mezcla
comercial de antibidticos (Penicilina/Estreptomicina/Anfotericina, A5955, Antimycotic

solution 100x stabilised, Sigma).

Las células fueron mantenidas en un incubador de CO;, en botellas estériles de 40 ml y
25 cm? de superficie con 10 ml de medio liquido RPMI-1640 a 37 °C y una atmésfera
del 5% de CO, en oscuridad. Los cultivos en fase de crecimiento exponencial fueron
refrescados cada 48 h, iniciando un nuevo cultivo con una concentracion de 250.000

celulas/ml en 10 ml de medio fresco RPMI previamente calentado a 37 °C.

La actividad citotoxica de los tratamientos se midié como la inhibicion de crecimiento o
disminucion de la viabilidad de la linea celular de leucemia promielocitica HL-60

humana.

Para los ensayos se partio de un cultivo con 250.000 células/ml y se dejé crecer en

suspension 48 h hasta que alcanz6 aproximadamente el millon de células/ml. El
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tratamiento se realizé en placas estériles no adherentes. En cada pocillo se colocaron
concentraciones crecientes de cada muestra reservando un pocillo para el control
negativo en el que so6lo se incluyd medio RPMI con las células. El volumen final de
cada pocillo fue de 200 pl, iniciando estos cultivos de tratamiento con 100.000
células/ml del cultivo crecido durante 48 h, y completando el resto de volumen con la

solucién del compuesto correspondiente o bien del medio RPMI del control negativo.
Los ensayos se clasificaron en:

1. Anélisis del efecto citotdxico de nabizas: Se prepard una solucion madre de la

muestra liofilizada de cada una de las tres muestras de B. rapa en medio RPMI
(previamente calentado a 37°C). Una vez bien disuelto, se esteriliz6 por filtrado
(Millipore “non-pyrogenic”, “sterile-R” de 0.20 um) pasandolo a un bote estéril
nuevo.

A partir de esta solucion madre se realizaron las demés diluciones. Las
concentraciones seleccionadas para los ensayos fueron: (0,125, 0,25, 0,5, 1y 2
mg/ml).

2. Andlisis del efecto citotdxico del glucosinolato mayoritario de la planta (GNA),

es el posible responsable de la actividad anticarcinogénica de la B. rapa y se
prepararon concentraciones decrecientes con GNA comercial (PhytoPlan®). A
partir de la mayor concentracién de este glucosinolato encontrada en muestras
de nabizas se realizO una serie decreciente en concentracion de GNA,
equiparables también a concentraciones menores encontradas en otras muestras
de B. rapa.

GNA (54,12 pumoles/planta de BRGNA-A): 0,00005412 moles

(correspondencia: 1mol GNA=429,5 g)

Las concentraciones seleccionadas de GNA fueron: (0,046, 0,023, 0,011, 0,005 y
0,0028 mg/ml)

3. Andlisis del efecto citotéxico de los productos derivados de la hidrolisis de la

GNA: Se analizo el producto de la hidrolisis enzimética de la GNA para estudiar
su efecto sobre el cultivo. Para ello, se afiadi¢ a la solucion madre de GNA, la
enzima mirosinasa (CASnumber 9025-38-1, Sigma) (2 mg/ ml) se homogeneizé
por agitacion y se incubd durante 30 minutos a 30 °C segin el método
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modificado de Zhu y Loft (2003), para activar la enzima y producir la hidrdlisis
de GNA. Se prepar6 una solucién de control de enzima (sin GNA) gque contiene
s6lo medio RPMI con mirosinasa y se utilizé en las mismas condiciones con el

fin de verificar que la enzima no afecta a las células.

Las concentraciones seleccionadas de GNA-+mirosinasa fueron: (0,046, 0,023,
0,011, 0,005 y 0,0028 mg/ml).

Ensayo de viabilidad celular

La viabilidad celular se determiné mediante la prueba de exclusion del colorante azul de
tripan (Sigma-Aldrich). Los ensayos se incubaron durante 3 dias. Se contaron las
células mediante la adicion de una alicuota de 10 pl de cultivo a 10 pl de la solucion de
colorante azul de tripan cada 24h en un microscopio invertido (AE30/31, Motic Espafia
S.L.U., Barcelona, Espafia) utilizando una cdmara de Neubauer. Las células no viables
se tifieron de parpura-violeta, mientras que las células viables permanecieron sin tefiir.
Los datos obtenidos en el recuento celular se clasificaron en tres grupos: n° de células
viables, no viables y totales durante los tres dias del experimento. Los resultados se
presentaron en Curvas de Crecimiento Exponencial, que representan la media de las

tres repeticiones contabilizadas cada 24 horas, durante 3 dias.

Para la obtencion de las Curvas de Inhibicion de Crecimiento Tumoral se realizé el
calculo de la Viabilidad Relativa del cultivo: las células vivas contabilizadas a las 72 h
del tratamiento referidas a las células vivas contabilizadas en el control. Se calcul6 el
error tipico de la media de las tres repeticiones de cada experimento para cada
concentracion y se obtuvo la curva a las distintas concentraciones ensayadas de cada

compuesto.

Resultados y Discusion

Contenido en glucosinolatos de nabizas.

El contenido en glucosinolatos de las tres nabizas seleccionadas se presenta en la Tabla
1.
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Tabla 1. Contenido de glucosinolatos en muestras de nabizas.

Glucosinolatos (umoles/g materia seca)
Identificacion total PRO® GNA® GBN® GBS® GST® NGBS’ otros
BRGNA-A 60,88 0,72 5412 221 092 182 0,28 0,71
BRGNA-M 2545 306 1935 0,72 031 112 016 0,68
BRGNA-B 8,58 0,90 6,07 043 019 0,46 0,19 0,35

2 Progoitrina, ° Gluconapina, “Glucobrasicanapina, © Glucobrasicina,
¢ Gluconasturtina, " Neoglucobrasicina.

El contenido de glucosinolatos totales en B. rapa se debe mayoritariamente al contenido
en GNA, sin embargo, también se detectaron otros glucosinolatos tipicos de la especie
como son progoitrina, glucobrasicanapina, glucobrasicina, gluconasturtina y

neoglucobrasicina, a muy baja concentracion.

Ensayos in vitro

Cada experimento fue estudiado en funcién de un control de referencia, partiendo de
una concentracion inicial de 100.000 células / ml. Los cultivos control crecieron, como
se esperaba, de manera exponencial hasta un maximo de 1,2 a 2 millones de células por
mililitro. Para cada compuesto analizado se observé un efecto determinado, presentando
una curva de crecimiento exponencial de las células viables caracteristica para cada
compuesto. En las Figuras 1, 2, 3, 4 y 5 se representan las curvas de crecimiento celular
de cada sustancia ensayada.

En la Figura 1 se muestran los resultados de Brassica rapa con alta concentracion de
GNA (54,12 umoles/g de materia seca) observandose un claro efecto dosis/respuesta: a
mayor concentracion ensayada, menor densidad celular, llegando a inhibir
completamente el crecimiento a las mayores concentraciones ensayadas (2 y 1 mg/ml).
Ademas, la siguiente concentracion ensayada (0,5 mg/ml) fue capaz de inhibir el
crecimiento dejando a menos de la mitad el numero de celulas viables con respecto al
control. Esta actividad anticarcinogénica de la planta puede deberse a su alta
concentracion en GNA. Por ello, con el fin de evaluar el efecto de diferentes
concentraciones del glucosinolato en verduras de B. rapa, fueron evaluadas otras

muestras con concentraciones de GNA mas bajas.
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Tratamiento con B. rapa BRGSL-A
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200000
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Figura 1. Curva de crecimiento en células viables del tratamiento con B. rapa con alta
concentracién en GNA. Las barras de error representan el error tipico de los tres experimentos

independientes.

En la Figura 2 se muestran las curvas de crecimiento celular resultantes tras el
tratamiento con B. rapa de concentraciéon media de GNA (19,35 umoles/g de materia
seca). ElI comportamiento en el crecimiento celular es muy similar a BRGNA-A; en las
concentraciones 2, 1 y 0,5 mg/ml se observa el efecto inhibitorio en el crecimiento
celular y los resultados no difieren de la Figura 1, donde la concentracion de GNA de la

B. rapa ensayada es mas alta.
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Tratamiento con B. rapa BRGSL-M
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Figura 2. Curva de crecimiento en células viables del tratamiento con B. rapa con media
concentracién en GNA. Las barras de error representan el error tipico de los tres experimentos

independientes.

En la Figura 3 el tratamiento fue con B. rapa baja en GNA (6,07 umoles/g de materia
seca), se pudo comprobar un efecto inhibitorio del crecimiento menor que en B. rapa de
mayores concentraciones de GNA. En la dosis de 1 mg/ml se inhibié el crecimiento
pero sin llegar a la totalidad, con un crecimiento de menos del 25% respecto del control,
sin embargo la dosis de 2 mg/ml mantuvo el efecto de inhibicion total del crecimiento

celular, igual que las otras nabizas.

182



S. Obregon Cano | Capitulo VIII

Tratamiento con B. rapa BRGSL-B
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Figura 3. Curva de crecimiento en células viables del tratamiento con B. rapa baja concentracién en

GNA. Las barras de error representan el error tipico de los tres experimentos independientes.

La observacion preliminar de los ensayos puso de manifiesto la actividad
anticarcinogénica de B. rapa en relacion con la concentracion de glucosinolatos. Asi, la
sustancia bioactiva presente en las nabizas capaz de inducir la inhibicién del
crecimiento tumoral podria ser la GNA. En este sentido se llevd a cabo el ensayo de
HL-60 tratadas con GNA comercial, como posible principio activo responsable de la

actividad anticarcinogénica de B. rapa.
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Tratamiento con GNA

1400000
1200000 ]
1000000
_ Control
€ 800000
= ——0,0028 mg/ml
°
2 f ——0,005 mg/ml
S 600000 [
o / ——0,011 mg/ml
0,023 mg/ml
400000
———0,046 mg/ml
200000
0
0 24 48 72
Tiempo (h)

Figura 4. Curva de crecimiento en células viables del tratamiento con GNA. Las barras de error

representan el error tipico de los tres experimentos independientes.

En la Figura 4 se observa el efecto del tratamiento con GNA comercial. Las dosis
ensayadas, equivalentes a las que presentan las muestras de nabizas ensayadas, no
producen ningun efecto en el crecimiento del cultivo celular. Mediante este ensayo se
pudo comprobar que la GNA no tiene efecto sobre el crecimiento de la linea celular HL-
60, por lo que no es el directo responsable del efecto citotoxico observado en los
ensayos anteriores con Brassica rapa. Estos resultados, en cuanto a la falta de actividad
de los glucosinolatos sobre el crecimiento del cultivo de HL-60, también se han
demostrado en estudios con otros glucosinolatos como la sinigrina (Lozano-Baena et al.,
2015). En ellos, se relaciond el poder anticancerigeno de los glucosinolatos con los
productos resultantes de su hidroélisis por la accion de la enzima mirosinasa, no por la
actividad del glucosinolato en si mismo que simplemente actuaria como precursor. En
este sentido, en condiciones naturales, los glucosinolatos y mirosinasas se almacenan en
compartimentos separados en los tejidos vegetales. Diferentes procesos, como la
manipulacion o la digestion del alimento, pueden poner en contacto a glucosinolatos y
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enzimas y producirse la hidrolisis de glucosinolatos, formandose subproductos
bioldgicamente activos (isotiocianatos, principalmente). Para intentar reproducir el
proceso de digestion e hidrélisis de los glucosinolatos y poner en contacto esos
compuestos bioactivos con las células tumorales, se llevo a cabo el ensayo de células
HL-60 tratadas con los productos de la hidrolisis de GNA por dicha enzima. En la
figura 5 se muestran los resultados del tratamiento con diferentes concentraciones de la
solucion de hidrdlisis de la GNA tras ser tratada con mirosinasa.

Crecimiento Celular GNA+Mirosinasa

1800000

1600000 /‘

1400000 /

1200000

/ —— Control

E

S 1000000 / ——0,0028 mg/ml

(1]

=]

3 —0,011 mg/ml

‘g 800000 &/

o / ——— 0,005 mg/ml
600000 / ——0,023 mg/ml
400000 T —0,046 mg/ml

/S A

200000 i ;
0

0 24 48 72
Tiempo (H)

Figura 5. Curva de crecimiento en células viables del tratamiento con GNA + Mirosinasa. Las

barras de error representan el error tipico de los tres experimentos independientes.

En este ensayo, la accion de la enzima induce la actividad antiproliferativa de la GNA
en el cultivo celular. La hidrélisis de GNA por la mirosinasa origina los productos de
degradacion responsables de la actividad inhibitoria del crecimiento tumoral, incluso
con un efecto mayor al observado en el tratamiento de B. rapa alta en GNA. A la dosis
més baja de concentracion se obtuvo una disminucion del crecimiento celular de més
del 50% respecto al control. Ademas, se comprobd con el control que las enzimas no

afectan al crecimiento celular. Asi mismo se demostré que las células HL-60 carecen de
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la capacidad de hidrolizar la GNA, como mostraba el ensayo anterior (Figura 4), ya que
al no haber productos de hidrdlisis, el crecimiento celular fue normal y semejante al del

control en todo el intervalo de concentraciones ensayado.

Un factor fundamental en el ensayo fue la temperatura. La mirosinasa es una enzima
dependiente de la temperatura, su éptimo de accién es a 30 °C y la incubacion previa al
ensayo, del complejo GNA+Mirosinasa, a 30 °C fue fundamental para garantizar la total
hidrélisis de la GNA y poner de manifiesto la accion de sus productos de degradacion
sobre el cultivo (Ludikhuyze et al., 2000).

Otro hecho importante que se deduce de los ensayos con B. rapa (Figura 1, 2 y 3) es
que las plantas liofilizadas no tienen alterada la mirosinasa endodgena y los
glucosinolatos presentes en el liofilizado fueron hidrolizados a sus productos bioactivos.
Esto nos conduce indirectamente a una nueva conclusion, no menos importante que las
propiedades saludables de estas verduras, y es que la liofilizacion es un tipo de
procesado de alimentos que conserva las propiedades beneficiosas que tienen estas
verduras. Por ello, puede ser recomendado como método de procesado de estos

alimentos y diversificar las formas de conservacion/comercializacién del producto.

Resultados de las curvas de inhibicion del crecimiento celular de las sustancias
ensayadas

Las Curvas de Crecimiento Tumoral se obtuvieron representando el porcentaje de
supervivencia del cultivo a cada concentracion ensayada a las 72 horas en base a la
media de tres ensayos independientes. Este porcentaje se calculé considerando un 100%
de supervivencia respecto del crecimiento del control. También se determiné el error
tipico (representado en las barras de error) de los tres experimentos independientes que
se realizan para cada una de las sustancias ensayadas (media *+ error estandar). El
resultado de la representacion grafica fue una curva dosis respuesta donde se calculo la
concentracion inhibitoria 50 (Clsg), que es la que inhibe a la mitad el crecimiento
celular.

Los resultados mostrados en las Figuras 6, 7 y 8, representan la tasa relativa creciente de
las células HL-60 con BRGNA-A, BRGNA-M y BRGNA-B respectivamente
(expresado como la supervivencia celular). La Clsp en las tres curvas representadas fue
de 0,36, 0,293 y 0,585 mg/ml para BRGNA-A, BRGNA-M y BRGNA-B,
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respectivamente. B. rapa mostré una curva dosis-respuesta con una alta actividad
tumoricida en las tres entradas ensayadas.

120 Tratamiento BRGSL-A

100
80 -

60 -
C|50 = 0,36

40 +

Supervivencia (%)

20 A

0 T T T U U .
0 0,25 0,5 0,75 1 1,25 15 1,75 2

Concentracion (mg/ml)

Figura 6. Supervivencia del cultivo HL-60 tratado con B.rapa con alta concentracion en GNA. Las

barras de error representan la desviacién estandar de los tres experimentos independientes.
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Figura 7. Supervivencia del cultivo HL-60 tratado con B.rapa con media concentracion en GNA.

Las barras de error representan la desviacion estdndar de los tres experimentos independientes.
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Figura 8. Supervivencia del cultivo HL-60 tratado con B.rapa con baja concentracion en GNA. Las

barras de error representan la desviacién estdndar de los tres experimentos independientes.

El Clsp en el caso de BRGSL-M es muy semejante al obtenido con BRGSL-A, lo que
puede indicar que entradas con concentraciones medias en glucosinolatos producen el
efecto observado en entradas de concentraciones en glucosinolatos mas altas. El efecto
global de los tres tratamientos fue que a medida que disminuye la concentracion de
GNA en B. rapa, aumenta el valor de Clsp, lo que indica una disminucion de la
inhibicién del crecimiento celular. Estos resultados demostraron la importancia no sélo
de la presencia de GNA en la planta, como precursor, para producir el efecto citotéxico,
sino también demostrd la importancia que tiene su concentracién para que su digestion

induzca dicho efecto.

En las Figuras 9 y 10 se muestran las curvas de supervivencia del ensayo de GNA vy el
en ensayo del complejo GNA+Mirosinasa. Es notable la representacion de la Figura 9
en la que no se lleg6 a formar la curva de crecimiento tumoral debido a la supervivencia
del cultivo a todas las dosis ensayadas, sin causar ningun efecto en el crecimiento
celular. La razon de esta falta de citotoxicidad con el glucosinolato intacto reside en el
proceso metabodlico que se llevd a cabo con el complejo GNA y mirosinasa, mediante el
cual el glucosinolato es hidrolizado y sus productos de degradacién producen el efecto
anticancerigeno. La accion de la mirosinasa en el siguiente ensayo fue fundamental para

producir el efecto inhibitorio del cultivo (Cls=0,0026 mg/ml). Estas curvas de
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supervivencia cuantifican (Clsp) y demuestran el efecto inhibitorio en el crecimiento
tumoral y quimiopreventivo de B. rapa.
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Figura 9. Supervivencia del cultivo HL-60 tratado con GNA. Las barras de error representan la
desviacion estandar de los tres experimentos independientes.
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Figura 10. Supervivencia del cultivo HL-60 tratado con GNA+Mirosinasa. Las barras de error

representan la desviacion estandar de los tres experimentos independientes.
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Diversos autores han estudiado otras especies de Brassica encontrando el efecto
inhibitorio del crecimiento tumoral debido a la hidrolisis de glucosinolatos en otros
tipos de células. En este sentido, hay estudios que han evaluado isotiocianatos de
sintesis y demostrado que la exposicion a 100 uM durante 24 y 48 h del 2-propenil-
isotiocianato (derivado de SIN) y 3-butenil-isotiocianato (derivado de GNA) en dos
tipos de cultivos celulares humanos producen la inhibicion de la proliferacion celular y
la detencidon del ciclo celular (Kadir et al., 2015). Esta actividad también se ha
demostrado en células de hepatoma murino, inhibiendo el crecimiento celular
dependiendo de la dosis de tratamiento (Hwang et al., 2006; Jie et al., 2014). Se ha visto
que los isotiocianatos (bencil-isotiocianato, fenetil-isotiocianato, allil-isotiocianato y
butil-isotiocianato) producen la interrupcion de la formacion de los filamentos de
microtUbulos inhibiendo el crecimiento en plantas modelo (Arabidopsis thaliana) y de
ceélulas de cancer de vejiga en rata, con valores de Clsp de 3,6, 4,9, 13,2 y 26,1 uM,
respectivamente (@verby et al., 2015). Todas estas investigaciones se han centrado en la
actividad anti-carcinogénica de los productos de degradacion de glucosinolatos como
compuestos responsables del efecto quimiopreventivo y nuestros resultados estan en
consonancia con todas ellas, ya que hemos demostrado que GNA no es citotoxica, pero
si lo son sus productos de hidrdlisis y el intervalo de concentraciones en el que aparece
su citotoxicidad.

Conclusiones

Se ha estudiado por primera vez la actividad citotoxica de las nabizas para determinar
las propiedades antitumorales de Brassica rapa por su contenido en glucosinolatos,
mediante la medicion de la capacidad inhibidora del crecimiento de células tumorales
HL-60.

Se ensayaron muestras de nabizas con diferente concentracion de glucosinolatos. La
GNA es su glucosinolato mayoritario y se utilizé6 como componente simple activo en el
estudio. Todas las plantas de B. rapa ensayadas fueron citotdxicas, en diferente grado,
estableciéndose una relacion entre dicho efecto y el contenido en glucosinolatos de cada
planta, sin embargo el ensayo llevado a cabo con el glucosinolato intacto no provoco
efecto inhibitorio en el cultivo celular. La actividad hidrolitica de la enzima mirosinasa
sobre la GNA fue la que permiti6 que los productos de la hidrolisis provocaran el efecto

citotoxico incluso en mayor medida que la nabiza con mas alta concentracion en GNA.
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En resumen, en el estudio de las propiedades quimiopreventivas de las verduras de B.
rapa, hemos explorado la toxicidad celular tanto de las nabizas, como del glucosinolato
mayoritario intacto (GNA) y de sus productos de hidrdlisis, y hemos confirmado que la
toxicidad frente a HL-60 se asocia principalmente con estos productos de degradacién
resultantes de la actividad de la mirosinasa sobre la GNA. Estos resultados nos permiten
destacar los beneficios del uso de esta planta en la quimioprevencion del céancer.
Recomendamos asi la ingesta de Brassica rapa como una verdura nutracéutica y de alto

valor afiadido para incluir en la dieta humana.
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Capitulo IX

Conclusiones

Las conclusiones que se derivan de los trabajos de investigacion realizados en la

presente tesis son las que se exponen a continuacion:

Conclusién 1 (Capitulo I11)- Se ha demostrado la capacidad del cultivo de Brassica

rapa de producir nabizas y grelos en el sur de Espafia (Cordoba) y se ha evaluado el

contenido de glucosinolatos totales e individuales y el contenido en minerales en los

productos cosechados en Cordoba, La Palma y en la zona de cultivo tradicional

(Pontevedra).

En La Palma las plantas de Brassica rapa dieron cosechas de nabizas y de
grelos, siendo la concentracion de glucosinolatos en nabizas menor que en
grelos, y las concentraciones en la mayoria de los minerales, superiores a las
demaés localidades. Considerando que estos datos proceden de una sola
temporada agricola solamente pueden considerarse como resultados preliminares
sobre las caracteristicas de cultivo en esta zona.

En Cordoba, se ha establecido que el mes de septiembre es el mas adecuado
para la obtencion de nabizas y grelos de caracteristicas y calidad nutritiva
equiparable a los de Pontevedra. También se ha puesto en evidencia la necesidad
de seleccion de genotipos adecuados para la produccion de grelos ya que en esta
zona hay entradas que solo forman nabizas. Se encontraron diferencias en la
concentracion de glucosinolatos en funcion del desarrollo de la planta y de la
fecha de siembra, y se obtuvieron mayores concentraciones de glucosinolatos en
plantas bien desarrolladas y sembradas en septiembre. Los contenidos de
glucosinolatos en plantas sembradas en Cdrdoba fueron semejantes al contenido
en glucosinolatos de las plantas sembradas en Pontevedra, y en ambas cosechas
los concentraciones en nabizas superaron las contenidos en grelos. Las
concentraciones en la mayoria de los constituyentes inorganicos no estuvieron
influenciadas por el desarrollo de la planta y fueron semejantes a los valores de
las plantas cultivadas en Pontevedra, exceptuando las concentraciones de Zny K

que fueron més bajas.

196



S. Obregon Cano | Capitulo IX

Conclusion 2 (Capitulo 1V)- A partir del estudio de una coleccion de germoplasma de

Brassica rapa procedente de la Mision Biologica de Galicia, se realizé una seleccién del

material mas adecuado para su cultivo en Cordoba. Se llevo a cabo la caracterizacion

agronémica del cultivo durante dos temporadas (2013/14 y 2014/15) y se evaluaron las

nabizas y grelos obtenidos respecto al contenido de glucosinolatos, minerales, fibra y

analisis sensorial.

Hay que destacar que el perfil de glucosinolatos de las entradas cosechadas en
Cordoba fue el mismo que el obtenido en las plantas cultivadas en Pontevedra.
Las concentraciones de glucosinolatos totales fueron mayores en nabizas que en
grelos en todas las entradas, siendo la gluconapina el glucosinolato mayoritario
en todas las entradas y precursor de compuestos beneficiosos para la salud,
Tanto nabizas como grelos presentaron bajo contenido en progoitrina, un
glucosinolato antinutricional cuyos productos de degradacion interfieren en la
absorcion de iodo en animales monogéstricos.

Respecto al contenido inorganico, no se observaron diferencias en el contenido
total entre nabizas y grelos. Destacé la gran variabilidad encontrada en Ca en
todas las entradas tanto en nabizas como en grelos. La entrada BRS0504 produjo
las nabizas con la concentracion mas alta en Ca y los grelos de la entrada
BRS0498 destacaron por los contenidos mas altos en Ca, Mg Cu y Zn.

Hay una clara diferencia en la concentracion de fibra neutro detergente y fibra
acido detergente entre nabizas y grelos, siendo ambas mayor en grelos. Hay
diferencias significativas entre las entradas respecto al contenido de fibra en
grelos. Destacamos entradas con alta concentracion, (BRS0143), otras con

concentracion intermedia (BRS0498) y otras con baja concentracion (BRS0427).

Relacionando la valoracion organoléptica de grelos con los datos de composicion

nutricional, destacamos para el cultivo de Brassica rapa en Cdrdoba las entradas
BRS0143, BRS0496 y BRS0498. De estas entradas, se cosecharon los grelos con

mejor textura, sabor y nivel medio de amargor, y ademas destacaron por sus

caracteristicas nutricionales, la BRS0143 por su concentracion alta de Ca y fibra, la

BRS0496 por su concentracion de Ca y nivel medio de fibra y la entrada BRS0498

por su alta concentracion en Ca, Mg, Cu y Zn y concentracion media de fibra.
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Conclusion 3 (Capitulos V, VI y VII)- Se ha estudiado el potencial de la
espectroscopia de reflectancia en el infrarrojo cercano (NIRS) para el analisis répido,
simultaneo y preciso del contenido en minerales, glucosinolatos y fibra acido detergente

de nabizas y grelos:

e (Capitulo V) Se han desarrollado por primera vez ecuaciones de calibracion
para predecir el contenido mineral en nabizas y grelos. Los resultados obtenidos
tanto en la validacion cruzada como en la validacion externa confirman la
fiabilidad y capacidad de la tecnologia NIRS para predecir de forma exacta y
precisa el contenido de Ca, Fe, K, Na y Mg, a partir de sus espectros NIRS, al
mismo tiempo se puede obtener también una estimacion aproximada del
contenido en Mn, Py Zn.

e (Capitulo VI) Se han obtenido por primera vez ecuaciones de calibracion para
analizar el contenido en glucosinolatos individuales y glucosinolatos totales en
nabizas y grelos. Las ecuaciones desarrolladas para glucosinolatos totales y para
gluconapina permiten predecir el contenido en estos compuestos con suficiente
precision para fines de seleccion. Las ecuaciones desarrolladas para
glucobrasicanapina y progoitrina son de utilidad para una correcta clasificacion
de los grupos de muestras en funcidn de su concentracion en "altos" y "bajos".

e (Capitulo VII) Se han obtenido por primera vez dos ecuaciones de calibracion
con dos tratamientos matematicos diferentes, ambos igualmente validos, que
permiten la utilizacion de NIRS para el analisis rapido y preciso del contenido
en fibra acido detergente en muestras de nabizas y grelos.

El conjunto de ecuaciones de calibracion desarrolladas en este trabajos permiten
predecir la composicion de las nabizas y grelos a partir de sus espectros NIRS, seran
una herramienta fundamental en los programas de mejora genética de la calidad de
Brassica rapa respecto a dichos componentes, asi como en los trabajos de control de la
calidad nutritiva de los productos cosechados.

Conclusion 4 (Capitulo VIII)- Se han estudiado por primera vez las propiedades
antitumorales de muestras de nabizas, de su glucosinolato mayoritario (gluconapina) y
de los productos de hidrdlisis del mismo, mediante la medicion de la capacidad
inhibidora del crecimiento de células tumorales HL-60. Se ha demostrado que todas las

nabizas ensayadas fueron citotoxicas, estableciéndose una relacion entre dicho efecto y
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el contenido en glucosinolatos de cada muestra. También se ha puesto de manifiesto que
el glucosinolato intacto no provoco efecto inhibitorio en el cultivo celular, siendo
necesaria la accion de la enzima mirosinasa para que se produzca la inhibicion del

crecimiento tumoral.
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ANEXO I: Tablas

Abreviaturas: PRO: progoitrina; GNL: gluconapoleiferina; GNA: gluconapina; GBN: glucobrasicanapina; GBS: glucobrasicina; GST: gluconasturtina;
NGBS; neoglucobrasicina

Capitulo 111

Tabla I11.1. Contenido de glucosinolatos en nabizas de Pontevedra temporada 2009/10.

. . Parte e Glucosinolatos (umoles/g masa seca
Temporada| Origen | Siembra | Bloque | 4o o 1 ne, | ldentificacion e STGNL [GNA ((EBN Ggs GST N)GBS otros
2009/10 |Pontevedra 1 1 Nabizas BRS0082 34,32| 3,07 | 0,67 |26,25| 1,23 (0,76 | 1,24 | 0,28 | 0,83
2009/10 |Pontevedra 1 1 Nabizas BRS0143 48,29 | 2,31 | 0,58 |42,45| 0,93 | 0,42 (0,85 | 0,08 | 0,67
2009/10 |Pontevedra 1 1 Nabizas BRS0163 65,54 | 1,30 | 0,65 |58,32| 1,70 | 1,19 | 1,35 | 0,17 | 0,86
2009/10 |Pontevedra 1 1 Nabizas BRS0401 48,93 | 0,68 | 0,32 |45,66| 0,81 | 0,28 (0,65| 0,16 | 0,38
2009/10 |Pontevedra 1 1 Nabizas BRS0472 4998| 1,67 | 0,57 |43,15| 1,68 | 0,81 (0,98 | 0,14 | 0,99
2009/10 |Pontevedra 1 2 Nabizas BRS0082 33,75/ 3,09 | 0,55 |26,69| 0,90 | 0,64 | 1,12 | 0,19 | 0,56
2009/10 |Pontevedra 1 2 Nabizas BRS0143 49,03| 3,50 | 0,59 |41,47| 1,04 |0,70 (1,01 | 0,10 | 0,63
2009/10 |Pontevedra 1 2 Nabizas BRS0163 64,95/ 0,88 | 0,69 |56,83| 2,17 1,46 |1,71| 0,20 | 1,02
2009/10 |Pontevedra 1 2 Nabizas BRS0401 67,67| 0,72 | 0,51 |60,97| 2,94 | 0,88 | 0,97 | 0,10 | 0,58
2009/10 |Pontevedra 1 2 Nabizas BRS0472 37,38| 2,27 | 0,48 |31,19| 1,14 | 0,66 | 0,80 | 0,18 | 0,66
2009/10 |Pontevedra 1 3 Nabizas BRS0082 35,23|3,73/0,73 2481|179 (115|182 | 0,32 | 0,87
2009/10 |Pontevedra 1 3 Nabizas BRS0143 43,64 | 3,42 | 0,44 |136,38| 1,32 | 0,71 (0,79 | 0,08 | 0,49
2009/10 |Pontevedra 1 3 Nabizas BRS0163 60,64 | 0,32 | 0,47 |54,80| 1,96 | 0,69 | 1,20 | 0,09 | 1,11
2009/10 |Pontevedra 1 3 Nabizas BRS0401 53,52/ 0,81 | 0,56 |46,40| 2,71 | 0,74 | 1,09 | 0,20 | 1,02
2009/10 |Pontevedra 1 3 Nabizas BRS0472 40,35(1,84 | 0,47 |33,79| 1,22 | 1,02 0,89 | 0,17 | 0,94
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. . Parte e, Glucosinolatos (umoles/g masa seca)

Temporada | Origen | Siembra | Bloque | o |, janga | ldentificacion o iree STGNL [GNA gBN Gng GST NGBS [otros
Media 48,88| 1,97 | 0,55 (41,94 157|0,81|1,10| 0,16 | 0,77
Minimo 33,75/ 0,32 0,32 |24,81| 0,81 | 0,28 | 0,65 | 0,08 | 0,38
Maximo 67,67| 3,73 0,73 160,97 2,94 | 1,46 (1,82 | 0,32 | 1,11
Desviacion estandar | 11,68 | 1,17 | 0,11 |12,07| 0,65 | 0,30 | 0,33 | 0,07 | 0,22

Tabla I11.2. Contenido de glucosinolatos en grelos de Pontevedra temporada 2009/10

. . Parte e, Glucosinolatos (umoles/g masa seca)

Temporada| Origen |Siembra|Bloque de la planta Identificacion total IPROTGNL |GNA IGEN GBS |GST NGBS [ otros
2009/10 |Pontevedra 1 1 Grelos BRS0082 40,54| 2,08 | 0,27 |34,54| 1,66 | 0,50 [ 0,69 | 0,49 | 0,30
2009/10 |Pontevedra 1 1 Grelos BRS0143 29,58| 2,48 | 0,65 [23,73| 0,41 | 0,88 | 0,78 | 0,11 | 0,55
2009/10 |Pontevedra 1 1 Grelos BRS0163 4566 0,16 | 0,32 |42,19| 1,11 {054 | 0,91 | 0,13 | 0,29
2009/10 |Pontevedra 1 1 Grelos BRS0401 45441 1,00 | 0,33 {40,30| 2,13 | 0,65 0,57 | 0,25 | 0,21
2009/10 |Pontevedra 1 1 Grelos BRS0472 43,18 0,92 | 0,36 |37,43| 2,33 10,54 (0,78 | 0,45 | 0,37
2009/10 |Pontevedra 1 2 Grelos BRS0082 53,95| 3,24 | 0,39 (45,56| 2,33 | 0,49 |1,00| 0,64 | 0,31
2009/10 |Pontevedra 1 2 Grelos BRS0143 3453|2,23|0,34 |28,73| 1,47 | 0,45|0,82| 0,11 | 0,37
2009/10 |Pontevedra 1 2 Grelos BRS0163 53,52| 0,49 | 0,47 |48,80| 1,20 | 0,87 | 1,08 | 0,17 | 0,43
2009/10 |Pontevedra 1 2 Grelos BRS0401 40,76| 0,27 | 0,24 |37,29| 1,53 | 0,54 (0,40 | 0,30 | 0,19
2009/10 |Pontevedra 1 2 Grelos BRS0472 4109|142 | 0,34 |35,16| 2,49 | 0,49 (0,70 | 0,27 | 0,23
2009/10 |Pontevedra 1 3 Grelos BRS0082 35,24| 2,69 | 0,26 [28,47| 1,91 | 0,33 |0,93| 0,40 | 0,26
2009/10 |Pontevedra 1 3 Grelos BRS0143 26,82| 2,97 | 0,44 |20,89| 0,63 | 0,62 | 0,64 | 0,07 | 0,55
2009/10 |Pontevedra 1 3 Grelos BRS0163 63,87| 0,40 | 0,36 |58,13| 2,49 | 0,49 |1,38| 0,20 | 0,43
2009/10 |Pontevedra 1 3 Grelos BRS0401 53,17| 1,10 | 0,36 |46,46| 3,07 | 0,59 | 1,15| 0,20 | 0,25
2009/10 |Pontevedra 1 3 Grelos BRS0472 36,09| 2,86 | 0,51 [29,15| 1,65 | 0,63 |0,69| 0,22 | 0,38
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. . Parte e, Glucosinolatos (umoles/g masa seca)

Temporada | Origen | Siembra Bloque| o, pjangg | ldentificacion = o STGNL [GNA (lBJBN Ggs GST| NGBS otros
Media 42,90| 1,62 | 0,38 |37,12| 1,76 | 0,57 | 0,83 | 0,27 | 0,34
Minimo 26,82| 0,16 | 0,24 |20,89| 0,41 | 0,33 |0,40 | 0,07 | 0,19
Maximo 63,87 | 3,24 | 0,65 |58,13| 3,07 | 0,88 1,38 | 0,64 | 0,55
Desviacion estandar | 10,07 | 1,08 | 0,11 |10,12| 0,74 | 0,15 |0,25| 0,16 | 0,11

Tabla 111.3. Contenido de glucosinolatos en nabizas de La Palma, temporada 2009/10

. . Parte e, Glucosinolatos (umoles/g masa seca)

Temporada| Origen | Siembra Bloque| yo o hjanga | 1deNtificacion o e S TGNL |GNA [GBN | GBS | GST NGBS |otros
2009/10 |LaPalma 1 1 Nabizas BRS0082 1359|124 10,12 | 7,26 | 1,21 | 1,77 | 1,14 | 0,79 | 0,06
2009/10 |LaPalma 1 2 Nabizas BRS0082 15,76 | 1,22 | 0,16 |11,01| 1,26 | 0,93 | 0,64 | 0,44 | 0,10
2009/10 |LaPalma 1 3 Nabizas BRS0082 9,81 (0,83 |0,10 | 6,00 | 1,02 | 1,02 | 0,56 | 0,25 | 0,04
2009/10 |LaPalma 1 1 Nabizas BRS0143 15,50| 1,67 | 0,13 |10,60| 0,52 | 1,08 | 0,84 | 0,34 | 0,31
2009/10 |LaPalma 1 2 Nabizas BRS0143 14,05/ 2,79 | 0,18 | 8,62 | 1,15 | 0,31 | 0,72 | 0,06 | 0,23
2009/10 |LaPalma 1 3 Nabizas BRS0143 11,47| 153|014 | 7,26 | 1,18 | 0,32 | 0,90 | 0,09 | 0,07
2009/10 |LaPalma 1 1 Nabizas BRS0163 17,73| 0,19 13,89 1,50 | 0,69 | 0,69 | 0,15 | 0,62
2009/10 |LaPalma 1 2 Nabizas BRS0163 18,88| 0,21 | 0,10 |14,55| 1,80 | 0,81 | 0,85 | 0,06 | 0,50
2009/10 |LaPalma 1 3 Nabizas BRS0163 20,16| 0,30 | 0,18 |16,78| 1,03 | 0,69 | 0,76 | 0,17 | 0,26
2009/10 |LaPalma 1 1 Nabizas BRS0401 18,45| 0,19 1496 1,13 0,62 | 0,49 | 0,97 | 0,10
2009/10 |LaPalma 1 2 Nabizas BRS0401 17,17| 0,21 | 0,16 |13,99| 1,01 | 0,40 1,06 | 0,34
2009/10 |LaPalma 1 3 Nabizas BRS0401 24,17(0,23 | 0,21 |18,86| 1,08 | 0,98 2,70 | 0,11
2009/10 |LaPalma 1 1 Nabizas BRS0472 12,71| 1,40 754 1133(0,77 /053 | 0,89 |0,27
2009/10 |LaPalma 1 2 Nabizas BRS0472 15,29 | 1,68 | 0,20 | 10,07 0,711,18 | 1,24 | 0,20
2009/10 |LaPalma 1 3 Nabizas BRS0472 12,071 0,72 8,71|1,11|052|0,66| 0,21 | 0,16
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. . Parte e, Glucosinolatos (umoles/g masa seca)
Temporada| Origen | Siembra | Bloque | 4o o a0, ldentificacion e STGNL [GNA gBN Gng GST [NGBS | otros
2009/10 |LaPalma 2 1 Nabizas BRS0082 13,89| 1,64 | 0,12 {10,08| 0,40 | 0,63 | 0,63 | 0,27 | 0,12
2009/10 |LaPalma 2 2 Nabizas BRS0082 11,271 0,99 8,24 1090|042 (055| 0,08 | 0,08
2009/10 |LaPalma 2 3 Nabizas BRS0082 15,49(1,05 0,23 {11,20| 1,54 | 0,63 0,52 | 0,21 | 0,11
2009/10 |LaPalma 2 1 Nabizas BRS0143 14,76 | 2,71 10,10| 0,80 { 0,24 | 0,63 | 0,19 | 0,10
2009/10 |LaPalma 2 2 Nabizas BRS0143 8,26 | 1,18 0,12 | 586 | 0,24 |0,20|0,51| 0,11 | 0,05
2009/10 |LaPalma 2 3 Nabizas BRS0143 16,80( 1,94 | 0,27 |12,23| 1,15 (0,19 |0,85| 0,09 | 0,08
2009/10 |LaPalma 2 1 Nabizas BRS0163 24,271 0,35 0,10 |21,48| 0,89 | 0,50 | 0,60 | 0,08 | 0,28
2009/10 |LaPalma 2 2 Nabizas BRS0163 21,721 0,12 | 0,24 |18,34| 1,53 /0,39 (0,79 | 0,10 | 0,22
2009/10 |LaPalma 2 3 Nabizas BRS0163 20,021 0,16 | 0,21 |17,32| 1,06 0,33 | 0,56 | 0,14 | 0,26
2009/10 |LaPalma 2 1 Nabizas BRS0401 18,07 0,24 | 0,09 |16,18| 0,35 | 0,27 | 0,38 | 0,48 | 0,08
2009/10 |LaPalma 2 2 Nabizas BRS0401 17,78 | 0,13 1469| 1,39 (0,43 |0,37| 0,71 | 0,06
2009/10 |LaPalma 2 3 Nabizas BRS0401 26,291 0,19 | 0,38 |22,73| 1,77 10,33 |0,55| 0,24 | 0,11
2009/10 |LaPalma 2 1 Nabizas BRS0472 16,06 | 0,88 | 0,10 | 13,19/ 0,82 | 0,15|0,63 | 0,14 | 0,14
2009/10 |LaPalma 2 2 Nabizas BRS0472 17,16(1,61 | 0,27 |13,38| 0,75 (0,23 |0,57 | 0,22 | 0,14
2009/10 |LaPalma 2 3 Nabizas BRS0472 15,28(1,03 0,29 {11,89| 0,82 (0,32 |0,52| 0,29 | 0,13
2009/10 |LaPalma 3 1 Nabizas BRS0082 7,17 1098 0,24 | 2,65 |0,21 (1,67 |0,64| 0,38 | 0,40
2009/10 |LaPalma 3 2 Nabizas BRS0082 6,73 11,010,251 3,11 |0,33/0,92|0,62| 0,30 | 0,19
2009/10 |LaPalma 3 3 Nabizas BRS0082 10,98| 1,42 | 0,15 | 2,72 | 0,24 | 3,05 0,58 | 2,64 | 0,20
2009/10 |LaPalma 3 1 Nabizas BRS0143 12,26 0,17 | 0,30 | 8,70 | 0,62 | 1,09 | 0,49 | 0,34 | 0,55
2009/10 |LaPalma 3 2 Nabizas BRS0143 15,20 3,31 0,28 | 7,03 | 0,50 |2,15/0,61| 1,15 | 0,16
2009/10 |LaPalma 3 3 Nabizas BRS0143 17,02| 2,20 | 0,27 |11,12| 0,86 |1,11 /0,71 | 0,45 | 0,30
2009/10 |LaPalma 3 1 Nabizas BRS0163 6,97 | 1,48 0,27 | 3,05 |0,35|0,61|0,49| 0,31 | 0,41
2009/10 |LaPalma 3 2 Nabizas BRS0163 11,950,131 0,21 | 854 | 0,66 | 0,91 0,46 | 0,34 | 0,70
2009/10 |LaPalma 3 3 Nabizas BRS0163 19,02 0,22 | 0,20 |14,64| 1,17 | 0,84 |0,74 | 0,78 | 0,43
2009/10 |LaPalma 3 1 Nabizas BRS0401 20,26/ 0,31 /0,32 12,39 1,03 156 (0,43 | 4,05 | 0,17
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. . Parte e, Glucosinolatos (umoles/g masa seca)

Temporada Origen | Siembra | Bloque | o |, janga|  'dentificacion o e e STGNL | GNA gBN Gng GST NGBS [ otros
2009/10 |LaPalma 3 2 Nabizas BRS0401 15,98 | 0,54 9,60 10,79 11,37 (0,33| 3,22 | 0,14
2009/10 |LaPalma 3 3 Nabizas BRS0401 14,36/ 0,12 | 0,13 | 8,84 | 0,49 | 1,33 |0,35| 2,97 | 0,14
2009/10 |LaPalma 3 1 Nabizas BRS0472 11,331,417 | 0,44 | 6,71 | 0,35 1,03 |0,75| 0,55 | 0,33
2009/10 |LaPalma 3 2 Nabizas BRS0472 13,81/ 0,76 | 0,25 | 9,12 | 0,78 | 0,70 | 0,66 | 1,28 | 0,26
2009/10 |LaPalma 3 3 Nabizas BRS0472 999 163|020 | 3,48 (1,13 |186|0,53| 0,75 | 0,41
Media 15,27/ 0,98 | 0,21 |10,86| 0,91 | 0,82 | 0,63 | 0,72 | 0,22
Minimo 6,73 10,12 | 0,09 | 2,65 | 0,21 | 0,15({0,33 | 0,06 | 0,04
Maximo 26,29| 3,31 | 0,44 |22,73| 1,80 | 3,05(1,18 | 4,05 | 0,70
Desviacion estandar | 4,50 | 0,80 | 0,08 | 4,86 | 0,42 | 0,59 0,18 | 0,94 | 0,16

Tabla I11.4. Contenido de glucosinolatos en grelos de La Palma temporada 2009/10

. . Parte e ., Glucosinolatos (umoles/g masa seca

Temporada| Origen | Siembra  Blogue de la planta |dentificacion Total |[PRO | GNL | GNA (éalBN GgBS GST N)GBS otros
2009/10 |La Palma 1 1 Grelos BRS0082 32,31\ 4,44 0,25 |22,52| 0,76 | 0,74 1,94 | 1,27 | 0,39
2009/10 |LaPalma 1 2 Grelos BRS0082 28,72 | 2,41 22,13 1,45(0,44(1,32| 0,71 | 0,26
2009/10 |LaPalma 1 3 Grelos BRS0082 29,61 3,81 21,93| 1,01 (0,53 |1,38| 0,77 | 0,19
2009/10 |La Palma 1 1 Grelos BRS0143 33,36| 4,07 | 0,41 |25,17| 1,29 | 0,75 (1,13 | 0,29 | 0,26
2009/10 |La Palma 1 2 Grelos BRS0143 24,711 3,82 | 0,13 {18,07| 1,22 0,19 0,99 | 0,12 | 0,17
2009/10 |La Palma 1 3 Grelos BRS0143 23,62| 2,22 | 0,21 {17,82| 1,74 | 0,27 | 1,01 | 0,18 | 0,16
2009/10 |La Palma 1 1 Grelos BRS0163 55,54| 0,11 | 0,21 [49,34| 2,92 | 0,46 | 1,77 | 0,36 | 0,38
2009/10 |La Palma 1 2 Grelos BRS0163 29,62 | 0,14 25,65| 2,51 (0,17 |091| 0,15 | 0,10
2009/10 |La Palma 1 3 Grelos BRS0163 43,02/ 0,28 | 0,19 |37,83|1,83 |0,46|1,66| 0,43 | 0,35
2009/10 |La Palma 1 1 Grelos BRS0401 50,80| 0,31 | 0,27 |44,41| 2,72 10,83 1,06 | 1,04 | 0,16
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. . Parte e, Glucosinolatos (umoles/g masa seca)

Temporada| Origen | Siembra | Bloque| jo o0, | ldentificacion 1 irep STGNL [GNA gBN Gng GST NGBS | otros
2009/10 |LaPalma 1 2 Grelos BRS0401 46,51(0,26 | 0,12 |41,61|1,80 {054 |1,01| 1,02 | 0,15
2009/10 |LaPalma 1 3 Grelos BRS0401 54,17 0,35 | 0,35 |47,29| 2,99 | 0,97 | 1,15| 0,93 | 0,13
2009/10 |LaPalma 1 1 Grelos BRS0472 43,40| 2,07 | 0,27 | 37,23 0,90 10,89 0,90| 0,82 | 0,33
2009/10 |LaPalma 1 2 Grelos BRS0472 57,291 3,95 | 0,31 |44,47| 4,39 10,89 (2,31 | 0,72 | 0,24
2009/10 |LaPalma 1 3 Grelos BRS0472 3265|114 10,18 |27,69| 1,04 | 0,39 |1,45| 0,37 | 0,40
2009/10 |LaPalma 2 1 Grelos BRS0082 16,96 | 2,07 12,87| 0,48 10,32 0,47 | 0,56 | 0,19
2009/10 |LaPalma 2 2 Grelos BRS0082 19,64 | 2,74 13,551,220 0,64 |0,69| 0,59 |0,23
2009/10 |LaPalma 2 3 Grelos BRS0082 11,09 | 0,74 8,58 | 0,47 10,28 (0,39 | 0,47 | 0,16
2009/10 |LaPalma 2 1 Grelos BRS0143 22,211 6,32 11,98| 2,03 |0,61|0,65| 0,51 | 0,11
2009/10 |LaPalma 2 2 Grelos BRS0143 12,70 | 2,42 8,45 1045|048 (054 | 0,30 | 0,07
2009/10 |LaPalma 2 3 Grelos BRS0143 17,89 2,77 12,78 0,66 | 0,59 | 0,82 | 0,16 | 0,11
2009/10 |LaPalma 2 1 Grelos BRS0163 44,06| 0,14 | 0,09 |39,82| 1,71 {0,52 (0,94 | 0,50 | 0,34
2009/10 |LaPalma 2 2 Grelos BRS0163 32,28 0,27 28,66| 1,39 |0,50|0,92| 0,26 | 0,28
2009/10 |LaPalma 2 3 Grelos BRS0163 60,81 0,25 | 0,13 |55,24| 2,20 {0,50|1,81| 0,36 | 0,33
2009/10 |LaPalma 2 1 Grelos BRS0401 49,60| 2,91 41,88| 3,04 |0,30|0,92| 0,42 | 0,14
2009/10 |LaPalma 2 2 Grelos BRS0401 46,97 | 1,00 41,93/ 2,39 | 0,28 (0,95 | 0,34 | 0,09
2009/10 |LaPalma 2 3 Grelos BRS0401 48,17 0,97 44,70| 0,77 | 0,43|0,69 | 0,46 | 0,15
2009/10 |LaPalma 2 1 Grelos BRS0472 4459 2,60 38,51 1,11 (0,68 0,94 | 0,30 | 0,46
2009/10 |LaPalma 2 2 Grelos BRS0472 2292|154 19,571 0,48 10,31 |0,61| 0,20 | 0,21
2009/10 |LaPalma 2 3 Grelos BRS0472 22,16 3,78 15,56 | 0,65 | 0,87 | 0,59 | 0,45 | 0,27
Media 35,25| 2,00 | 0,22 {29,24| 1,59 | 0,53 |1,06| 0,50 |0,23

Minimo 11,090,111 0,09 | 845|045 0,17 10,39 | 0,12 | 0,07

Maximo 60,81| 6,32 | 0,41 |55,24| 4,39 (0,97 | 2,31 | 1,27 | 0,46

Desviacion estandar | 14,29 | 1,64 | 0,09 |13,87| 0,97 | 0,22 | 0,46 | 0,29 | 0,11
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Tabla I11.5. Contenido de glucosinolatos en nabizas de Cérdoba temporada 2009/10

. . Parte e Glucosinolatos (umoles/g masa seca
Temporada | Origen |Siembra | Bloque de la planta Identificacion TotalIPRO IGNL GNfAL\l GBNqGBS NGB)S otros
2009/10 | Cdrdoba 1 1 Nabizas BRS0082 11,19 2,22 | 0,3 | 7,47 | 0,59 | 0,21 | 0,31 | 0,09
2009/10 | Cordoba 1 2 Nabizas BRS0082 1,45 (0,33|0,29 | 0,65 | 0,04 |0,03| 0,1 |0,01
2009/10 | Cordoba 1 3 Nabizas BRS0082 721 1185|034 |424|043|012| 0,2 |0,03
2009/10 | Cdrdoba 1 1 Nabizas BRS0143 2,64 0,25 | 2,08 | 0,12 | 0,09 | 0,09 | 0,01
2009/10 | Cordoba 1 2 Nabizas BRS0143 1,2 0,28 | 0,82 | 0,07 | 0,02 | 0,01
2009/10 | Cdrdoba 1 3 Nabizas BRS0143 0,83 0,27 | 0,42 | 0,03 | 0,03 | 0,08
2009/10 | Cordoba 1 1 Nabizas BRS0163 11,79 0,37 [10,29| 0,79 | 0,06 | 0,18 | 0,1
2009/10 | Cdrdoba 1 2 Nabizas BRS0163 3,43 0,31|276 | 02 |001| 0,12 | 0,03
2009/10 | Cdrdoba 1 3 Nabizas BRS0163 7,31 0,29 | 6,45 | 0,37 | 0,03 | 0,14 | 0,03
2009/10 | Cordoba 1 1 Nabizas BRS0401 5,13 0,24 | 435031 |0,02| 0,2 |0,01
2009/10 | Cdrdoba 1 2 Nabizas BRS0401 2,17 | 0,06 | 0,23 | 1,62 | 0,1 | 0,02 | 0,14
2009/10 | Cordoba 1 3 Nabizas BRS0401 3,79 | 0,06 | 0,27 | 3,18 | 0,14 | 0,01 | 0,13
2009/10 | Cdrdoba 1 1 Nabizas BRS0472 8,19 1,03 0,39 | 582 | 0,63 |0,11| 0,17 | 0,04
2009/10 | Cordoba 1 2 Nabizas BRS0472 2,16 0,37 | 1,53 | 0,09 | 0,04 | 0,12 | 0,01
2009/10 | Cordoba 1 3 Nabizas BRS0472 1,59 0,32 | 1,06 | 0,06 | 0,02 | 0,12 | 0,01
2009/10 | Cdrdoba 3 1 Nabizas BRS0082 25,5 (551 |0,28 |{16,84| 0,93 | 0,25 | 1,46 | 0,23
2009/10 | Cordoba 3 2 Nabizas BRS0082 20,12 (5,62 | 0,26 |11,51| 0,68 | 0,38 | 1,51 | 0,16
2009/10 | Cdrdoba 3 3 Nabizas BRS0082 25,02| 6,76 | 0,34 |14,48| 09 |0,39| 1,94 | 0,21
2009/10 | Cordoba 3 1 Nabizas BRS0143 20,75| 3,61 | 0,31 |15,15| 0,93 | 0,11 | 0,44 | 0,2
2009/10 | Cdrdoba 3 2 Nabizas BRS0143 22,96 | 4,6 | 0,3 |16,09| 0,69 |0,19| 0,74 | 0,35
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. . Parte e, Glucosinolatos (umoles/g masa seca)

Temporada | Origen |Siembra | Bloque de la planta Identificacion Total IPRO |GNL GN: GBN | GBS |NGBS otros
2009/10 | Cdrdoba 3 3 Nabizas BRS0143 23,6 | 4,06 | 0,29 |17,36| 1,01 | 0,16 | 0,45 | 0,27
2009/10 | Cdrdoba 3 1 Nabizas BRS0163 36,87| 3,54 (0,31 (2919|156 | 0,5 | 1,27 | 0,5
2009/10 | Cdrdoba 3 2 Nabizas BRS0163 38,6 | 2,67 0,26 |31,77| 162 |039| 0,8 | 1,09
2009/10 | Cérdoba 3 3 Nabizas BRS0163 4265|452 | 0,3 [33,92|2,03(0,28| 0,79 | 0,81
2009/10 | Cdrdoba 3 1 Nabizas BRS0401 31,77| 1,34 | 0,29 |27,97| 0,74 | 0,18 | 1,16 | 0,09
2009/10 | Cérdoba 3 2 Nabizas BRS0401 33,83| 2 |0,3428,19| 1,27 |0,23| 1,73 | 0,07
2009/10 | Cdrdoba 3 3 Nabizas BRS0401 30,46| 1,3 | 0,26 |25,95| 1,37 | 0,13 | 1,38 | 0,07
2009/10 | Cérdoba 3 1 Nabizas BRS0472 25,61| 3,13 0,32 /19,48| 1,12 | 0,17 | 1,23 | 0,16
2009/10 | Cérdoba 3 2 Nabizas BRS0472 25,9 (3,24 | 0,25 {19,42| 0,95 | 0,21 | 1,54 | 0,29
2009/10 | Cdrdoba 3 3 Nabizas BRS0472 235 (2,78 0,33 |17,68| 1,27 | 0,15 | 1,08 | 0,21
Media 16,57 | 2,87 | 0,30 [12,59| 0,70 | 0,15 | 0,65 | 0,20

Minimo 0,83 | 0,06 | 0,23 | 0,42 | 0,03 0,01 | 0,01 | 0,01

Maximo 42,65| 6,76 | 0,39 [33,92| 2,03 [0,50 | 1,94 | 1,09

Desviacion estandar | 13,26 | 1,88 | 0,04 | 10,66 | 0,55 | 0,13 | 0,61 | 0,26

Tabla I111.6. Contenido de glucosinolatos en nabizas de Coérdoba temporada 2010/11

. . Parte e ., Glucosinolatos (umoles/g masa seca
Temporada | Origen |Siembra | Bloque de la planta Identificacion Total IPRO | GNA (EBN GgBS GST o)tros
2010/11 | Cdrdoba 1 1 Nabizas BRS0082 26,87 2,72 21,32| 0,93 | 0,46 | 1,39 | 0,05
2010/11 | Cérdoba 1 2 Nabizas BRS0082 29,78 3,20 {23,35| 1,15 | 0,53 | 1,51 | 0,05
2010/11 | Cdrdoba 1 3 Nabizas BRS0082 32,73 | 2,46 {26,84| 1,29 | 0,51 | 1,60 | 0,04
2010/11 | Cdrdoba 1 1 Nabizas BRS0143 22,82 19,77| 1,50 | 0,40 | 1,10 | 0,06
2010/11 | Cérdoba 1 2 Nabizas BRS0143 26,35( 2,10 {21,82| 1,17 | 0,23 | 0,99 | 0,04
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. . Parte e, Glucosinolatos (umoles/g masa seca)
Temporada | Origen |Siembra | Bloque de la planta Identificacion Total IPRO | GNA EBN GgBS GST lotros
2010/11 | Cérdoba 1 3 Nabizas BRS0143 24,611 3,06 {19,35| 0,72 | 0,31 | 1,12 | 0,05
2010/11 | Cdrdoba 1 1 Nabizas BRS0163 59,90| 0,72 |54,12| 2,21 | 0,92 | 1,82 | 0,10
2010/11 | Cdrdoba 1 2 Nabizas BRS0163 47,68| 0,66 |40,95| 3,89 | 0,61 | 1,50 | 0,08
2010/11 | Cérdoba 1 3 Nabizas BRS0163 45,23 0,91 |39,76 | 2,57 | 0,45 | 1,47 | 0,06
2010/11 | Cdrdoba 1 1 Nabizas BRS0401 42,19 0,79 |37,61| 2,14 | 0,33 | 1,28 | 0,05
2010/11 | Cérdoba 1 2 Nabizas BRS0401 40,39 0,52 |36,30( 1,99 | 0,33 | 1,21 | 0,04
2010/11 | Cdrdoba 1 3 Nabizas BRS0401 37,67| 0,54 |33,42| 2,28 | 0,23 | 1,17 | 0,03
2010/11 | Cérdoba 1 1 Nabizas BRS0472 30,80| 1,94 | 26,01 1,33 | 0,49 | 0,98 | 0,06
2010/11 | Cérdoba 1 2 Nabizas BRS0472 31,91| 1,95 |26,47| 1,86 | 0,54 | 1,05 | 0,04
2010/11 | Cdrdoba 1 3 Nabizas BRS0472 34,51| 2,49 128,40 2,13 | 0,45 | 1,01 | 0,05
2010/11 | Cérdoba 2 1 Nabizas BRS0082 26,58 | 1,58 |20,47| 2,87 | 0,46 | 1,16 | 0,03
2010/11 | Cdrdoba 2 2 Nabizas BRS0082 25,64| 1,37 |{21,21| 1,53 | 0,35 (1,19 | 0,00
2010/11 | Cérdoba 2 3 Nabizas BRS0082 30,03| 1,88 |22,20| 4,22 | 0,37 | 1,36 | 0,00
2010/11 | Cdrdoba 2 1 Nabizas BRS0143 9,11 8,15 | 0,22 | 0,30 | 0,43 | 0,00
2010/11 | Cdrdoba 2 2 Nabizas BRS0143 8,05 | 0,90 | 6,07 | 0,43 0,19 | 0,46 | 0,00
2010/11 | Cérdoba 2 3 Nabizas BRS0143 8,70 | 0,82 | 7,20 | 0,25 | 0,15 | 0,29 | 0,00
2010/11 | Cdrdoba 2 1 Nabizas BRS0163 24,43|0,35(21,59| 1,72 | 0,12 | 0,66 | 0,00
2010/11 | Cérdoba 2 2 Nabizas BRS0163 22,03| 0,32 {18,35| 2,71 | 0,11 | 0,51 | 0,03
2010/11 | Cdrdoba 2 3 Nabizas BRS0163 32,11| 0,31 |28,73| 2,14 | 0,10 | 0,84 | 0,00
2010/11 | Cérdoba 2 1 Nabizas BRS0401 21,57| 0,27 |18,98| 1,55 | 0,38 | 0,40 | 0,00
2010/11 | Cérdoba 2 2 Nabizas BRS0401 14,15 12,22| 1,31 0,22 | 0,35 | 0,07
2010/11 | Cdrdoba 2 3 Nabizas BRS0401 18,37 16,50 1,14 | 0,16 | 0,56 | 0,00
2010/11 | Cérdoba 2 1 Nabizas BRS0472 24,63| 0,79 |21,08| 2,15 | 0,13 | 0,45 | 0,03
2010/11 | Cdrdoba 2 2 Nabizas BRS0472 20,37| 0,59 |17,45| 1,84 | 0,13 | 0,35 | 0,00
2010/11 | Cérdoba 2 3 Nabizas BRS0472 23,61| 1,49 {19,34| 2,00 | 0,17 | 0,61 | 0,00
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. . Parte e, Glucosinolatos (umoles/g masa seca)
Temporada | Origen |Siembra | Bloque de la planta Identificacion Total IPRO | GNA EBN GgBS GST lotros
Media 28,09| 1,34 |23,83| 1,77 | 0,34 | 0,96 | 0,03
Minimo 8,05 | 0,27 | 6,07 | 0,22 | 0,10 | 0,29 | 0,00
Maximo 59,90 3,20 |54,12| 4,22 | 0,92 | 1,82 | 0,10
Desviacion estandar | 11,60 | 0,91 |10,49| 0,92 | 0,19 | 0,44 | 0,03

Tabla I11.7. Contenido de glucosinolatos en grelos de Cordoba temporada 2010/11

. . Parte e, Glucosinolatos (umoles/g masa seca
Temporada | Origen | Siembra | Bloque de la planta Identificacion Total IPRO GNA(iCJ;BN GgBS GST o)tros
2010/11 | Cordoba 1 1 Grelos BRS0143 15,54 | 1,21 |13,31| 0,22 | 0,24 | 0,53 | 0,03
2010/11 |Cérdoba 1 2 Grelos BRS0143 14,71| 2,62 [ 10,96 | 0,48 | 0,16 | 0,46 | 0,03
2010/11 | Cérdoba 1 3 Grelos BRS0143 20,60 2,86 |16,15| 0,73 | 0,19 | 0,64 | 0,03
2010/11 |Cérdoba 1 1 Grelos BRS0472 19,53| 0,57 |17,25| 0,93 | 0,13 | 0,63 | 0,03
2010/11 | Cérdoba 1 2 Grelos BRS0472 14,70| 0,85 [13,00| 0,26 | 0,34 | 0,25 | 0,00
2010/11 |Cérdoba 1 3 Grelos BRS0472 27,30| 1,18 |24,99| 0,34 | 0,13 | 0,66 | 0,00
2010/11 | Cérdoba 2 1 Grelos BRS0143 9,47 10,81 | 7,95 |0,16 | 0,18 | 0,36 | 0,00
2010/11 | Cérdoba 2 2 Grelos BRS0143 13,28| 1,70 [ 10,43 | 0,37 { 0,18 | 0,56 | 0,04
2010/11 |Cérdoba 2 3 Grelos BRS0143 10,05| 1,45 | 7,52 | 0,56 | 0,07 | 0,46 | 0,00
Media 16,13| 1,47 |13,50| 0,45 | 0,18 | 0,51 | 0,02
Minimo 9,47 | 0,57 | 7,52 | 0,16 | 0,07 | 0,25 | 0,00
Maximo 27,30| 2,86 |24,99| 0,93 | 0,34 | 0,66 | 0,04
Desviacion estandar | 5,59 | 0,80 | 5,43 | 0,25 | 0,08 | 0,14 | 0,02
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Tabla 111.8. Contenido de glucosinolatos en nabizas de Cérdoba temporada 2011/12

. . Parte e, Glucosinolatos (umoles/g masa seca)
Temporada| Origen | Siembra| Bloque | o . janga | 1dentificacion oo SToNA GBE GBSqGST NGBS [otros
2011/12 | Cérdoba 1 1 Nabizas BRS0082 40,97 (11,1412192| 1,31 | 1,78 (2,16 | 155 | 1,11
2011/12 | Cérdoba 1 2 Nabizas BRS0082 32,12| 8,32 |17,75| 1,65 151|154 | 0,89 | 0,47
2011/12 | Cérdoba 1 3 Nabizas BRS0082 42,00| 7,52 |26,49| 2,20 | 2,19 (1,71 | 1,08 | 0,82
2011/12 | Cérdoba 1 1 Nabizas BRS0143 20,17| 3,39 |13,87| 0,48 | 0,62 0,23 | 0,54 | 1,03
2011/12 | Cérdoba 1 2 Nabizas BRS0143 43,70 | 5,84 |30,08| 2,83 | 2,25 (1,27 | 0,74 | 0,69
2011/12 | Cérdoba 1 3 Nabizas BRS0143 33,39| 6,17 {21,13| 2,35 11,57 |1,05| 0,65 | 0,47
2011/12 | Cérdoba 1 1 Nabizas BRS0163 77,84 1,81 66,59 3,94 | 2,44 1,43 | 0,96 | 0,68
2011/12 | Cérdoba 1 2 Nabizas BRS0163 51,43| 1,62 |44,51| 2,09 |1,08|0,92| 0,36 | 0,85
2011/12 | Cérdoba 1 3 Nabizas BRS0163 62,93| 2,94 |53,82| 2,30 | 1,27 /11,10 | 0,40 | 1,10
2011/12 | Cérdoba 1 1 Nabizas BRS0401 58,64 | 2,40 [48,49| 3,06 | 2,10 /0,89 | 1,26 | 0,45
2011/12 | Cérdoba 1 2 Nabizas BRS0401 42,48\ 0,47 (35,02| 3,43 |1,27|0,60| 1,38 | 0,30
2011/12 | Cérdoba 1 3 Nabizas BRS0401 56,34| 1,96 [44,54| 4,08 | 1,42 0,94 | 2,79 | 0,62
2011/12 | Cérdoba 1 1 Nabizas BRS0472 36,47 | 2,20 |28,69| 1,54 /11,36 |0,74| 1,13 | 0,82
2011/12 | Cérdoba 1 2 Nabizas BRS0472 42,62 | 7,55 |27,66| 2,33 1,26 (1,23 | 1,08 | 1,51
2011/12 | Cérdoba 1 3 Nabizas BRS0472 37,52| 6,27 |22,87|2,86 |1,76 0,94 | 1,85 | 0,96
2011/12 | Cérdoba 1 1 Nabizas BRS0082 37,34| 8,84 (2181|180 (1601,44| 1,01 | 0,85
2011/12 | Cérdoba 1 2 Nabizas BRS0082 35,08| 6,21 {22,70| 1,45 11,86 |1,40| 0,80 | 0,66
2011/12 | Cérdoba 1 3 Nabizas BRS0082 43,80 7,15 |29,14| 1,88 | 1,84 (1,65 | 1,18 | 0,96
2011/12 | Cérdoba 1 1 Nabizas BRS0143 33,24| 6,01 {23,49/0,84 /10,82 1,04 | 0,42 | 0,62
2011/12 | Cérdoba 1 2 Nabizas BRS0143 43,12 | 8,07 |28,66| 2,01 | 1,46 (157 | 0,50 | 0,86
2011/12 | Cérdoba 1 3 Nabizas BRS0143 37,88| 7,27 |25,13| 2,96 |0,59|1,21| 0,32 | 0,40
2011/12 | Cérdoba 1 1 Nabizas BRS0163 78,81| 1,91 |64,26| 7,32 11,36 1,98 | 0,76 | 1,23
2011/12 | Coérdoba 1 2 Nabizas BRS0163 65,16| 1,94 |54,86| 3,88 | 1,24 |1,62| 0,70 | 0,93
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Anexo I

. . Parte e, Glucosinolatos (umoles/g masa seca)

Temporada | Origen |Siembra | Bloque de la planta Identificacion Total [PRO | GNA GBE GBSqGST NGBS | otros
2011/12 | Cérdoba 1 3 Nabizas BRS0163 66,55| 2,35 |54,40| 4,03 | 2,15|1,80| 1,00 | 0,82
2011/12 | Cdrdoba 1 1 Nabizas BRS0401 50,47 | 2,21 |41,98| 2,47 | 1,53 |0,61| 1,30 | 0,36
2011/12 | Cdrdoba 1 2 Nabizas BRS0401 54,93| 2,17 |47,81| 1,44 |156|0,82| 0,81 | 0,32
2011/12 | Cérdoba 1 3 Nabizas BRS0401 39,31| 1,44 |130,80| 2,59 |1192|0,46| 1,62 | 0,48
2011/12 | Cdrdoba 1 1 Nabizas BRS0472 4555| 3,94 (3553|219 | 1,28 |1,07| 0,94 | 0,60
2011/12 | Cérdoba 1 2 Nabizas BRS0472 25,79| 3,68 |16,60| 1,79 | 1,49 1,02 | 0,58 | 0,62
2011/12 | Cdrdoba 1 3 Nabizas BRS0472 40,51| 4,95 (28,84| 1,41 |11,39|0,95| 1,58 | 1,40
2011/12 | Cérdoba 2 1 Nabizas BRS0082 33,49| 2,82 |25,55| 1,02 /10,39 |2,65| 0,33 | 0,74
2011/12 | Cérdoba 2 2 Nabizas BRS0082 40,87 | 2,46 [29,78| 5,02 (0,33 | 2,24 | 0,41 | 0,63
2011/12 | Cdrdoba 2 3 Nabizas BRS0082 27,87| 2,34 |21,52| 1,18 | 0,47 (1,26 | 0,34 | 0,76
2011/12 | Cérdoba 2 1 Nabizas BRS0143 19,51| 1,45 |15,44| 0,82 | 0,19 | 0,27 | 0,15 | 1,18
2011/12 | Cérdoba 2 2 Nabizas BRS0143 21,74| 1,52 |18,38| 0,29 | 0,31 | 0,50 | 0,10 | 0,63
2011/12 | Cérdoba 2 3 Nabizas BRS0143 17,74| 1,51 |14,28| 0,61 | 0,16 | 0,56 | 0,15 | 0,47
2011/12 | Cérdoba 2 1 Nabizas BRS0163 48,72| 1,18 (41,02| 2,53 |0,45|2,66 | 0,33 | 0,55
2011/12 | Cérdoba 2 2 Nabizas BRS0163 56,90| 1,49 48,07 | 3,52 | 0,76 | 2,25 | 0,25 | 0,56
2011/12 | Cérdoba 2 3 Nabizas BRS0163 39,36| 1,50 |32,56| 2,76 | 0,77 | 1,11 | 0,24 | 0,44
2011/12 | Cérdoba 2 1 Nabizas BRS0401 36,57| 0,93 |33,14| 0,92 | 0,25|0,85| 0,21 | 0,27
2011/12 | Cérdoba 2 2 Nabizas BRS0401 49,86 1,38 (42,91| 3,63 (0,51 |0,75| 0,13 | 0,56
2011/12 | Cérdoba 2 3 Nabizas BRS0401 40,95| 1,13 (37,72| 0,42 |0,41|0,85| 0,14 | 0,28
2011/12 | Cérdoba 2 1 Nabizas BRS0472 38,66| 1,90 |30,40| 3,29 |0,73|1,71| 0,33 | 0,29
2011/12 | Cérdoba 2 2 Nabizas BRS0472 34,99| 1,58 (28,30| 2,60 | 0,46 | 1,24 | 0,19 | 0,61
2011/12 | Cérdoba 2 3 Nabizas BRS0472 34,85| 1,59 |28,71| 259 |0,25|1,04 | 0,23 | 0,45

Media 42,63| 3,61 (32,83|2,35|1,16|1,23| 0,75 | 0,70

Minimo 17,74 0,47 |13,87| 0,29 | 0,16 | 0,23 | 0,10 | 0,27

Maximo 78,81(11,14166,59| 7,32 | 2,44 | 2,66 | 2,79 | 1,51
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. . Parte e, Glucosinolatos (umoles/g masa seca)

Temporada | Origen |Siembra | Bloque de la planta Identificacion Total [PRO | GNA GBE GBSqGST NGBS | otros
Desviacion estandar | 13,84 | 2,68 (13,13| 1,34 | 0,65 | 0,58 | 0,56 | 0,30

Tabla I11.9. Contenido de glucosinolatos en grelos de Cordoba temporada 2011/12

. . Parte e, Glucosinolatos (umoles/g masa seca

Temporada | Origen | Siembra | Bloque de la planta Identificacion TotalIPRO |GNA GB(Itll GBSgGST NGB)S prm—
2011/12 | Cérdoba 1 1 Grelos BRS0143 34,38 2,81 |28,54|0,83 0,16 | 1,07 | 0,21 | 0,76
2011/12 | Cérdoba 1 1 Grelos BRS0143 32,46 3,19 |27,03| 0,46 | 0,10 | 1,15 | 0,22 | 0,31
2011/12 | Cérdoba 1 1 Grelos BRS0143 28,15| 2,53 |23,53| 1,21 { 0,09 |0,41| 0,18 | 0,20
2011/12 | Cérdoba 1 2 Grelos BRS0143 29,281 1,89 |24,07| 2,10 { 0,23 0,52 | 0,14 | 0,34
2011/12 | Cérdoba 1 2 Grelos BRS0143 32,17 | 5,68 | 23,61 0,22 1,49 | 0,10 | 1,07
2011/12 | Cérdoba 1 2 Grelos BRS0143 32,65| 5,04 |123,36| 0,75 {0,19 | 2,00 | 0,35 | 0,96
2011/12 | Cérdoba 1 2 Grelos BRS0143 35,12 1,92 |29,97| 0,37 | 0,30 | 1,45 | 0,51 | 0,61
2011/12 | Cérdoba 1 2 Grelos BRS0143 33,83| 3,64 |127,19| 0,24 | 0,42 | 1,15 | 0,42 | 0,79
2011/12 | Cérdoba 1 2 Grelos BRS0143 36,46| 3,85 30,09/ 0,39 | 0,40 | 1,28 | 0,18 | 0,28
2011/12 | Cérdoba 1 3 Grelos BRS0143 27,59 3,73 21,39/ 0,52 { 0,20 | 1,14 | 0,06 | 0,55
2011/12 | Cérdoba 1 3 Grelos BRS0143 20,00| 2,38 |14,93| 0,96 | 0,60 | 0,70 | 0,26 | 0,18
2011/12 | Cérdoba 1 3 Grelos BRS0143 16,10 | 3,02 [11,95| 0,49 | 0,12 |1 0,29 | 0,09 | 0,14
2011/12 | Cérdoba 1 3 Grelos BRS0143 30,85| 3,09 |23,32| 1,54 | 0,74 | 1,55 | 0,31 | 0,29
2011/12 | Cérdoba 1 3 Grelos BRS0143 29,271 4,43 120,80| 1,29 | 0,26 | 1,06 | 0,24 | 1,19
2011/12 | Cérdoba 1 3 Grelos BRS0143 24,281 4,07 |17,95| 0,46 { 0,26 | 0,96 | 0,23 | 0,34
2011/12 | Cérdoba 2 1 Grelos BRS0143 22,341 0,89 |18,60| 1,22 | 0,23 | 0,46 | 0,10 | 0,83
2011/12 | Cérdoba 2 1 Grelos BRS0143 23,89| 1,57 |19,12| 0,22 | 0,10 1,53 | 0,04 | 1,31
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. . Parte e, Glucosinolatos (umoles/g masa seca)

Temporada | Origen | Siembra | Bloque de la planta Identificacion Total IPRO | GNA GBItlJ GBSgGST NGBS | otros
2011/12 | Cérdoba 2 1 Grelos BRS0143 31,54| 1,28 125,36| 2,11 | 0,27 { 0,72 | 0,09 | 1,71
2011/12 | Cérdoba 2 1 Grelos BRS0143 21,70| 1,06 |17,84| 0,18 | 0,26 | 1,11 | 0,08 | 1,16
2011/12 | Cérdoba 2 1 Grelos BRS0143 36,73| 2,21 129,40 3,63 { 0,38 | 0,77 | 0,15 | 0,21
2011/12 | Cérdoba 2 1 Grelos BRS0143 25,55| 2,42 |20,00| 0,37 { 0,34 1,66 | 0,03 | 0,75
2011/12 | Cérdoba 2 2 Grelos BRS0143 18,25| 1,24 |13,83| 0,16 | 0,54 | 0,43 | 0,09 | 1,95
2011/12 | Cérdoba 2 2 Grelos BRS0143 19,94| 1,91 |13,01{ 0,18 {0,31|0,60 | 0,06 | 3,86
2011/12 | Cérdoba 2 2 Grelos BRS0143 20,251 3,10 | 14,13| 0,90 | 0,21 { 0,93 | 0,07 | 0,91
2011/12 | Cérdoba 2 2 Grelos BRS0143 27,93| 1,61 |24,79| 0,33 {0,21|0,56 | 0,04 | 0,40
2011/12 | Cérdoba 2 2 Grelos BRS0143 32,271 1,39 |27,83| 0,59 { 0,73 |1,05| 0,07 | 0,60
2011/12 | Cérdoba 2 2 Grelos BRS0143 32,82| 1,40 |28,53| 0,37 | 0,42 1,18 | 0,09 | 0,84
2011/12 | Cérdoba 2 3 Grelos BRS0143 30,80| 1,42 |26,45| 0,33 0,29 (1,31 | 0,11 | 0,89
2011/12 | Cérdoba 2 3 Grelos BRS0143 24,52 | 1,67 | 21,38 0,36 { 0,93 | 0,04 | 0,14
2011/12 | Cérdoba 2 3 Grelos BRS0143 18,12 | 1,73 | 14,56 0,49{091| 0,15 | 0,28
2011/12 | Cérdoba 2 3 Grelos BRS0143 15,50 1,22 | 11,25 0,26 0,48 | 0,14 | 2,15
2011/12 | Cérdoba 2 3 Grelos BRS0143 31,51| 0,55 | 29,62 0,22 0,42 | 0,03 | 0,67
2011/12 | Cérdoba 2 3 Grelos BRS0143 26,89 | 2,55 (22,23 0,44 (1,38 | 0,15 | 0,14
Media 27,37(2,44121,99| 0,82 {0,31|0,99| 0,15 | 0,81

Minimo 15,50 | 0,55 [11,25| 0,16 | 0,09 | 0,29 | 0,03 | 0,14

Maximo 36,73 | 5,68 |30,09| 3,63 | 0,74 |2,00| 0,51 | 3,86

Desviacion estandar | 6,14 | 1,25 | 5,74 | 0,78 | 0,16 | 0,43 | 0,12 | 0,75
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Tabla 111.10. Contenido de componentes inorganicos en nabizas de Pontevedra temporada 2009/10
Parte Componentes inorganicos
Temporada| Origen |Siembra|Bloque| dela |ldentificacion| Na K Mg Ca P Fe Mn | Cu Zn
planta (mg/g) | (mg/g) | (mg/g) | (Mg/g) | (Mg/g) | (Hg/g) | (Lg/g) | (Lg/g) | (U9/g)
2009/10 |Pontevedra 1 4 Nabizas| BRS0082 0,61 | 3223 | 2,17 | 8,25 | 9,94 |287,65|28,71 | 10,47 | 78,59
2009/10 | Pontevedra 1 1 Nabizas| BRS0143 0,48 | 30,71 | 1,68 | 10,25 | 7,88 |132,43| 25,39 | 8,22 | 75,91
2009/10 | Pontevedra 1 2 Nabizas| BRS0163 0,47 | 3255 | 2,21 | 7,14 | 859 |174,69|27,03| 9,47 | 78,05
2009/10 |Pontevedra 1 5 Nabizas| BRS0401 0,59 | 30,28 | 1,70 | 13,91 | 5,72 |315,96| 25,75 | 5,90 | 68,62
2009/10 |Pontevedra 1 3 Nabizas| BRS0472 098 | 3435| 188 | 7,18 | 8,81 |139,42| 25,77 | 9,69 | 70,78
2009/10 |Pontevedra 2 3 Nabizas| BRS0082 0,58 | 36,35 | 2,50 | 12,67 | 8,54 |162,85| 23,77 | 8,52 | 57,47
2009/10 | Pontevedra 2 1 Nabizas| BRS0143 0,68 | 29,11 | 2,10 | 8,34 | 8,67 |140,65|22,28 | 8,95 | 71,86
2009/10 | Pontevedra 2 5 Nabizas| BRS0163 0,90 | 3489 | 2,02 | 7,28 | 959 |33520|28,81| 7,46 | 72,59
2009/10 |Pontevedra 2 2 Nabizas| BRS0401 0,46 | 32,49 | 1,84 | 1352 | 8,17 |149,93| 23,86 | 8,13 | 65,71
2009/10 |Pontevedra 2 4 Nabizas| BRS0472 0,66 | 36,38 | 2,40 | 14,69 | 7,05 |363,48|26,16 | 8,94 | 71,48
2009/10 |Pontevedra 3 5 Nabizas| BRS0082 0,61 | 37,59 | 2,04 | 6,03 | 9,87 |304,91|24,88| 8,22 | 73,32
2009/10 | Pontevedra 3 2 Nabizas| BRS0143 0,67 | 33,35 | 1,98 | 10,82 | 9,34 |401,27| 24,84 | 7,01 | 83,05
2009/10 | Pontevedra 3 3 Nabizas| BRS0163 0,72 | 32,71 | 1,87 | 10,66 | 7,73 |242,08| 28,22 | 7,36 | 68,29
2009/10 |Pontevedra 3 1 Nabizas| BRS0401 0,53 | 3313 | 1,81 | 10,84 | 7,47 |323,02|23,11| 6,40 | 71,57
2009/10 |Pontevedra 3 4 Nabizas| BRS0472 0,57 | 3434 | 188 | 6,36 | 9,70 |313,62|25,19| 7,71 | 63,00
Media 0,63 | 3336 | 2,01 | 9,86 | 8,47 |252,48|2559 | 8,16 | 71,35
Minimo 0,46 | 29,11 | 168 | 6,03 | 572 |132,43|22,28 | 5,90 | 57,47
Maximo 0,98 | 37,59 | 2,50 | 14,69 | 9,94 |401,27|28,81 | 10,47 | 83,05
[lii\;ﬁo?;n 015 | 2,36 | 024 | 2,89 | 1,18 | 9352 | 1,97 | 1,24 | 6,39
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Tabla I11.11. Contenido de componentes inorganicos de grelos en Pontevedra temporada 2009/10
Parte Componentes inorganicos
Temporada Origen Siembra | Bloque | dela Identificacion Na K Mg Ca [5) Fe Mn Cu Zn

planta (mg/g) | (mg/g) | (mg/g) | (Mg/g) | (malg) | (ua/g) | (Mg/g) | (Mg/g) | (Hg/g)
2009/10 | Pontevedra 1 4 Grelos BRS0082 0,80 | 32,73 | 2,04 9,86 7,09 | 170,93 23,93 11,49 70,52
2009/10 | Pontevedra 1 1 Grelos BRS0143 0,44 | 32,71 | 1,70 6,97 6,25 | 152,30 22,38 4,98 65,58
2009/10 | Pontevedra 1 2 Grelos BRS0163 0,81 | 30,71 | 1,44 8,05 5,68 | 138,22 17,58 5,32 41,83
2009/10 | Pontevedra 1 5 Grelos BRS0401 0,82 | 29,08 | 1,66 | 11,66 | 4,72 | 149,38 22,61 6,92 48,10
2009/10 | Pontevedra 1 3 Grelos BRS0472 0,49 | 3059 | 1,71 7,18 6,27 | 489,64 28,83 7,79 71,40
2009/10 | Pontevedra 2 3 Grelos BRS0082 0,66 | 33,34 | 2,07 8,95 6,97 | 157,73 19,64 6,89 59,80
2009/10 | Pontevedra 2 1 Grelos BRS0143 0,37 | 22,34 | 1,86 | 10,39 | 5,28 | 242,40 21,47 4,68 59,68
2009/10 | Pontevedra 2 5 Grelos BRS0163 091 | 31,31 | 1,84 9,68 6,66 | 204,68 22,68 0,53 59,30
2009/10 | Pontevedra 2 2 Grelos BRS0401 0,84 | 28,84 | 1,44 | 10,46 | 4,70 | 143,34 18,37 4,70 38,78
2009/10 | Pontevedra 2 4 Grelos BRS0472 0,55 | 36,16 | 1,85 | 10,07 | 5,75 | 148,91 16,76 3,74 60,26
2009/10 | Pontevedra 3 5 Grelos BRS0082 0,35 | 32,20 | 1,90 8,72 | 4,50 | 159,91 17,38 6,60 68,77
2009/10 | Pontevedra 3 2 Grelos BRS0143 0,47 | 30,82 | 1,89 | 10,67 | 6,04 | 207,46 19,52 5,66 49,99
2009/10 | Pontevedra 3 3 Grelos BRS0163 0,54 | 26,50 | 1,71 5,98 6,81 | 216,99 19,49 6,16 54,44
2009/10 | Pontevedra 3 1 Grelos BRS0401 1,00 | 34,87 | 2,00 | 11,46 | 4,90 | 168,63 16,22 5,72 53,14
2009/10 | Pontevedra 3 4 Grelos BRS0472 0,91 | 37,02 | 1,65 9,50 | 6,50 | 249,85 22,46 4,35 63,96
Media 0,66 | 31,28 | 1,78 9,31 5,88 | 200,02 20,62 5,70 57,70
Minimo 035 | 22,34 | 144 598 | 450 | 138,22 16,22 0,53 38,78
Maximo 1,00 | 37,02 | 2,07 | 11,66 | 7,09 | 489,64 28,83 11,49 71,40
Deist‘;'r‘;"g;or” 022 | 372 | 019 | 1,66 | 088 | 8793 | 334 | 234 | 995
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Tabla I11.12. Contenido de componentes inorganicos en nabizas de La Palma temporada 2009/10
_ _ Parte de o Componentes inorganicos
Temporada | Origen | Siembra | Bloque la planta Identificacion Na K Mg Ca P Fe Mn Cu Zn

(mg/g) | (mg/g) | (mg/g) | (mg/g) | (Ma/g) | (Hg/g) (Mg/g) | (ug/g) | (ug/g)
2009/10 | La Palma 1 1 Nabizas BRS0082 3,96 | 35,26 2,46 20,48 | 2,25 373,08 34,06 9,41 | 45,62
2009/10 | La Palma 1 2 Nabizas BRS0082 5,23 | 35,89 2,91 17,80 | 1,11 851,91 49,66 10,91 | 48,61
2009/10 | La Palma 1 3 Nabizas BRS0082 590 | 36,70 3,05 21,23 | 4,32 | 1309,61 | 65,93 11,04 | 46,84
2009/10 | La Palma 1 1 Nabizas BRS0143 5,03 | 39,00 2,53 19,54 | 1,55 554,81 45,33 8,92 | 44,03
2009/10 | La Palma 1 2 Nabizas BRS0143 6,10 | 47,03 2,54 20,19 | 2,64 790,74 48,96 10,17 | 49,46
2009/10 | La Palma 1 3 Nabizas BRS0143 6,95 | 36,04 | 4,09 34,11 | 3,89 597,79 47,88 10,13 | 43,26
2009/10 | La Palma 1 1 Nabizas BRS0163 7,35 | 38,73 2,58 18,66 | 0,68 332,88 33,63 9,44 | 43,38
2009/10 | La Palma 1 2 Nabizas BRS0163 7,40 | 38,94 3,43 26,42 | 3,60 | 1489,28 | 75,57 11,48 | 42,16
2009/10 | La Palma 1 3 Nabizas BRS0163 5,88 | 36,38 2,63 18,37 | 4,66 562,92 50,41 11,18 | 43,34
2009/10 | La Palma 1 1 Nabizas BRS0401 3,77 | 36,98 2,30 23,00 | 0,75 720,88 46,81 9,65 | 47,23
2009/10 | La Palma 1 2 Nabizas BRS0401 6,27 | 37,58 2,84 28,74 | 0,81 916,81 53,33 10,67 | 41,74
2009/10 | La Palma 1 3 Nabizas BRS0401 585 | 36,76 2,37 11,61 | 4,29 350,45 39,54 10,47 | 48,85
2009/10 | La Palma 1 1 Nabizas BRS0472 573 | 34,78 2,61 22,69 | 1,23 622,24 45,44 9,03 | 4691
2009/10 | La Palma 1 2 Nabizas BRS0472 5,68 | 35,79 3,13 22,81 | 2,38 | 1278,43 | 69,07 10,65 | 52,49
2009/10 | La Palma 1 3 Nabizas BRS0472 8,43 | 39,14 2,96 30,02 | 3,25 528,75 45,59 9,38 | 38,98
2009/10 | LaPalma 2 1 Nabizas BRS0082 3,66 | 38,91 2,59 18,96 | 3,56 658,87 40,63 9,47 | 41,86
2009/10 | LaPalma 2 2 Nabizas BRS0082 4,00 | 36,59 2,38 17,56 | 3,37 417,27 39,10 9,50 | 40,46
2009/10 | La Palma 2 3 Nabizas BRS0082 5,69 | 43,56 2,10 16,81 | 3,27 | 1649,76 | 70,01 11,14 | 47,60
2009/10 | La Palma 2 1 Nabizas BRS0143 3,65 | 37,38 3,46 30,90 | 1,64 | 1139,24 | 62,25 10,67 | 42,14
2009/10 | LaPalma 2 2 Nabizas BRS0143 6,50 | 4491 3,45 30,14 | 2,02 | 2381,36 | 93,65 9,44 | 34,78
2009/10 | LaPalma 2 3 Nabizas BRS0143 1,89 | 38,62 2,41 21,45 | 3,22 990,00 89,06 11,44 | 40,97
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_ _ Parte de o Componentes inorganicos
Temporada | Origen | Siembra | Bloque la planta Identificacion Na K Mg Ca P Fe Mn Cu Zn

(mg/g) | (mg/g) | (mglg) | (mglg) | (mg/g) | (ug/e) | (nglg) | (ug/g) | (Mg/g)
2009/10 | LaPalma 2 1 Nabizas BRS0163 3,24 | 40,40 2,21 19,52 | 2,51 690,06 45,92 8,63 | 41,97
2009/10 | LaPalma 2 2 Nabizas BRS0163 4,68 | 46,53 2,07 27,22 | 2,49 435,82 41,79 10,91 | 46,97
2009/10 | La Palma 2 3 Nabizas BRS0163 532 | 34,01 2,53 21,10 | 3,94 911,38 54,59 9,98 | 43,20
2009/10 | La Palma 2 1 Nabizas BRS0401 4,69 | 38,96 3,00 27,08 | 2,43 759,61 43,34 7,60 | 40,55
2009/10 | La Palma 2 2 Nabizas BRS0401 191 | 43,79 1,97 1997 | 1,84 924,61 51,10 8,50 | 43,49
2009/10 | LaPalma 2 3 Nabizas BRS0401 3,04 | 4451 2,79 20,41 | 2,82 406,60 39,00 10,12 | 40,66
2009/10 | LaPalma 2 1 Nabizas BRS0472 5,22 | 44,06 2,25 19,85 | 2,80 779,03 52,10 9,58 | 43,28
2009/10 | La Palma 2 2 Nabizas BRS0472 4,46 | 40,86 2,17 18,22 | 4,30 432,57 37,05 8,40 | 40,37
2009/10 | La Palma 2 3 Nabizas BRS0472 3,29 | 44,23 2,12 19,28 | 3,01 955,71 54,70 9,62 | 48,22
2009/10 | LaPalma 3 1 Nabizas BRS0082 2,20 | 43,71 3,69 2397 | 1,62 756,52 53,45 7,30 | 42,13
2009/10 | LaPalma 3 2 Nabizas BRS0082 2,22 | 38,04 3,27 22,89 | 194 980,42 62,01 9,03 | 40,48
2009/10 | LaPalma 3 3 Nabizas BRS0082 2,07 | 38,67 3,98 21,69 | 250 | 137468 | 73,89 10,27 | 43,60
2009/10 | La Palma 3 1 Nabizas BRS0143 1,93 | 43,38 3,72 22,82 | 2,06 755,19 54,62 7,86 | 43,56
2009/10 | La Palma 3 2 Nabizas BRS0143 1,89 | 42,96 3,30 25,64 | 2,82 645,71 52,82 8,75 | 46,30
2009/10 | LaPalma 3 3 Nabizas BRS0143 2,33 | 44,66 3,32 19,79 | 3,58 606,75 48,52 9,45 | 39,85
2009/10 | LaPalma 3 1 Nabizas BRS0163 2,22 | 46,77 3,09 20,58 | 3,35 535,18 46,28 7,89 | 41,50
2009/10 | La Palma 3 2 Nabizas BRS0163 2,96 | 42,63 2,65 21,97 | 3,00 637,15 50,24 10,24 | 49,70
2009/10 | La Palma 3 3 Nabizas BRS0163 2,07 | 41,37 2,91 22,76 | 2,41 833,15 60,05 9,07 | 4534
2009/10 | La Palma 3 1 Nabizas BRS0401 2,07 | 34,58 3,99 25,05 | 1,19 471,51 37,09 7,14 | 44,99
2009/10 | La Palma 3 2 Nabizas BRS0401 2,57 | 38,36 3,70 25,60 | 2,23 587,09 47,02 8,07 | 42,94
2009/10 | La Palma 3 3 Nabizas BRS0401 2,86 | 36,20 5,04 | 31,42 | 2,60 625,97 51,13 8,37 | 44,39
2009/10 | La Palma 3 1 Nabizas BRS0472 2,03 | 3854 3,68 22,26 | 2,81 600,13 48,99 8,19 | 44,47
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_ _ Parte de o Componentes inorganicos
Temporada | Origen | Siembra | Bloque la planta Identificacion Na K Mg Ca P Fe Mn Cu Zn

(mg/g) | (mg/g) | (mg/g) | (mg/g) | (Mg/g) | (Hg/g) (Mo/g) | (Mg/g) | (M9/9)

2009/10 | LaPalma 3 2 Nabizas BRS0472 2,46 | 40,66 3,28 23,14 | 1,74 756,63 61,92 7,91 | 46,31

2009/10 | LaPalma 3 3 Nabizas BRS0472 2,64 | 41,01 3,86 24,43 | 3,67 900,53 60,90 9,34 | 44,81

Media 4,12 | 39,86 2,96 22,63 | 2,63 797,31 52,76 9,48 | 44,00

Minimo 1,89 | 34,01 1,97 11,61 | 0,68 332,88 33,63 7,14 | 34,78

Maximo 8,43 | 47,03 5,04 34,11 | 4,66 | 2381,36 | 93,65 11,48 | 52,49

Desviacion |y g4 | 362 | 066 | 442 | 1,02 | 38850 | 1315 | 1,15 | 335

estdndar
Tabla 111.13. Contenido de componentes inorganicos en grelos de La Palma temporada 2009/10
Parte Componentes inorganicos

Temporada Origen Siembra | Bloque | dela Identificacién Na K Mg Ca P Fe Mn Cu Zn
planta (mg/g) | (mg/g) | (mglg) | (Ma/g) | (mg/g) | (ualg) | (Mg/g) | (ualg) | (uglg)
2009/10 La Palma 1 1 Grelos BRS0082 2,80 | 3587 | 2,24 7,08 6,11 | 233,64 | 27,44 7,51 58,24
2009/10 La Palma 1 2 Grelos BRS0082 344 | 39,33 | 3,15 8,64 6,36 | 24527 | 25,37 7,28 61,54
2009/10 La Palma 1 3 Grelos BRS0082 3,79 | 34,64 | 2,33 7,36 525 | 211,87 | 20,48 7,15 50,22
2009/10 La Palma 1 1 Grelos BRS0143 476 | 34,14 | 2,50 | 10,66 | 4,57 | 289,27 | 31,17 5,57 46,96
2009/10 La Palma 1 2 Grelos BRS0143 7,79 | 36,86 | 2,58 | 12,47 | 450 | 324,03 | 28,57 3,77 33,39
2009/10 La Palma 1 3 Grelos BRS0143 563 | 36,88 | 258 | 13,18 | 4,81 | 29550 | 30,90 5,54 36,31
2009/10 La Palma 1 1 Grelos BRS0163 455 | 36,38 | 2,65 7,82 6,76 | 303,43 | 27,86 5,37 60,22
2009/10 La Palma 1 2 Grelos BRS0163 4,49 | 29,45 | 2,05 6,11 | 4,99 | 429,20 | 26,54 5,08 46,05
2009/10 La Palma 1 3 Grelos BRS0163 8,60 | 46,27 | 2,88 | 11,07 | 6,43 | 548,13 | 44,13 5,33 59,87
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Parte Componentes inorganicos
Temporada Origen Siembra | Bloque | dela Identificacion Na K Mg Ca P Fe Mn Cu Zn

planta (mg/g) | (mg/g) | (mg/g) | (mg/g) | (mg/g) | (Mg/g) | (ug/g) | (Hg/g) | (Hg/g)

2009/10 La Palma 1 1 Grelos BRS0401 2,96 33,38 | 2,03 7,81 4,98 259,45 | 22,32 6,44 46,04
2009/10 La Palma 1 2 Grelos BRS0401 4,70 34,26 | 2,75 | 10,52 | 5,61 223,80 | 20,54 5,08 46,02
2009/10 La Palma 1 3 Grelos BRS0401 3,70 3148 | 2,11 8,56 5,27 499,23 | 35,13 5,79 53,79
2009/10 La Palma 1 1 Grelos BRS0472 1,92 36,13 | 2,02 8,31 3,29 166,04 | 17,57 4,99 43,59
2009/10 La Palma 1 2 Grelos BRS0472 2,31 33,11 | 2,67 6,60 5,22 303,67 | 32,56 7,28 64,96
2009/10 La Palma 1 3 Grelos BRS0472 2,79 | 4044 | 281 8,64 6,74 341,06 | 34,70 7,19 59,71
2009/10 La Palma 2 1 Grelos BRS0082 3,80 37,25 | 2,00 8,38 2,95 229,83 | 22,36 5,22 50,68
2009/10 La Palma 2 2 Grelos BRS0082 3,36 | 43,53 | 2,24 9,28 511 328,01 | 29,26 8,70 60,86
2009/10 La Palma 2 3 Grelos BRS0082 2,92 33,30 | 1,92 5,82 5,23 290,69 | 26,33 7,91 63,61
2009/10 La Palma 2 1 Grelos BRS0143 3,87 | 4158 | 2,14 | 12,55 | 3,37 | 1708,08 | 63,82 5,86 44,07
2009/10 La Palma 2 2 Grelos BRS0143 4,75 38,66 | 2,02 | 12,90 | 2,87 | 1686,83 | 67,27 7,27 40,00
2009/10 La Palma 2 3 Grelos BRS0143 1,08 | 46,41 | 2,23 | 16,84 | 3,25 | 1726,88 | 65,75 7,99 39,16
2009/10 La Palma 2 1 Grelos BRS0163 3,68 39,76 | 2,58 9,82 5,30 292,82 | 26,19 5,72 53,26
2009/10 La Palma 2 2 Grelos BRS0163 3,47 37,70 | 2,38 | 11,95 | 542 325,63 | 26,04 5,10 39,56
2009/10 La Palma 2 3 Grelos BRS0163 3,30 32,77 | 2,82 9,75 5,86 | 1895,23 | 74,19 8,23 62,70
2009/10 La Palma 2 1 Grelos BRS0401 2,92 37,28 | 2,17 7,98 541 517,77 | 40,97 7,57 62,04
2009/10 La Palma 2 2 Grelos BRS0401 4,80 31,60 | 2,34 | 14,02 | 3,36 327,06 | 28,12 5,45 56,00
2009/10 La Palma 2 3 Grelos BRS0401 514 | 33,23 | 2,12 | 12,48 | 4,50 309,33 | 26,19 4,14 46,45
2009/10 La Palma 2 1 Grelos BRS0472 1,93 34,83 | 2,26 | 10,77 | 5,40 570,65 | 45,52 10,22 74,79
2009/10 La Palma 2 2 Grelos BRS0472 2,12 35,67 | 2,47 7,89 5,53 275,91 | 28,52 7,83 64,37
2009/10 La Palma 2 3 Grelos BRS0472 3,30 37,29 | 2,53 7,59 6,06 336,23 | 31,20 8,48 63,72
Media 3,82 36,65 | 2,39 9,76 5,02 516,48 | 34,23 6,50 52,94

Minimo 1,08 2945 | 1,92 5,82 2,87 166,04 | 17,57 3,77 33,39
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Parte Componentes inorganicos
Temporada Origen Siembra | Bloque | dela Identificacion Na K Mg Ca P Fe Mn Cu Zn

planta (mg/g) | (mg/g) | (mg/g) | (mg/g) | (mglg) | (Mo/g) | (ug/g) | (palg) | (Mg/g)
Maximo 8,60 | 46,41 | 3,15 | 16,84 | 6,76 | 1895,23 | 74,19 10,22 74,79
Dee:t‘a’l'r‘;"g;or” 1,59 | 408 | 031 | 2,63 | 1,11 | 50418 | 14,87 | 151 | 10,30

Tabla 111.14. Contenido de componentes inorganicos en nabizas de Cérdoba temporada 2009/10

_ _ Parte de o Componentes inorganicos
Temporada| Origen |Siembra |Bloque la planta Identificacion Na K Mg Ca P Fe Mn Cu Zn

(mg/g) | (mg/g) | (mg/g) | (mg/g) | (mg/g) | (ug/a) | (Mo/g) | (Mg/g) | (Mg/g)
2009/10 | Cérdoba 1 1 Nabizas BRS0082 0,31 | 20,15 1,40 7,35 4,35 | 129,33 | 25,55 5,82 36,27
2009/10 | Cérdoba 1 2 Nabizas BRS0082 0,26 | 22,62 1,46 11,72 456 | 272,92 | 28,45 6,18 36,36
2009/10 | Cérdoba 1 3 Nabizas BRS0082 0,28 17,30 1,32 8,53 438 | 102,91 | 28,69 591 25,58
2009/10 | Cérdoba 1 1 Nabizas BRS0143 0,42 | 26,40 1,98 28,57 2,35 | 177,12 | 72,18 6,86 27,19
2009/10 | Cérdoba 1 2 Nabizas BRS0143 0,27 | 27,41 1,74 33,25 2,88 | 192,25 | 73,60 8,00 29,91
2009/10 | Cérdoba 1 3 Nabizas BRS0143 0,22 | 24,80 1,70 28,61 2,49 | 290,77 | 77,52 8,08 28,54
2009/10 | Cérdoba 1 1 Nabizas BRS0163 0,31 | 21,84 1,20 10,34 3,89 76,07 26,84 8,87 35,64
2009/10 | Cérdoba 1 2 Nabizas BRS0163 0,44 | 17,33 1,61 12,64 3,29 | 226,98 | 32,45 7,90 34,60
2009/10 | Cérdoba 1 3 Nabizas BRS0163 0,24 | 18,17 1,30 10,04 3,50 | 100,68 | 34,87 8,02 38,18
2009/10 | Cérdoba 1 1 Nabizas BRS0401 0,26 | 23,80 1,38 15,17 2,78 | 122,44 | 38,13 591 27,83
2009/10 | Cérdoba 1 2 Nabizas BRS0401 0,22 | 20,40 1,73 16,17 2,72 | 252,80 | 36,90 6,87 32,99
2009/10 | Cérdoba 1 3 Nabizas BRS0401 0,25 | 21,12 1,28 12,75 4,07 95,07 30,21 6,73 32,76
2009/10 | Cérdoba 1 1 Nabizas BRS0472 0,28 | 23,65 1,34 10,27 4,09 | 15243 | 32,54 7,31 37,55
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_ _ Parte de o Componentes inorganicos
Temporada| Origen |Siembra |Bloque la planta Identificacion Na K Mg Ca P Fe Mn Cu Zn
(mg/g) | (mg/g) | (mglg) | (mg/g) | (mglg) | (ug/g) | (mo/g) | (uglg) | (Hg/g)
2009/10 | Cérdoba 1 2 Nabizas BRS0472 0,25 19,97 1,23 9,27 3,97 80,66 27,34 6,49 33,36
2009/10 | Cérdoba 1 3 Nabizas BRS0472 0,24 | 22,97 1,29 10,26 3,97 | 215,83 | 30,68 6,96 35,73
2009/10 | Cérdoba 3 1 Nabizas BRS0082 1,09 29,56 2,10 15,13 3,76 | 210,43 | 36,14 9,03 43,99
2009/10 | Cérdoba 3 2 Nabizas BRS0082 0,87 29,35 2,59 20,28 3,70 | 134,23 | 51,70 9,26 42,45
2009/10 | Cérdoba 3 3 Nabizas BRS0082 0,58 24,90 2,04 14,47 405 | 113,50 | 33,86 9,04 54,35
2009/10 | Cérdoba 3 1 Nabizas BRS0143 1,12 33,35 2,27 19,67 2,32 | 168,93 65,39 6,60 27,92
2009/10 | Cérdoba 3 2 Nabizas BRS0143 0,74 | 29,53 2,44 20,04 2,80 | 148,21 | 56,72 8,16 36,71
2009/10 | Cérdoba 3 3 Nabizas BRS0143 0,57 27,71 1,93 17,12 2,84 | 15540 | 52,65 7,76 40,96
2009/10 | Cérdoba 3 1 Nabizas BRS0163 0,71 28,54 2,30 19,54 3,64 | 120,96 | 50,89 7,39 44,03
2009/10 | Cérdoba 3 2 Nabizas BRS0163 0,51 23,06 1,86 15,81 3,47 92,37 39,53 8,03 37,93
2009/10 | Cérdoba 3 3 Nabizas BRS0163 0,80 32,00 2,04 19,14 3,75 | 110,68 | 50,43 7,81 44,73
2009/10 | Cérdoba 3 1 Nabizas BRS0401 0,64 | 27,94 2,04 16,25 3,11 | 172,89 | 59,97 8,76 4141
2009/10 | Cérdoba 3 2 Nabizas BRS0401 0,59 31,03 2,35 18,45 4,08 | 185,81 | 47,51 8,77 52,56
2009/10 | Cérdoba 3 3 Nabizas BRS0401 0,70 27,95 2,47 21,70 2,93 | 118,66 | 43,54 6,85 40,88
2009/10 | Cérdoba 3 1 Nabizas BRS0472 0,99 26,08 2,43 20,92 2,83 | 264,41 | 43,17 7,87 35,51
2009/10 | Cérdoba 3 2 Nabizas BRS0472 0,50 18,46 1,23 9,12 2,04 | 13591 | 31,85 7,25 27,52
2009/10 | Cérdoba 3 3 Nabizas BRS0472 0,83 30,11 1,88 14,35 3,90 | 126,79 | 50,95 8,38 43,16
Media 0,52 24,92 1,80 16,23 3,42 | 158,25 | 43,68 7,56 36,89
Minimo 0,22 17,30 1,20 7,35 2,04 76,07 25,55 5,82 25,58
Maximo 1,12 33,35 2,59 33,25 456 | 290,77 77,52 9,26 54,35
Zii‘;fg;” 028 | 457 | 044 | 630 | 069 | 59,69 | 1494 | 1,00 | 7,16
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Tabla I11.15. Contenido de componentes inorganicos en nabizas de Cérdoba temporada 2010/11
Parte de Componentes inorganicos
Temporada | Origen | Siembra | Bloque la Identificacion Na K Mg Ca P Fe Mn Cu Zn

planta (mg/g) | (mg/g) | (mg/g) | (mg/g) | (mg/g) | (ug/g) | (ug/g) | (uglg) | (H9/9)
2010/11 | Cérdoba 1 1 Nabizas BRS0082 0,47 | 30,27 1,37 6,70 6,56 | 123,66 | 21,58 8,88 42,20
2010/11 | Cérdoba 1 2 Nabizas BRS0082 0,59 | 31,07 1,64 8,55 6,67 | 159,51 | 25,77 8,34 52,22
2010/11 |Cérdoba 1 3 Nabizas BRS0082 0,42 | 27,89 1,49 8,45 590 | 164,52 | 23,01 8,46 52,28
2010/11 | Cérdoba 1 1 Nabizas BRS0143 0,63 | 32,75 1,21 7,58 452 | 98,46 19,75 5,97 38,37
2010/11 | Cérdoba 1 2 Nabizas BRS0143 0,77 | 32,50 1,13 9,96 4,41 | 249,88 | 27,63 7,06 40,27
2010/11 |Cérdoba 1 3 Nabizas BRS0143 0,63 | 29,89 1,08 11,06 3,79 | 105,81 | 31,90 5,53 34,56
2010/11 | Cérdoba 1 1 Nabizas BRS0163 0,41 | 28,94 1,39 7,09 8,11 | 175,82 | 29,86 9,07 47,28
2010/11 | Cérdoba 1 2 Nabizas BRS0163 0,75 | 25,35 1,39 11,24 | 453 | 190,88 | 30,94 7,88 34,17
2010/11 | Cérdoba 1 3 Nabizas BRS0163 0,58 | 30,37 1,30 8,61 598 | 173,09 | 25,45 6,99 31,92
2010/11 | Cérdoba 1 1 Nabizas BRS0401 0,50 | 27,05 1,30 10,25 4,66 | 186,74 | 19,71 7,65 37,84
2010/11 | Cérdoba 1 2 Nabizas BRS0401 0,98 | 29,15 1,48 11,16 547 | 236,12 | 28,10 8,10 39,66
2010/11 | Cérdoba 1 3 Nabizas BRS0401 0,64 | 26,35 1,24 13,15 458 | 340,36 | 26,35 6,59 31,42
2010/11 | Cérdoba 1 1 Nabizas BRS0472 0,68 | 27,42 1,28 8,16 5,06 | 140,37 | 21,07 7,45 31,33
2010/11 | Cérdoba 1 2 Nabizas BRS0472 0,91 | 29,42 1,36 9,95 5,60 | 185,69 | 22,60 7,42 37,16
2010/11 | Cérdoba 1 3 Nabizas BRS0472 0,52 | 33,36 1,45 9,80 6,10 | 215,67 | 23,61 8,82 45,50
2010/11 | Cédrdoba 2 1 Nabizas BRS0082 0,18 | 21,03 1,03 6,90 4,13 | 95,93 16,53 6,78 34,85
2010/11 | Cédrdoba 2 2 Nabizas BRS0082 0,20 | 20,40 1,31 11,27 4,11 | 102,64 | 14,14 7,40 39,50
2010/11 | Cérdoba 2 3 Nabizas BRS0082 0,25 | 21,67 1,36 11,48 4,39 | 102,00 | 16,60 5,47 24,14
2010/11 | Cérdoba 2 1 Nabizas BRS0143 0,27 | 22,17 1,15 21,05 3,96 | 153,15 | 42,25 6,07 14,40
2010/11 | Cédrdoba 2 2 Nabizas BRS0143 0,36 | 24,04 1,49 39,54 3,05 | 148,62 | 43,98 5,28 25,75
2010/11 | Cordoba 2 3 Nabizas BRS0143 1,12 | 20,38 2,07 31,86 2,59 | 154,84 | 59,08 5,38 27,68
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Parte de Componentes inorganicos
Temporada | Origen | Siembra | Bloque la Identificacion Na K Mg Ca P Fe Mn Cu Zn

planta (mg/g) | (mg/g) | (mg/g) | (mg/g) | (mg/g) | (ug/g) | (ug/g) | (uglg) | (H9/9)

2010/11 | Cérdoba 2 1 Nabizas BRS0163 0,84 | 23,46 0,93 13,55 2,87 | 113,67 | 30,91 5,23 22,25

2010/11 | Cérdoba 2 2 Nabizas BRS0163 0,20 | 22,87 1,72 19,34 2,50 | 106,24 | 21,36 4,90 20,84

2010/11 |Cérdoba 2 3 Nabizas BRS0163 0,55 | 24,46 1,69 20,87 2,52 | 99,98 38,93 5,09 29,70

2010/11 | Cérdoba 2 1 Nabizas BRS0401 0,45 | 23,47 1,43 21,06 2,26 | 155,95 | 32,87 5,34 28,99

2010/11 | Cérdoba 2 2 Nabizas BRS0401 0,31 | 21,57 1,48 30,41 2,58 | 118,12 | 26,16 4,61 20,06

2010/11 |Cérdoba 2 3 Nabizas BRS0401 0,63 | 15,62 0,90 14,35 2,64 | 121,16 | 38,06 5,28 16,16

2010/11 |Cérdoba 2 1 Nabizas BRS0472 0,19 | 24,14 0,84 10,50 6,11 64,49 22,27 4,61 21,84

2010/11 | Cérdoba 2 2 Nabizas BRS0472 0,13 | 21,45 0,78 11,86 2,89 | 57,17 25,83 4,55 21,27

2010/11 | Cérdoba 2 3 Nabizas BRS0472 0,19 | 25,72 1,04 13,52 3,44 | 71,58 21,87 4,60 20,01

Media 0,51 | 2581 1,31 13,98 4,40 | 147,07 | 27,61 6,49 32,12

Minimo 0,13 | 15,62 0,78 6,70 2,26 | 57,17 14,14 4,55 14,40

Maximo 1,12 | 33,36 2,07 39,54 8,11 | 340,36 | 59,08 9,07 52,28

Zii‘;fg;or” 026 | 439 | 028 | 799 | 152 | 6048 | 945 | 147 | 10,28

Tabla 111.16. Contenido de componentes inorganicos en grelos de Cérdoba temporada 2010/11
_ _ Parte de o Componentes inorganicos
Temporada | Origen | Siembra | Bloque la planta Identificacion Na K Mg Ca P Fe Mn Cu Zn

(mg/g) | (mg/g) | (mg/g) | (mg/g) | (mglg) | (ug/g) | (ug/g) | (Mg/g) | (ug/g)
2010/11 | Cordoba 1 1 Grelos BRS0143 0,29 30,40 1,01 10,06 4,31 74,10 11,87 4,92 30,30
2010/11 |Cordoba 1 2 Grelos BRS0143 0,25 31,04 0,98 9,68 4,70 | 95,88 10,34 4,08 22,74
2010/11 | Cordoba 1 2 Grelos BRS0143 0,26 25,96 0,90 8,98 3,01 | 47,32 7,43 4,23 17,17
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_ _ Parte de o Componentes inorganicos
Temporada | Origen | Siembra | Bloque la planta Identificacion Na K Mg Ca P Fe Mn Cu Zn
(mg/g) | (mg/g) | (mg/g) | (mglg) | (mg/g) | (ug/g) | (Malg) | (Mglg) | (Mg/g)
2010/11 |Cordoba 1 2 Grelos BRS0143 0,26 32,39 0,83 8,33 3,61 66,24 8,70 4,84 25,33
2010/11 |Cordoba 1 3 Grelos BRS0143 0,27 28,72 1,16 7,93 4,49 95,32 11,65 7,02 25,35
2010/11 |Cordoba 1 3 Grelos BRS0143 0,25 25,73 1,18 13,34 3,42 68,12 3,34 4,31 29,73
2010/11 |Cordoba 1 3 Grelos BRS0143 0,24 26,69 1,14 11,29 4,01 74,16 14,08 4,51 24,18
2010/11 |Cordoba 1 1 Grelos BRS0472 0,69 25,18 1,38 14,44 3,24 | 80,99 21,77 6,06 21,21
2010/11 |Cordoba 1 2 Grelos BRS0472 0,57 26,50 1,80 18,08 2,74 | 171,58 | 16,89 5,47 25,47
2010/11 |Cordoba 1 3 Grelos BRS0472 0,28 29,21 141 13,00 4,07 66,58 10,69 7,04 34,55
2010/11 |Cordoba 1 3 Grelos BRS0472 0,24 28,45 1,42 14,18 3,93 | 116,82 | 18,61 8,08 24,36
2010/11 |Cordoba 2 1 Grelos BRS0143 0,22 25,32 0,80 5,76 4,07 99,50 20,45 3,97 20,24
2010/11 |Cordoba 2 2 Grelos BRS0143 0,30 26,28 0,76 5,15 4,16 52,41 12,90 3,32 17,64
2010/11 |Cordoba 2 2 Grelos BRS0143 0,35 29,17 1,23 15,26 4,06 75,70 23,01 3,80 15,78
2010/11 |Cordoba 2 2 Grelos BRS0143 0,41 30,55 0,98 7,02 4,84 68,42 18,22 3,70 14,60
2010/11 |Cordoba 2 3 Grelos BRS0143 0,18 24,21 0,94 6,47 3,78 65,70 16,23 4,35 21,13
Media 0,32 27,86 1,12 10,56 3,90 82,43 14,14 4,98 23,11
Minimo 0,18 24,21 0,76 5,15 2,74 | 47,32 3,34 3,32 14,60
Maximo 0,69 32,39 1,80 18,08 484 | 171,58 | 23,01 8,08 34,55
Zii‘;fg;‘i” 014 | 245 | 028 | 381 | 058 | 2976 | 551 | 138 | 549
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Tabla I11.17. Contenido de componentes inorganicos en nabizas de Cérdoba temporada 2011/12

Parte de Componentes inorganicos
Temporada | Origen | Siembra | Bloque la Identificacion Na K Mg Ca p Fe Mn Cu Zn
planta (mg/g) | (mg/g) | (mg/g) | (mg/g) | (mg/g) | (Ma/g) | (Mg/9) | (Hg/g) | (Hg/g)

2011/12 | Cordoba Nabizas | BRS0082 0,51 20,69 1,82 9,01 7,17 | 312,00 | 32,85 | 12,28 44,93

2011/12 | Cordoba Nabizas | BRS0082 0,41 30,38 2,57 16,77 | 7,84 | 821,57 | 57,52 | 10,16 43,17

2011/12 | Cérdoba Nabizas | BRS0082 0,58 21,65 1,83 8,18 | 10,49 | 217,26 | 36,44 | 9,63 42,69

2011/12 | Cordoba Nabizas | BRS0143 0,89 26,56 2,00 15,64 | 8,78 83,10 | 49,15 | 4,92 25,04

2011/12 | Cordoba Nabizas | BRS0143 0,27 24,61 1,99 10,32 | 7,00 | 179,08 | 36,80 | 8,08 36,07

2011/12 | Cérdoba Nabizas | BRS0143 0,70 23,90 1,96 12,74 | 6,25 | 95,99 | 39,02 | 7,50 33,50

2011/12 | Cérdoba Nabizas | BRS0163 0,34 17,56 | 2,59 | 20,83 | 11,93 | 935,71 | 60,15 | 8,87 31,68

2011/12 | Cordoba Nabizas | BRS0163 0,56 20,80 2,03 13,68 | 9,03 | 529,56 | 48,35 | 9,34 41,25

2011/12 | Cordoba Nabizas | BRS0163 0,37 21,16 1,73 11,26 | 8,77 | 156,97 | 38,51 | 10,01 37,43

2011/12 | Cérdoba Nabizas | BRS0401 0,26 22,26 1,33 9,90 | 8,50 | 236,51 | 31,95 | 9,68 34,31

2011/12 | Cordoba Nabizas | BRS0401 0,51 29,56 1,73 18,47 | 7,59 | 324,15 | 43,45 | 7,32 30,20

2011/12 | Cordoba Nabizas | BRS0401 0,34 27,16 1,68 1432 | 7,57 | 44390 | 41,15 | 9,95 32,78

2011/12 | Cérdoba Nabizas | BRS0472 0,33 32,97 1,34 13,44 | 7,50 | 139,55 | 34,50 | 7,52 26,86

2011/12 | Cérdoba Nabizas | BRS0472 0,29 32,35 1,66 12,67 | 8,558 | 168,97 | 36,26 | 9,11 37,84

2011/12 | Cordoba Nabizas | BRS0472 0,75 28,89 1,81 16,28 | 6,48 | 17252 | 41,88 | 6,84 58,67

2011/12 | Cordoba Nabizas | BRS0082 0,12 1531 | 091 6,97 | 569 | 87,43 | 23,33 | 7,60 39,89

2011/12 | Cordoba Nabizas | BRS0082 0,15 17,96 1,11 555 | 7,42 | 88,62 | 20,84 | 6,33 42,38

2011/12 | Cordoba Nabizas | BRS0082 0,19 18,28 1,07 6,79 | 9,60 | 105,52 | 2545 | 7,41 36,87

2011/12 | Cordoba Nabizas | BRS0143 0,14 17,80 0,70 7,05 | 5,60 75,04 | 2557 | 4,44 22,03

2011/12 | Cordoba Nabizas | BRS0143 0,18 18,60 0,75 577 | 5,45 81,12 | 29,51 | 5,00 25,81

NN R R|RP|IRIRP|IRIRPRRPIRPIRIRPRR R R~
WIN R W RP|WINRPRIWIN[RWINRWN R W[N]~

2011/12 | Cordoba Nabizas | BRS0143 0,31 17,96 | 0,85 6,50 | 6,14 | 66,33 | 27,61 | 5,92 23,39
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Parte de Componentes inorganicos
Temporada | Origen | Siembra | Bloque la Identificacion Na K Mg Ca P Fe Mn Cu Zn

planta (mg/g) | (mglg) | (mg/g) | (mg/g) | (mglg) | (ug/g) | (ug/g) | (ualg) | (Hg/g)
2011/12 | Cérdoba 2 1 Nabizas | BRS0163 0,16 14,46 0,99 6,95 5,83 92,39 | 2755 | 5,81 35,45
2011/12 | Cérdoba 2 2 Nabizas | BRS0163 0,18 15,79 1,14 5,64 5,57 94,08 | 31,76 | 7,33 38,02
2011/12 | Cérdoba 2 3 Nabizas | BRS0163 0,25 19,15 0,80 6,30 6,71 91,18 | 31,95 | 7,68 41,78
2011/12 | Cérdoba 2 1 Nabizas | BRS0401 0,10 9,23 0,82 9,17 4,67 | 194,18 | 34,61 | 3,23 26,25
2011/12 | Cérdoba 2 2 Nabizas | BRS0401 0,14 15,04 0,92 6,51 531 | 118,82 | 26,54 | 5,93 32,34
2011/12 | Cérdoba 2 3 Nabizas | BRS0401 0,25 18,50 1,16 8,64 457 | 125,02 | 28,69 | 6,00 27,76
2011/12 | Cérdoba 2 1 Nabizas | BRS0472 0,25 16,46 1,01 7,20 6,27 87,12 | 26,46 | 6,14 34,26
2011/12 | Cérdoba 2 2 Nabizas | BRS0472 0,18 17,78 1,05 572 5,10 76,59 | 26,45 | 6,75 30,32
2011/12 | Cérdoba 2 3 Nabizas | BRS0472 0,20 19,97 1,02 7,15 6,87 79,81 | 2585 | 7,38 35,91
Media 0,33 21,09 1,41 10,18 | 7,14 | 209,34 | 34,67 | 7,47 34,96
Minimo 0,10 9,23 0,70 5,55 4,57 66,33 | 20,84 | 3,23 22,03
Maximo 0,89 32,97 2,59 20,83 | 11,93 | 935,71 | 60,15 | 12,28 58,67
Zist‘;'r?g;or” 020 | 575 | 054 | 431 | 1,75 | 21381 | 972 | 1,99 | 7,72

Tabla 111.18. Contenido de componentes inorganicos en grelos de Cordoba temporada 2011/12

_ _ Parte de o Componentes inorganicos
Temporada| Origen | Siembra | Bloque la planta Identificacion Na K Mg Ca P Fe Mn Cu Zn

(mg/g) | (mg/g) | (mg/g) | (mg/g) | (malg) | (Ma/g) | (Mg/g) | (ug/g) | (Mg/g)
2011/12 | Coérdoba 1 1 Grelos BRS0143 0,30 | 19,53 1,24 11,49 | 4,84 58,57 18,79 5,12 15,44
2011/12 | Cordoba 1 1 Grelos BRS0143 0,19 | 19,46 0,66 10,92 | 5,01 48,42 19,65 2,91 11,16
2011/12 | Cordoba 1 1 Grelos BRS0143 0,17 | 33,66 0,88 12,07 | 4,67 | 303,57 | 19,70 2,93 12,60
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_ _ Parte de o Componentes inorganicos
Temporada| Origen | Siembra | Bloque la planta Identificacion Na K Mg Ca P Fe Mn Cu Zn

(mg/g) | (mg/g) | (mglg) | (mglg) | (mg/g) | (Ha/g) | (ug/g) | (Mo/g) | (Mg/g)
2011/12 | Cérdoba 1 2 Grelos BRS0143 0,22 | 18,47 0,75 8,36 | 4,51 55,18 14,97 2,86 16,61
2011/12 | Cérdoba 1 2 Grelos BRS0143 0,14 | 23,39 131 7,36 6,60 75,19 18,66 5,07 19,75
2011/12 | Cérdoba 1 2 Grelos BRS0143 0,28 | 21,76 1,42 13,57 | 5,37 | 146,62 | 24,82 4,00 16,57
2011/12 | Cérdoba 1 2 Grelos BRS0143 0,20 | 24,52 1,14 10,20 | 6,83 71,05 22,61 4,66 22,24
2011/12 | Cérdoba 1 2 Grelos BRS0143 0,12 | 23,92 1,53 11,83 | 6,22 69,06 19,95 3,49 23,76
2011/12 | Cérdoba 1 2 Grelos BRS0143 0,17 | 22,55 1,24 6,96 6,78 77,83 17,14 4,91 23,04
2011/12 | Cérdoba 1 3 Grelos BRS0143 0,95 | 27,41 1,61 19,53 | 454 | 172,66 | 40,44 5,42 27,51
2011/12 | Cérdoba 1 3 Grelos BRS0143 1,02 | 2451 1,55 18,55 | 5,79 97,35 27,38 5,86 24,45
2011/12 | Cérdoba 1 3 Grelos BRS0143 0,73 | 34,70 0,77 15,77 | 5,27 36,29 21,26 4,55 29,24
2011/12 | Cérdoba 1 3 Grelos BRS0143 0,82 | 28,57 1,38 11,28 | 6,55 56,41 25,99 5,01 24,32
2011/12 | Cérdoba 1 3 Grelos BRS0143 0,77 | 24,95 1,43 14,27 | 6,18 | 174,62 | 31,45 4,38 24,23
2011/12 | Cérdoba 1 3 Grelos BRS0143 0,84 | 3525 1,83 18,97 | 6,37 | 300,23 | 35,97 7,27 28,46
2011/12 | Cérdoba 2 1 Grelos BRS0143 0,13 | 13,39 0,80 7,67 | 4,47 52,98 18,28 3,73 22,25
2011/12 | Coérdoba 2 1 Grelos BRS0143 0,11 | 543 0,93 519 | 3,80 57,53 12,81 3,06 20,22
2011/12 | Cérdoba 2 1 Grelos BRS0143 0,10 | 15,16 0,88 6,41 | 4,77 43,37 13,44 4,39 25,41
2011/12 | Cérdoba 2 1 Grelos BRS0143 0,12 | 14,33 1,07 6,35 | 3,70 50,18 15,06 4,15 16,22
2011/12 | Cordoba 2 1 Grelos BRS0143 0,18 | 20,46 1,03 6,55 | 4,79 78,86 20,16 4,25 23,86
2011/12 | Cérdoba 2 1 Grelos BRS0143 0,15 | 16,31 1,08 6,54 | 4,13 79,14 17,39 5,18 26,60
2011/12 | Cérdoba 2 2 Grelos BRS0143 0,17 | 19,76 0,98 5,08 | 4,04 | 45,46 12,56 5,20 21,83
2011/12 | Cordoba 2 2 Grelos BRS0143 0,14 | 17,59 0,85 6,31 | 4,35 59,47 15,62 4,35 24,68
2011/12 | Cordoba 2 2 Grelos BRS0143 0,34 | 24,12 1,14 8,42 | 531 | 100,74 | 23,57 5,54 23,69
2011/12 | Cérdoba 2 2 Grelos BRS0143 0,15 | 14,67 0,75 9,21 | 4,85 67,37 19,06 3,92 22,20
2011/12 | Cordoba 2 2 Grelos BRS0143 0,30 | 21,45 0,77 7,03 | 4,38 65,43 25,47 4,40 20,83
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Componentes inorganicos
Parte de P g

Temporada| Origen | Siembra | Bloque la planta Identificacion Na K Mg Ca P Fe Mn Cu Zn
(mg/g) | (mg/g) | (mglg) | (mg/g) | (mglg) | (pg/g) | (Mo/g) | (po/g) | (n9/g)

2011/12 | Cordoba 2 2 Grelos BRS0143 0,19 | 14,96 0,93 7,72 | 5,06 75,21 24,35 5,40 26,57
2011/12 | Cordoba 2 3 Grelos BRS0143 0,56 | 20,59 1,14 8,66 | 5,61 47,83 21,97 5,89 25,80
2011/12 | Cérdoba 2 3 Grelos BRS0143 0,60 | 24,90 1,03 797 | 514 60,42 21,35 6,54 26,88
2011/12 | Cordoba 2 3 Grelos BRS0143 0,32 | 25,65 1,20 7,17 | 5,28 57,05 21,26 6,05 217,24
2011/12 | Cordoba 2 3 Grelos BRS0143 0,29 | 18,16 0,96 6,04 | 5,08 82,93 18,17 4,65 24,19
2011/12 | Cérdoba 2 3 Grelos BRS0143 0,50 | 13,76 1,47 786 | 5,49 | 181,56 | 18,09 4,64 33,19
2011/12 | Cérdoba 2 3 Grelos BRS0143 0,24 | 12,52 0,88 6,33 6,43 | 140,61 | 19,26 6,44 26,88

Media 0,35 | 21,09 1,11 9,63 | 5,22 93,61 21,11 4,73 22,97

Minimo 0,10 | 5,43 0,66 5,08 | 3,70 36,29 12,56 2,86 11,16

Méaximo 1,02 | 3525 1,83 19,53 | 6,83 | 303,57 | 40,44 7,27 33,19

Desviacion | o7 | s59 | 029 | 402 | 088 | 6644 | 613 108 | 485
estandar
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Capitulo IV

Tabla IV.1. Contenido de glucosinolatos en nabizas de Cordoba temporada 2013/14

. Parte de la e Glucosinolatos (pmoles/g masa seca)
Temporada| Origen | Bloque | = | 1dentificacion = e S TGNA | GBN | GBS | GST | NGBS | otros
2013/14 |Coérdoba| 1 Nabizas BRS0143 11,10| 1,02 | 8,28 | 0,17 | 0,08 | 0,88 | 0,11 | 0,56
2013/14 |Coérdoba| 2 Nabizas BRS0143 24,32 | 3,66 |16,49| 0,61 | 0,17 2,01 | 0,12 | 1,27
2013/14 | Cérdoba 3 Nabizas BRS0143 24,291 2,76 |18,62| 0,32 | 0,25|1,36 | 0,07 | 0,92
2013/14 |Coérdoba| 1 Nabizas BRS0427 14,31| 0,61 |11,36| 0,65 | 0,12 0,92 | 0,10 | 0,53
2013/14 | Cérdoba 2 Nabizas BRS0427 21,7111,22 /117,83| 1,26 (0,12 0,85| 0,00 | 0,43
2013/14 | Cérdoba 3 Nabizas BRS0427 32,231,966 |26,35| 1,19 (0,21 |1,11| 0,05 | 1,35
2013/14 | Cérdoba 3 Nabizas BRS0469 25,271 0,39 |121,62| 0,33 | 0,28 | 1,73 | 0,12 | 0,80
2013/14 |Coérdoba| 3 Nabizas BRS0471 25,52 | 3,07 |18,50| 2,31 | 0,26 [ 0,93 | 0,13 | 0,34
2013/14 |Cérdoba| 1 Nabizas BRS0496 19,20| 0,81 |16,06| 1,03 | 0,08 | 0,88 | 0,06 | 0,27
2013/14 | Cérdoba 2 Nabizas BRS0496 25941231 19,99| 1,01 (0,23|1,69| 0,13 | 0,58
2013/14 | Cérdoba 3 Nabizas BRS0496 21,99/ 0,78 |17,98| 1,43 (0,34 |1,00| 0,08 | 0,39
2013/14 |Coérdoba| 3 Nabizas BRS0438 44,92 0,00 (41,21| 0,88 | 0,31 |1,61| 0,28 | 0,63
2013/14 | Cérdoba 3 Nabizas BRS0450 4497|057 |37,62| 3,58 | 0,44 |2,17| 0,10 | 0,49
2013/14 |Coérdoba| 1 Nabizas BRS0458 17,14| 0,19 |15,06| 0,45 | 0,05 | 0,63 | 0,07 | 0,69
2013/14 | Cérdoba 2 Nabizas BRS0458 37,841 0,17 132,58 | 2,98 | 0,20 |1,05| 0,18 | 0,68
2013/14 | Cérdoba 3 Nabizas BRS0458 25,63| 0,25 21,88| 1,65 | 0,08 |0,65| 0,17 | 0,95
2013/14 | Cérdoba 3 Nabizas BRS0466 28,19 2,15 120,68 | 1,97 (0,27 |1,90| 0,18 | 1,04
2013/14 | Cérdoba 1 Nabizas BRS0470 2541 0,38 |121,04| 2,17 | 0,13 0,87 | 0,19 | 0,63
2013/14 |Coérdoba| 2 Nabizas BRS0470 40,83 0,28 |37,89| 0,02 | 0,20 | 1,04 | 0,47 | 0,92
2013/14 | Cérdoba 3 Nabizas BRS0470 34,42|0,21129,93| 2,02 |0,11|0,83| 0,14 | 1,19
2013/14 |Coérdoba| 3 Nabizas BRS0484 44,01/ 0,00 (38,75| 0,61 | 0,50 | 2,04 | 0,58 | 1,53
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Temporada| Origen | Blogue Parte de la Identificacion Glucosinolatos (pmoles/g masa seca)
planta Total |PRO | GNA | GBN | GBS | GST | NGBS | otros
2013/14 |Cérdoba| 3 Nabizas BRS0498 14,52 | 1,47 | 9,60 | 1,16 [ 0,12 1,08 | 0,09 | 0,99
2013/14 |Cébrdoba| 3 Nabizas BRS0499 27,421 1,13 123,00 0,77 | 0,24 | 1,38 | 0,17 | 0,74
2013/14 | Cérdoba 1 Nabizas BRS0504 25,35| 1,74 |18,34| 1,43 {0,52|1,95| 0,29 | 1,08
2013/14 |Cérdoba| 2 Nabizas BRS0504 42,021 3,1533,28| 1,63 |0,33 (2,01 | 0,19 | 1,43
2013/14 |Cérdoba| 3 Nabizas BRS0504 27,45| 1,67 |22,62| 0,26 | 0,22 |1,42| 0,12 | 1,13
2013/14 |Cérdoba| 3 Nabizas BRS0507 30,83 | 0,26 |27,50| 0,32 | 0,20 | 1,48 | 0,08 | 1,01
2013/14 |Cérdoba| 3 Nabizas BRS0544 42,141 0,70 | 36,73| 1,96 | 0,23 1,36 | 0,16 | 1,01
2013/14 | Cérdoba 1 Nabizas BRSin05-C2 |10,29|0,92 | 7,72 | 0,43 | 0,08 | 0,61 | 0,10 | 0,43
2013/14 | Cordoba 2 Nabizas BRSin05-C2 29,55 3,39 [22,17| 1,39 | 0,22 | 1,17 | 0,14 | 1,08
2013/14 |Cérdoba| 3 Nabizas BRSin05-C2 28,66 | 2,10 |24,25| 0,33 | 0,39 0,92 | 0,21 | 0,45
Media 27,98 | 1,27 |23,06| 1,17 | 0,23 | 1,27 | 0,16 | 0,82
Minimo 10,29 0,00 | 7,72 | 0,02 {0,05|0,61| 0,00 | 0,27
Maximo 4497 3,66 |41,21| 3,58 | 0,52 | 2,17 | 0,58 | 1,53
Desviacion | g 77 1109 | 919 | 0,86 | 012|047 | 0,12 | 0,34

estandar

Tabla IV.2. Contenido de glucosinolatos en grelos de Cérdoba temporada 2013/14

Temporada| Origen | Bloque Parte de la Identificacion Glucosinolatos (umoles/g masa seca)
planta Total |PRO |GNA | GBN | GBS |GST | NGBS | otros
2013/14 |Cérdoba| 1 Grelos BRS0143 19,07 | 2,54 |12,59| 0,32 (0,35 |1,92| 0,30 | 1,05
2013/14 |Cérdoba| 2 Grelos BRS0143 21,57 3,66 {14,53| 0,43 | 0,22 |1,79| 0,16 | 0,78
2013/14 |Cérdoba| 3 Grelos BRS0143 22,371,556 {17,43| 0,83 | 0,23 (1,54 | 0,16 | 0,61
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Temporada| Origen | Blogue Parte de la Identificacion Glucosinolatos (pmoles/g masa seca)
planta Total |PRO | GNA | GBN | GBS | GST | NGBS | otros
2013/14 |Cérdoba| 1 Grelos BRS0140 18,58 | 0,91 |13,82| 1,09 | 0,27 | 1,55 | 0,27 | 0,67
2013/14 |Cordoba| 2 Grelos BRS0140 30,12| 2,32 |22,77| 0,62 | 0,79 2,19 | 0,50 | 0,93
2013/14 |Cordoba| 3 Grelos BRS0140 27,25/ 1,80 (21,27, 0,85 0,35(1,89| 0,28 | 0,81
2013/14 |Cérdoba| 1 Grelos BRS0427 15,30| 0,66 |11,89| 0,83 | 0,11 | 0,66 | 0,12 | 1,03
2013/14 |Coérdoba| 2 Grelos BRS0427 23,64| 1,11 {18,57| 2,00 | 0,21 (0,91 | 0,24 | 0,61
2013/14 |Cérdoba| 3 Grelos BRS0427 20,12 1,59 |15,63| 0,53 | 0,24 1,37 | 0,23 | 0,51
2013/14 |Cordoba| 1 Grelos BRS0463 30,90| 6,05 |{20,27| 0,73 | 0,34 (2,16 | 0,24 | 1,11
2013/14 |Cérdoba| 2 Grelos BRS0463 28,99 1,95 |21,74| 0,72 | 0,62 | 2,66 | 0,71 | 0,60
2013/14 |Cérdoba| 3 Grelos BRS0463 25,01 0,71 |20,33| 0,66 | 0,27 1,81 | 0,17 | 1,06
2013/14 |Coérdoba| 1 Grelos BRS0496 16,92| 1,84 |11,73| 0,17 | 0,32 |1,21| 0,23 | 1,42
2013/14 |Cérdoba| 2 Grelos BRS0496 31,33| 3,23 {22,58| 2,88 | 0,44 |1,26 | 0,40 | 0,54
2013/14 |Cérdoba| 3 Grelos BRS0496 19,62| 1,76 |15,56| 0,46 | 0,16 | 1,02 | 0,16 | 0,50
2013/14 |Cérdoba| 1 Grelos BRS0458 32,18 0,38 | 27,87 | 1,06 | 0,58 [ 1,09 | 0,61 | 0,59
2013/14 |Cérdoba| 2 Grelos BRS0458 26,221 0,36 {22,38| 1,34 | 0,33 1,03 | 0,38 | 0,40
2013/14 |Cérdoba| 3 Grelos BRS0458 34,83| 0,53 {28,76| 2,04 | 0,38 (1,63 | 0,56 | 0,93
2013/14 |Cérdoba| 1 Grelos BRS0470 33,97/ 0,37 {30,18| 0,76 [ 0,32 |0,95| 0,34 | 1,05
2013/14 |Cérdoba| 2 Grelos BRS0470 51,05| 0,39 |42,27| 3,40 | 0,57 | 1,68 | 0,85 | 1,90
2013/14 |Cérdoba| 3 Grelos BRS0470 42,53 0,56 |36,51| 3,03 | 0,25|0,88| 0,39 | 0,92
2013/14 |Cérdoba| 1 Grelos BRS0498 33,19 8,82 {19,19| 0,75 | 0,30 | 3,12 | 0,40 | 0,62
2013/14 |Cérdoba| 2 Grelos BRS0498 22,53| 3,92 (14,54 0,75 [ 0,28 (2,34 | 0,18 | 0,53
2013/14 |Coérdoba| 3 Grelos BRS0498 32,56 | 4,37 |22,03| 1,38 | 0,35|3,30| 0,48 | 0,66
2013/14 |Cérdoba| 1 Grelos BRS0504 34,95| 1,43 {28,36| 2,30 { 0,23 (1,9 | 0,33 | 0,33
2013/14 |Cérdoba| 2 Grelos BRS0504 40,55|1,55|34,60| 1,44 | 0,28 2,13 | 0,17 | 0,38
2013/14 |Cérdoba| 3 Grelos BRS0504 34,98 | 4,09 {26,33| 0,99 | 0,26 (2,49 | 0,01 | 0,82
2013/14 |Cérdoba| 1 Grelos BRS0507 29,241 0,43 |26,76| 0,32 | 0,17 (0,02 | 0,17 | 1,37
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Temporada| Origen | Blogue Parte de la Identificacion Glucosinolatos (pmoles/g masa seca)
planta Total |PRO | GNA | GBN | GBS | GST | NGBS | otros
2013/14 |Cérdoba| 2 Grelos BRS0507 38,54| 0,42 |32,37| 0,37 | 0,38 | 3,00 | 0,36 | 1,64
2013/14 |Cordoba| 3 Grelos BRS0507 33,17| 0,41 {30,83| 0,42 | 0,18 (0,01 | 0,25 | 1,07
2013/14 |Cordoba| 1 Grelos BRS0544 63,80| 0,54 |54,22| 3,04 | 1,19 | 3,17 | 0,50 | 1,15
2013/14 |Cérdoba| 2 Grelos BRS0544 44,68 | 0,63 |35,55| 2,19 | 0,35 2,09 | 0,35 | 3,53
2013/14 |Cérdoba| 3 Grelos BRS0544 44,95| 1,06 |35,34| 3,37 | 0,50 | 2,70 | 0,35 | 1,63
2013/14 |Cérdoba| 1 Grelos BRSin05-C2 18,46 | 1,93 |12,78| 0,62 [ 0,50 | 1,61 | 0,32 | 0,70
2013/14 |Cordoba| 2 Grelos BRSIin05-C2 21,10| 1,59 {15,58| 1,03 | 0,24 |1,49| 0,25 | 0,90
2013/14 |Cérdoba| 3 Grelos BRSin05-C2 24,811 2,38 {19,33| 0,90 [ 0,18 | 1,30 | 0,32 | 0,40
Media 30,25| 1,88 {23,79| 1,24 | 0,35|1,72| 0,33 | 0,94
Minimo 15,30| 0,36 |11,73| 0,17 | 0,11 |0,01| 0,01 | 0,33
Maximo 63,80| 8,82 |54,22| 3,40 1,19 (3,30 | 0,85 | 3,53
Desviacion estandar | 10,48 | 1,81 {9,587/0,938| 0,2 (0,81 |0,1714|0,584

Tabla IV.3. Contenido de glucosinolatos en nabizas de Cérdoba temporada 2014/15

. e g Glucosinolatos (pmoles/g masa seca)
Temporada | Origen |Bloque | Parte de la planta Identificacion Total IPRO | GNA |GBN | GBS | GST NGBS lotros
2014/15 |Cérdoba| 1 Nabizas BRS0143 23,71| 2,05 |16,64| 1,17 | 0,01 | 2,10 | 0,24 | 1,52
2014/15 |Cordoba| 2 Nabizas BRS0143 35,55| 3,34 126,53| 1,80 | 0,02 | 2,27 | 0,13 | 1,47
2014/15 |Cordoba| 3 Nabizas BRS0143 35,04| 1,51 |26,47| 2,16 | 0,58 | 2,41 | 0,19 | 1,72
2014/15 |Cérdoba| 1 Nabizas BRS0427 28,85| 1,63 |22,34| 1,60 | 0,30 1,80 | 0,29 | 0,90
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Glucosinolatos (pmoles/g masa seca)

Temporada | Origen |Bloque | Parte de la planta Identificacién Total IPRO | GNA |GBN | GBS | GST NGBS lotros
2014/15 | Cérdoba 2 Nabizas BRS0427 35,11 2,27 |27,45| 1,20 | 0,47 | 2,44 | 0,13 | 1,17
2014/15 |Cérdoba 3 Nabizas BRS0427 28,74 | 1,64 |122,94| 0,97 | 0,02 | 2,03 | 0,09 | 1,04
2014/15 |Cérdoba 1 Nabizas BRS0496 26,45| 1,74 |120,10| 1,32 | 0,40 | 1,97 | 0,26 | 0,67
2014/15 |Cérdoba 2 Nabizas BRS0496 30,501 4,30 |20,13| 1,68 | 0,30 | 2,76 | 0,13 | 1,20
2014/15 |Cérdoba 3 Nabizas BRS0496 2481|1,34|19,63| 1,46 |0,32|1,38| 0,16 | 0,51
2014/15 | Cérdoba 1 Nabizas BRS0498 19,66|2,93 | 8,74 | 1,34 | 0,66 | 3,21 | 0,47 | 2,32
2014/15 | Cérdoba 2 Nabizas BRS0498 35,29 5,99 |20,55| 2,39 | 0,35 | 4,06 | 0,17 | 1,77
2014/15 |Cérdoba 3 Nabizas BRS0498 29,00| 3,90 |18,84| 1,90 | 0,36 | 2,63 | 0,15 | 1,22
2014/15 | Cérdoba 1 Nabizas BRS0504 29,35| 2,50 |20,38| 1,78 | 0,54 | 2,54 | 0,56 | 1,05
2014/15 | Cérdoba 2 Nabizas BRS0504 4762|251 |37,83| 1,70 | 0,40 | 3,11 | 0,29 | 1,77
2014/15 |Cérdoba 3 Nabizas BRS0504 36,53| 2,07 127,37 1,40 | 0,38 2,81 | 0,22 | 2,29
2014/15 |Cérdoba 1 Nabizas BRSin05-C2 30,80 1,71 |23,18| 1,88 | 0,69 | 1,64 | 0,46 | 1,23
2014/15 |Cérdoba 2 Nabizas BRSin05-C2 35,19 1,83 |25,96| 3,31 | 0,82 1,87 | 0,29 | 1,10
2014/15 |Cérdoba 3 Nabizas BRSin05-C2 42,15| 2,75 |33,40| 1,39 | 0,46 | 2,14 | 0,15 | 1,86

Media 31,91| 2,56 |23,25| 1,69 | 0,39 | 2,40 | 0,24 | 1,38
Minimo 19,66 1,34 | 8,74 | 0,97 | 0,01|1,38| 0,09 | 0,51
Maximo 47,62(5,99 |37,83| 3,31 | 0,82 |4,06| 0,56 | 2,32
Desviacion estandar | 6,70 | 1,19 | 6,42 | 0,54 | 0,22 | 0,64 | 0,13 | 0,50
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Tabla 1V.4. Contenido de glucosinolatos en grelos de Cordoba temporada 2014/15

Glucosinolatos (umoles/g masa seca)

Temporada | Origen |Bloque | Parte de la planta Identificacién Total IPRO |GNA |GBN GBS | GST |NGBS lotros
2014/15 | Cérdoba 1 Grelos BRS0143 26,80 0,01 |22,28| 2,27 | 0,17 | 0,12 | 0,38 | 1,57
2014/15 |Cérdoba 2 Grelos BRS0143 36,93 | 1,05 |33,18| 1,04 | 0,13 /0,11 | 0,35 | 1,06
2014/15 |Cérdoba 3 Grelos BRS0143 15,67 | 0,45 [12,10| 1,00 { 0,09 | 0,13 | 0,36 | 1,55
2014/15 | Cérdoba 1 Grelos BRS0427 20,86 1,55 |16,97| 0,49 | 0,12 | 0,16 | 0,50 | 1,07
2014/15 |Cérdoba 2 Grelos BRS0427 20,98 1,33 17,87| 0,24 | 0,13 0,15 | 0,37 | 0,89
2014/15 | Cérdoba 3 Grelos BRS0427 21,81 1,27 |18,64| 0,44 |0,12|0,15| 0,40 | 0,77
2014/15 |Cérdoba 1 Grelos BRS0496 27,36|1,72 121,111,992 /10,48 1,39 | 0,50 | 0,56
2014/15 | Coérdoba 2 Grelos BRS0496 19,33| 1,75 |15,84| 0,22 | 0,16 | 0,51 | 0,41 | 0,43
2014/15 | Coérdoba 3 Grelos BRS0496 27,87|151 121,76 1,95 (0,14 1,36 | 0,40 | 0,74
2014/15 |Cérdoba 1 Grelos BRS0498 14,73 | 2,08 |10,00| 0,18 | 0,00 | 1,21 | 0,39 | 0,88
2014/15 | Cérdoba 2 Grelos BRS0498 18,80| 2,95 [12,84| 0,90 | 0,11 { 1,04 | 0,36 | 0,60
2014/15 |Cérdoba 3 Grelos BRS0498 9,93 | 1,40 | 6,44 | 0,00 | 0,08 | 1,09 | 0,42 | 0,50
2014/15 | Coérdoba 1 Grelos BRS0504 22,21|5,09 113,39/ 0,93 |0,10| 1,46 | 0,43 | 0,82
2014/15 |Cérdoba 2 Grelos BRS0504 32,24|3,41123,17| 2,74 10,09|1,49| 0,52 | 0,82
2014/15 |Cérdoba 3 Grelos BRS0504 35,411 3,67 |28,36| 0,81 | 0,00 | 1,65 | 0,43 | 0,50
2014/15 | Coérdoba 1 Grelos BRSin05-C2 26,58 1,40 |22,03| 0,23 |0,00|1,31| 0,42 | 1,20
2014/15 |Cérdoba 2 Grelos BRSin05-C2 20,31| 1,86 |15,89| 0,31 | 0,00 | 1,29 | 0,44 | 0,51
2014/15 | Cérdoba 3 Grelos BRSin05-C2 33,60 1,23 |26,60| 2,38 | 0,00|2,11| 0,40 | 0,88

Media 23,97| 1,87 |18,80| 1,00 | 0,09 | 0,93 | 0,42 | 0,85
Minimo 9,93 | 0,01 | 6,44 | 0,00 | 0,00 (0,21 | 0,35 | 0,43
Maximo 36,93 | 5,09 |33,18| 2,74 | 0,18 | 2,11 | 0,52 | 1,57
Desviacion estandar | 7,44 | 1,21 | 6,76 | 0,87 | 0,06 | 0,65 | 0,05 | 0,34
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Tabla IV.5. Contenido de componentes inorgéanicos en nabizas de Cordoba temporada 2013/14
Componentes inorganicos
Temporada| Origen |Bloque Par;c;nclz la Identificacién Na K Mg Ca P Fe Mn Cu Zn

P mg/g | mg/g | mg/g | mg/g | mg/g | ug/g H9/g H9/g Ha/g
2013/14 | Cordoba 1 Nabizas BRS0143 1,38 | 10,61 | 2,02 | 16,80 | 4,73 | 131,76 | 23,48 1,86 35,10
2013/14 | Cordoba 2 Nabizas BRS0143 157 | 42,32 | 162 | 16,26 | 4,52 | 143,95 | 34,15 4,51 31,36
2013/14 | Coérdoba 3 Nabizas BRS0143 1,47 | 10,37 | 1,74 | 13,52 | 4,71 | 146,01 | 22,59 1,62 28,48
2013/14 | Cordoba 1 Nabizas BRS0427 1,27 | 898 | 2,23 | 2357 | 584 | 177,29 6,89 6,85 21,08
2013/14 | Cérdoba 2 Nabizas BRS0427 1,30 | 10,60 | 2,08 | 18,86 | 5,39 | 223,76 | 23,70 7,65 36,87
2013/14 | Cordoba 3 Nabizas BRS0427 2,47 | 10,59 | 2,05 | 22,02 | 4,71 | 408,00 | 42,18 6,74 27,72
2013/14 | Coérdoba 1 Nabizas BRS0458 1,43 | 11,10 | 2,0 | 18,12 | 5,77 | 358,78 | 28,52 5,67 35,03
2013/14 | Cérdoba 2 Nabizas BRS0458 1,68 | 10,89 | 1,80 | 19,06 | 4,78 | 349,97 | 26,22 3,13 21,47
2013/14 | Cordoba 3 Nabizas BRS0458 0,88 | 10,66 | 1,98 | 13,79 | 595 | 293,48 | 26,25 3,10 30,56
2013/14 | Cérdoba 1 Nabizas BRS0470 1,40 | 9,84 | 191 | 17,70 | 4,94 | 176,71 | 31,87 5,89 32,47
2013/14 | Cordoba 2 Nabizas BRS0470 0,89 | 9,16 | 1,44 | 1493 | 4,37 | 219,10 | 34,85 6,34 31,66
2013/14 | Cordoba 3 Nabizas BRS0470 153 | 10,15 | 1,49 | 13,31 | 3,66 | 204,94 | 26,38 5,25 38,16
2013/14 | Cérdoba 1 Nabizas BRS0496 190 | 9,08 | 168 | 17,35 | 3,81 | 159,70 | 27,05 4,42 34,20
2013/14 | Cordoba 2 Nabizas BRS0496 1,07 | 10,23 | 191 | 17,77 | 6,71 | 136,12 | 31,80 6,69 34,33
2013/14 | Cérdoba 3 Nabizas BRS0496 1,16 | 10,47 | 2,14 | 16,27 | 4,46 | 82,25 19,17 5,04 21,65
2013/14 | Cordoba 1 Nabizas BRS0504 101 | 6,66 | 1,92 | 1510 | 6,26 | 544,58 | 23,35 3,46 44,63
2013/14 | Cérdoba 2 Nabizas BRS0504 1,05 | 9,18 | 2,29 | 15,75 | 6,42 |1118,25| 36,84 4,27 37,38
2013/14 | Cordoba 3 Nabizas BRS0504 0,80 | 850 | 1,76 | 11,97 | 7,12 | 347,63 | 22,19 4,10 35,24
2013/14 | Cordoba 1 Nabizas BRSin05-C2 1,38 | 10,35 | 1,82 | 17,56 | 5,69 | 234,37 | 30,93 2,22 35,30
2013/14 | Cérdoba 2 Nabizas BRSin05-C2 1,15 | 952 | 1,74 | 13,11 | 3,61 | 172,93 | 20,97 1,69 23,08
2013/14 | Cérdoba 3 Nabizas BRSin05-C2 1,63 | 10,70 | 1,96 | 18,45 | 7,47 | 278,88 | 37,08 3,43 29,33
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' Parte de la o Componentes inorganicos
Temporada| Origen |Bloque planta Identificacion Na K Mg Ca P Fe Mn Cu Zn
mg/g | mg/g | mg/g | mg/g | mg/g | ug/g H9/g H9/g Hg/g
Media 135 | 11,43 | 1,89 | 16,73 | 5,28 | 281,36 | 27,45 4,47 31,67
Minimo 0,80 | 6,66 | 1,44 | 11,97 | 3,61 | 82,25 6,89 1,62 21,08
Maximo 2,47 | 42,32 | 2,29 | 23,57 | 7,47 |1118,25 | 42,18 7,65 44,63
Desviacion 038 | 705 | 023 | 288 | 1,11 | 22191 | 7,70 | 184 | 615
estdndar
Tabla 1V.6. Contenido de componentes inorgénicos en grelos de Cérdoba temporada 2013/14
Componentes inorganicos
Temporada| Origen |Bloque Par;c;nclz la Identificacién Na K Mg Ca P Fe Mn Cu Zn
P mg/g | mg/g | mg/g | mg/g | mg/g | ug/g Hg/g Hg/g Hg/g
2013/14 | Cérdoba 1 Grelos BRS0143 1,06 | 795 | 152 | 25,68 | 6,56 | 103,91 | 15,02 4,45 33,46
2013/14 | Cérdoba 2 Grelos BRS0143 1,10 | 9,42 | 1,63 | 15,73 | 560 | 60,62 7,74 5,71 31,75
2013/14 | Cérdoba 3 Grelos BRS0143 169 | 943 | 1,84 | 23,16 | 7,66 | 70,48 8,07 5,91 27,23
2013/14 | Cérdoba 1 Grelos BRS0427 1,75 | 13,34 | 1,87 | 24,79 | 3,32 | 142,10 | 37,13 4,06 37,25
2013/14 | Cérdoba 2 Grelos BRS0427 0,95 | 13,03 | 1,66 |1512 | 6,16 | 23,95 16,46 2,58 28,02
2013/14 | Cérdoba 3 Grelos BRS0427 1,32 | 13,04 | 1,40 | 13,83 | 5,64 | 58,80 19,98 4,88 26,40
2013/14 | Cérdoba 1 Grelos BRS0458 2,32 (10,78 | 1,85 | 21,58 | 9,54 | 98,88 20,02 3,87 24,66
2013/14 | Cérdoba 2 Grelos BRS0458 154 | 800 | 155 | 594 | 6,34 | 160,90 | 13,63 4,76 26,96
2013/14 | Cordoba 3 Grelos BRS0458 148 | 958 | 1,55 | 30,16 | 4,20 | 87,82 18,05 4,19 17,56
2013/14 | Cérdoba 1 Grelos BRS0470 152 | 11,13 | 1,61 | 17,48 | 6,39 | 89,93 25,42 4,33 31,42
2013/14 | Cordoba 2 Grelos BRS0470 148 | 892 | 1,36 | 7,03 | 8,60 | 90,96 17,40 4,74 27,41

250



S. Obregon Cano | Anexo 1
' Parte de la o Componentes inorganicos
Temporada| Origen |Bloque planta Identificacion Na K Mg Ca P Fe Mn Cu Zn

mg/g | mg/g | mg/g | mg/g | mg/g | ug/g H9/g H9/g Hg/g
2013/14 | Cérdoba 3 Grelos BRS0470 148 | 10,14 | 1,37 | 4,63 | 506 | 64,17 10,29 3,28 24,16
2013/14 | Cérdoba 1 Grelos BRS0496 137 | 13,37 | 1,72 | 1791 | 6,39 | 51,18 23,42 3,68 33,90
2013/14 | Cérdoba 2 Grelos BRS0496 1,17 | 11,98 | 1,37 | 7,07 | 10,07 | 52,80 11,53 4,61 32,59
2013/14 | Cérdoba 3 Grelos BRS0496 140 | 10,74 | 152 | 9,84 | 8,07 | 65,40 12,60 4,33 47,46
2013/14 | Cordoba 1 Grelos BRS0504 094 | 9,08 | 1,72 | 16,22 | 820 | 92,43 12,63 6,90 37,70
2013/14 | Coérdoba 2 Grelos BRS0504 1,13 | 573 | 1,63 | 14,87 | 6,37 | 70,30 8,77 5,12 25,48
2013/14 | Cordoba 3 Grelos BRS0504 166 | 9,73 | 1,80 | 20,15 | 8,29 | 62,57 7,28 4,34 30,38
2013/14 | Cérdoba 1 Grelos BRSin05-C2 1,89 | 10,43 | 190 | 32,25 | 5,68 | 46,98 14,76 2,90 16,99
2013/14 | Coérdoba 2 Grelos BRSin05-C2 1,13 | 890 | 1,76 | 20,64 | 4,81 | 63,27 7,35 3,45 22,66
2013/14 | Cordoba 3 Grelos BRSin05-C2 152 | 693 | 156 | 18,26 | 7,46 | 66,17 12,21 4,71 25,80
Media 1,42 | 10,08 | 1,63 | 17,26 | 6,69 | 77,32 15,23 4,42 29,01
Minimo 094 | 573 | 1,36 | 463 | 3,32 | 23,95 7,28 2,58 16,99
Maximo 2,32 | 13,37 | 1,90 | 32,25 | 10,07 | 160,90 | 37,13 6,90 47,46
Desviacion 033 | 209 | 017 | 765 | 1,72 | 31,36 | 7,24 | 1,00 | 691

estdndar

Tabla IV.7. Contenido de componentes inorganicos en nabizas de Cérdoba temporada 2014/15
Componentes inorganicos
Temporada | Origen |Bloque Par;t:nciz la Identificacion Na K Mg Ca P Fe Mn Cu Zn
P mg/g | mg/g | mg/g | mg/g | mg/g | uglg Hg/g Hg/g Hg/g
2014/15 | Cordoba 1 Nabizas BRS0143 1,98 | 29,47 | 1,40 | 12,84 | 5,14 | 105,04 | 23,84 4,87 24,85
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Componentes inorganicos

Temporada | Origen |Bloque Parltgncigla Identificacion Na K Mg Ca P Fe Mn Cu Zn
P mg/g | mg/g | mg/g | mg/g | mg/g | ug/g H9/g H9/g Ho/g
2014/15 | Cordoba 2 Nabizas BRS0143 2,07 | 29,05| 1,38 | 8,61 | 4,61 | 84,30 21,75 5,29 28,48
2014/15 | Cordoba 3 Nabizas BRS0143 0,89 [3151| 1,32 | 895 | 6,04 | 11536 | 22,66 4,47 26,05
2014/15 | Cordoba 1 Nabizas BRS0427 1,78 | 26,41 | 1,21 | 11,77 | 3,68 | 68,06 23,64 4,59 22,03
2014/15 | Cordoba 2 Nabizas BRS0427 1,34 | 29,06 | 1,19 | 6,13 | 4,85 | 82,60 14,49 4,85 27,67
2014/15 | Cordoba 3 Nabizas BRS0427 1,47 | 39,55 | 1,27 | 13,33 | 4,72 | 103,71 | 32,69 511 25,85
2014/15 | Cordoba 1 Nabizas BRS0496 1,19 | 2559 | 1,24 | 13,37 | 3,74 | 86,59 16,70 3,76 23,02
2014/15 | Cordoba 2 Nabizas BRS0496 097 | 27,17 | 1,26 | 11,87 | 579 | 82,95 17,54 4,24 30,67
2014/15 | Cordoba 3 Nabizas BRS0496 0,72 | 27,85 | 1,17 | 18,79 | 4,25 | 85,29 19,03 4,76 24,98
2014/15 | Cordoba 1 Nabizas BRS0498 146 | 2863 | 151 | 16,61 | 6,22 | 119,18 | 23,38 6,47 34,77
2014/15 | Cordoba 2 Nabizas BRS0498 0,83 [ 26,01 | 1,25 | 11,56 | 5,31 | 99,96 10,77 5,65 32,78
2014/15 | Cordoba 3 Nabizas BRS0498 0,65 | 28,36 | 1,45 | 16,23 | 5,38 | 96,89 22,01 6,28 32,60
2014/15 | Cordoba 1 Nabizas BRS0504 1,32 [ 30,96 | 1,42 | 25,94 | 6,02 | 147,58 | 19,62 4,82 27,23
2014/15 | Cordoba 2 Nabizas BRS0504 0,93 [30,056| 1,52 | 21,29 | 5,60 | 124,40 | 16,74 6,16 38,68
2014/15 | Cordoba 3 Nabizas BRS0504 0,76 | 2948 | 1,15 | 17,87 | 596 | 92,83 11,27 4,79 34,58
2014/15 | Cordoba 1 Nabizas BRSin05-C2 1,03 | 30,44 | 1,40 | 24,01 | 4,14 | 97,79 16,84 4,07 23,43
2014/15 | Cordoba 2 Nabizas BRSin05-C2 094 | 27,23 | 1,32 | 21,16 | 5,07 | 94,39 14,60 4,44 21,29
2014/15 | Cordoba 3 Nabizas BRSin05-C2 0,70 | 30,01 | 1,43 | 22,14 | 4,92 | 94,95 16,69 3,98 28,26
Media 1,17 | 29,27 | 1,33 | 15,69 | 5,08 | 98,99 19,12 4,92 28,18
Minimo 0,65 | 2559 | 1,15 | 6,13 | 3,68 | 68,06 10,77 3,76 21,29
Maximo 2,07 | 3955 | 1,52 | 2594 | 6,22 | 147,58 | 32,69 6,47 38,68

Desviacion estandar | 0,44 | 3,07 | 0,12 | 567 | 0,79 | 18,57 5,27 0,79 4,90
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Tabla 1V.8. Contenido de componentes inorganicos en grelos de Coérdoba temporada 2014/15
Componentes inorganicos
Temporada| Origen |Bloque Par;c;nclz la Identificacion Na K Mg Ca P Fe Mn Cu Zn
P mg/g | mg/g | mg/g | mg/g | mg/g | uglg | Mg/g | uglg | HI/g
2014/15 Cérdoba 1 Grelos BRS0143 2,27 | 20,08 | 1,50 | 20,66 | 3,58 | 122,03 | 28,79 2,81 16,90
2014/15 Cérdoba 2 Grelos BRS0143 1,01 | 18,84 | 1,33 | 1553 | 3,55 | 137,73 | 22,75 3,53 17,24
2014/15 Cordoba 3 Grelos BRS0143 0,86 | 2264 | 1,73 | 20,72 | 3,80 | 89,39 23,34 3,45 16,32
2014/15 Cérdoba 1 Grelos BRS0427 0,73 | 22,37 | 1,10 | 12,97 | 456 | 100,66 | 27,66 7,99 17,91
2014/15 Cobrdoba 2 Grelos BRS0427 1,60 | 25,27 | 1,33 | 14,05 | 3,33 | 128,03 | 26,24 3,83 19,93
2014/15 Cordoba 3 Grelos BRS0427 151 | 2384 | 1,31 | 1587 | 3,84 | 11483 | 32,58 7,80 20,73
2014/15 Cordoba 1 Grelos BRS0496 1,16 | 19,33 | 1,35 | 1481 | 4,16 | 140,85 | 31,43 4,30 17,25
2014/15 Cérdoba 2 Grelos BRS0496 0,76 | 1587 | 1,22 | 17,90 | 3,25 | 172,28 | 29,35 3,95 15,97
2014/15 Cordoba 3 Grelos BRS0496 1,10 | 24,75 | 1,51 | 20,02 | 4,21 | 113,46 | 38,16 5,09 21,59
2014/15 Cérdoba 1 Grelos BRS0498 2,30 | 25,08 | 1,96 | 22,87 | 5,09 | 168,73 | 32,11 6,28 23,11
2014/15 Cordoba 2 Grelos BRS0498 0,95 | 25,00 | 1,74 | 16,53 | 3,75 | 642,72 | 37,54 5,77 23,26
2014/15 Cérdoba 3 Grelos BRS0498 1,62 | 29,05 | 2,03 | 21,25 | 4,88 | 138,16 | 32,72 5,47 21,54
2014/15 Cordoba 1 Grelos BRS0504 1,16 | 34,25 | 1,81 | 20,70 | 4,90 | 144,10 | 39,94 16,53 22,81
2014/15 Cordoba 2 Grelos BRS0504 1,27 | 28,26 | 1,64 | 17,06 | 4,05 | 120,95 | 28,85 7,02 25,40
2014/15 Cérdoba 3 Grelos BRS0504 1,22 | 27,37 | 1,48 | 13,72 | 5,05 | 104,19 | 33,56 6,18 25,01
2014/15 Cordoba 1 Grelos BRSIin05-C2 1,15 | 1525 | 1,05 | 12,12 | 3,25 | 117,17 29,99 4,87 17,76
2014/15 Cérdoba 2 Grelos BRSin05-C2 1,35 | 21,19 | 1,22 | 13,37 | 3,75 | 147,30 | 29,96 5,92 17,10
2014/15 Cérdoba 3 Grelos BRSin05-C2 0,89 | 3053 | 1,18 | 12,25 | 541 | 163,65 | 41,66 6,78 37,55
Media 1,27 | 23,83 | 1,47 | 16,80 | 4,13 | 159,24 | 31,48 5,98 20,97
Minimo 0,73 | 1525 | 1,05 | 12,12 | 3,25 | 89,39 22,75 2,81 15,97
Maximo 2,30 | 34,25 | 2,03 | 22,87 | 541 | 642,72 | 41,66 16,53 37,55
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Parte de | Componentes inorganicos
Temporada| Origen |Bloque aglaentga Identificacion Na K Mg Ca P Fe Mn Cu Zn
mg/g | mg/g | mg/g | mg/g | mg/g | pg/g H9/g H9/g Hg/g
Desviacién 0,45 | 500 | 0,29 | 3,48 | 0,69 | 122,87 5,27 3,04 5,15
estandar
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Tabla 1V.9. Contenido de fibra &cido detergente (FAD) en nabizas y grelos de

Cdrdoba temporada 2013/14

. e, FAD (%)
Temporada | Origen |Bloque | Identificacion Nabizas | Grelos
2013/14 | Cérdoba 1 BRS0140 16,06
2013/14 | Cérdoba 2 BRS0140 16,27
2013/14 | Cérdoba 3 BRS0140 15,08
2013/14 | Cérdoba 1 BRS0143 12,86 | 15,24
2013/14 | Cordoba 2 BRS0143 11,25 | 17,79
2013/14 | Cérdoba 3 BRS0143 12,70 | 17,60
2013/14 | Cérdoba 1 BRS0427 15,27 | 18,09
2013/14 | Cérdoba 2 BRS0427 13,31 | 17,21
2013/14 | Cérdoba 3 BRS0427 11,98 | 16,56
2013/14 | Cérdoba 3 BRS0438 12,53
2013/14 | Cérdoba 3 BRS0450 12,82
2013/14 | Cérdoba 1 BRS0458 13,13 | 17,39
2013/14 | Cérdoba 2 BRS0458 12,93 | 17,17
2013/14 | Cérdoba 3 BRS0458 13,83 | 18,58
2013/14 | Cérdoba 1 BRS0463 16,30
2013/14 | Cérdoba 2 BRS0463 18,89
2013/14 | Cérdoba 3 BRS0463 17,20
2013/14 | Cérdoba 3 BRS0466 10,84
2013/14 | Cérdoba 3 BRS0469 12,67
2013/14 | Cérdoba 1 BRS0470 13,67
2013/14 | Cérdoba 2 BRS0470 10,96 | 16,64
2013/14 | Cérdoba 3 BRS0470 13,07 | 17,06
2013/14 | Cérdoba 3 BRS0471 12,09
2013/14 | Cérdoba 3 BRS0484 13,47
2013/14 | Cérdoba 1 BRS0496 11,99 | 14,31
2013/14 | Cérdoba 2 BRS0496 12,42 | 12,61
2013/14 | Cérdoba 3 BRS0496 13,20 | 14,34
2013/14 | Cérdoba 1 BRS0498 17,43
2013/14 | Cérdoba 2 BRS0498 16,76
2013/14 | Cérdoba 3 BRS0498 12,77 | 17,87
2013/14 | Cérdoba 3 BRS0499 12,71
2013/14 | Cérdoba 1 BRS0504 12,86 | 17,40
2013/14 | Cordoba 2 BRS0504 11,37 | 17,04
2013/14 | Cérdoba 3 BRS0504 12,55 | 16,96
2013/14 | Cérdoba 1 BRS0507 17,46
2013/14 | Cérdoba 2 BRS0507 17,89
2013/14 | Cérdoba 3 BRS0507 13,23 | 20,02
2013/14 | Cérdoba 1 BRS0544 14,16
2013/14 | Cérdoba 2 BRS0544 16,21
2013/14 | Cérdoba 3 BRS0544 12,61 | 18,81
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. e ., FAD (%)
Temporada | Origen |Bloque | Identificacion Nabizas| Grelos
2013/14 |Coérdoba| 1 BRSin05-C2 | 13,91 | 15,62
2013/14 |Coérdoba| 2 BRSin05-C2 | 11,81 | 18,13
2013/14 |Cérdoba| 3 BRSin05-C2 | 13,56 | 17,61

Tabla 1V.10. Contenido de fibra neutro detergente (FND) y fibra acido detergente

(FAD) en nabizas y grelos de Cérdoba temporada 2014/15

: e FND (%) FAD (%)
Temporada | Origen |Blogue | Identificacion Nabizas | Grelos | Nabizas| Grelos
2014/15 |Cérdoba| 1 BRS0143 16,41 17,65 8,75 | 14,60
2014/15 |Coérdoba| 2 BRS0143 10,1 21,88 10,25 | 16,69
2014/15 |Cérdoba| 3 BRS0143 22,79 10,03 | 19,07
2014/15 |Cérdoba| 1 BRS0427 12,07 12,54 10,37 | 11,90
2014/15 |Coérdoba| 2 BRS0427 12,25 12,42 10,90 | 12,85
2014/15 |Cérdoba| 3 BRS0427 11,76 11,30 | 11,58
2014/15 |Cérdoba| 1 BRS0496 11,91 12,41 10,70 | 10,41
2014/15 |Cérdoba| 2 BRS0496 11,33 15,09 10,66 | 13,11
2014/15 |Cérdoba| 3 BRS0496 12,09 10,45 | 10,91
2014/15 |Cérdoba| 1 BRS0498 10,39 | 15,59
2014/15 |Cérdoba| 2 BRS0498 12,66 16,34 10,70 | 15,38
2014/15 | Cérdoba 3 BRS0498 11,41 17,23 9,46 17,14
2014/15 |Cérdoba| 1 BRS0504 11,88 17,12 10,29 | 16,85
2014/15 |Cérdoba| 2 BRS0504 12,46 18,31 10,52 | 18,00
2014/15 |Cérdoba| 3 BRS0504 15,7 10,57 | 14,14
2014/15 |Cérdoba| 1 BRSin05-C2 | 11,85 14,16 10,18 | 11,86
2014/15 |Cérdoba| 2 BRSin05-C2 15,79 10,47 | 14,30
2014/15 |Cérdoba| 3 BRSin05-C2 11,7 9,70 | 12,05
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The objective of this study was to evaluate the potential and accuracy of near-infrared reflectance spectroscopy (NIRS) for predicting the
mineral content in lyophilized samples of turnip greens and turnip tops (Brassica rapa L. var. rapa). Mathematical treatments of the spectra
and modified partial least squares regression (MPLS) were used for developing calibrations equations (n = 298). An independent set of
samples (n = 69) was used to evaluate and validate the performance of the calibrations equations. The coefficients of determination obtained
in the external validation (1%,) and error of prediction (SEP) for the different minerals were K = 0.86 (SEP = 4,90), Ca=0.91 (SEP = 1,66),
P =0.73 (SEP = 0,86), Mg = 0.85 (SEP = 0,32), Na = 0.87 (SEP = 0,21), Fe = 0.90 (SEP = 60,48), Zn = 0.80 (SEP = 5,83), Mn = 0.81
(SEP = 5,72) and Cu = 0.62 (SEP = 1,13).The calibration equations obtained for Ca and Fe showed the highest predictive ability These
results support the idea that NIRS technology is suitable for the fast, non-destructive, and accurate prediction of mineral content in turnip
greens and turnip tops.

Keywords: Brassica rapa; NIRS; potassium; calcium; phosphorus; magnesium; sodium; iron; zinc; manganese; copper

El objetivo de este trabajo fue la evaluacion del potencial de la espectroscopia de reflectancia en el infrarrojo cercano (NIRS) para el analisis
del contenido mineral en muestras liofilizadas de nabizas y grelos (Brassica rapa L. var. rapa). Se aplico el método de minimos cuadrados
parciales modificados (MPLS) para desarrollar ecuaciones de calibracion (n=298). Se evalud la capacidad predictiva de las ecuaciones de
calibracion obtenidas mediante un lote de muestras (n=69) independientes del colectivo de calibracion. Los coeficientes de determinacion
(%ve) y errores de prediccion (SEP) obtenidos en la validacion externa para los distintos minerales fueron K=0,86(SEP=4,90); Ca=0,91
(SEP=1,66); P=0,73(SEP=0,86); Mg=0,85(SEP=0,32); Na=0,87(SEP=0,21); Fe=0,90(SEP=60,48); Zn=0,80(SEP=5,83); Mn=0,81
(SEP=5,72)y Cu=0,62(SEP=1,13). Las ecuaciones para Ca y Fe fueron las que mostraron mayor capacidad predictiva. Estos resultados

demuestran el potencial del NIRS para el analisis rapido, no destructivo y preciso del contenido mineral en nabizas y grelos.

Palabras claves: Brassica rapa; NIRS; potasio; calcio; fosforo; magnesio; sodio; hierro; zinc; manganeso; cobre

Introduccion

Las especies pertenecientes a la familia de las Cruciferas estan
consideradas como uno de los primeros grupos de plantas
domesticadas por el hombre, y desde entonces el hombre ha
sido capaz, mediante seleccion, de modificar casi todas las partes
de la planta (raices, tallos, hojas, inflorescencias y semillas) con
vistas a su uso alimentario (horticola, oleaginosa, condimento,
pienso), industrial (fabricacion de plasticos, lubricantes, combus-
tibles) y ambiental (fitorremediacion, biofumigacion). El con-
sumo de las especies horticolas de esta familia de plantas ha
experimentado un fuerte aumento en los paises industrializados
en los ultimos afios, debido al descubrimiento de las propiedades
saludables de una serie de compuestos exclusivos que contienen,
los glucosinolatos, capaces de proteger frente a la aparicion de
determinados tipos de canceres (Farnham, Wilson, Stephenson,
& Fahey, 2004; Traka & Mithen, 2009, Villatoro, Font, et al.,
2012).

Brassica rapa fue la primera especie de Brassica domesti-
cada por el hombre hace miles de afios, apareciendo ya citada en
la literatura sanscrita con el nombre de Siddharta, lo que prueba
la antigiiedad de su cultivo (Prakash, 1961). Existen numerosas

subespecies de B. rapa originadas en dos centros de origen
independientes, uno en Europa para los tipos oleaginosos y
otro en Asia que dio lugar a las formas horticolas (Gomez &
Prakash, 1999).

En el norte de Espafia y Portugal los cultivos horticolas de
Brassica rapa tienen una gran tradicion, distribucién y consumo,
tanto en fresco como envasado (De Haro, Del Rio, Cartea, &
Ordas, 2006). De la misma planta se cosechan los nabos, que son
la raiz engrosada (hipocotilo), las nabizas, que son las hojas
vegetativas, y los grelos que son los tallos junto con las hojas
florales previos a la floracion de la planta, formando parte de
numerosos platos de la cocina tradicional (p. ej. ‘Lacén con
grelos’). Estos alimentos, al igual que los procedentes de otras
especies horticolas de Brassica se caracterizan por su bajo con-
tenido en grasa y proteina y su alto contenido en fibras, minerales
y vitaminas. Comparados con otras hortalizas destacan por su
elevado contenido en vitaminas A, C, E, B6, K, luteina, carote-
noides y folatos (Jahangir, Kim, Choi, & Verpoorte, 2009; Rosa,
1999; USDA, 2015). También son particularmente ricas en miner-
ales potasio, cobre, magnesio, manganeso, hierro, zinc y calcio
(Kopsell, Kopsell, Lefsrud, & Curran-Celentano, 2005).

*Corresponding author. Email: saraobregon@jias.csic.es

© 2015 The Author(s). Published by Taylor & Franics.

This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits
unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.


http://www.tandfonline.com

Downloaded by [Red de Bibliotecas del CSIC] at 03:13 24 November 2015

2 S. Obregon-Cano et al.

Los métodos tradicionales de analisis del contenido en
minerales por via himeda, como por ejemplo la espectrometria
de absorcion atdmica (AAS), la espectrometria de emision
atomica de plasma acoplado inductivamente (ICP-AES), o la
espectrometria de masas de plasma acoplado inductivamente
(ICP- MS) son caros, lentos, agresivos con el medio ambiente
y necesitan mano de obra especializada para su aplicacion. Como
alternativa a estos métodos, desde los ultimos 40 afios se viene
utilizando la espectroscopia por reflectancia en el infrarrojo
cercano (NIRS) para el analisis de una gran diversidad de com-
ponentes de la calidad en los alimentos, asi como de otras
sustancias de interés para la industria farmacéutica (Chavez
et al, 2015), quimica (Feng, Wu, & Zeng, 2015; Foster,
Kakani, Ge, & Mosali, 2013), alimentaria, incluyendo frutas y
verduras (Font, Del Rio-Celestino, Cartea, & De Haro-Bailon,
2005; Guo, Ni, & Kokot, 2016; Martinez, Font, Goémez, Blanco,
& Del Rio, 2014; Schmitt, Garrigues, & De La Guardia, 2014) y
agricola (Cozzolino, Fassio, & Fernandez, 2003; De Haro et al.,
2006; Dimov, Suprianto, Hermann, & Mdllers, 2012; Murray,
1986; Norris, Barnes, Moore, & Shenk, 1976; Shenk &
Westerhaus., 1993; Van Maarschalkerweerd & Husted, 2015).

Aunque los minerales no poseen bandas de absorcion en la
region del infrarrojo pueden estar asociados a estructuras
organicas en forma de 6xidos, quelatos u otras moléculas que
permitan poder ser estimados mediante ecuaciones de calibracion
desarrolladas para el NIRS, como se ha comprobado en trabajos
publicados previamente en otras matrices vegetales (Cozzolino
& Moron, 2004; Garcia et al., 2012; Gonzalez, Hernandez, &
Gonzalez, 2007; Liao, Wu, Chen, Guo, & Shi, 2012; Martinez
et al., 2014; Menesatti et al., 2010; Plans, Simo, Casafas, &
Sabaté, 2012; Villatoro, Moreno, et al., 2012).

Teniendo en cuenta el creciente interés por este cultivo, y
con vistas a su extension a otras regiones de la Peninsula Ibérica,
desde los ultimos afios se estan desarrollando programas de
mejora genética que nos permitan obtener variedades de nabizas
y grelos adaptadas a las condiciones edafoclimaticas
mediterraneas y de alto valor nutracéutico, con especial énfasis
en el estudio del contenido en minerales y glucosinolatos en sus
partes consumibles.

El objetivo del presente trabajo fue estudiar las posibilidades
del NIRS para el analisis rapido y preciso del contenido en
potasio (K), calcio (Ca), fosforo (P), magnesio (Mg), sodio
(Na), hierro (Fe), zinc (Zn), manganeso (Mn) y cobre (Cu) en
muestras de nabizas y grelos.

Materiales y métodos
Material vegetal

Durante los afios agricolas 2010-2011, 2011-2012 y 2012-2013,
un conjunto de 25 variedades de Brassica rapa L. var. rapa se
cultivaron en la finca experimental del IAS de Cordoba, (37°51’
N, 4°48'W, Espaina) en un disefio de bloques al azar con 3
repeticiones. El clima es tipico mediterraneo con un
precipitacion media de 650 mm, y el suelo es profundo,
franco-arenoso, clasificado como Typic Xerofluvent.

Las variedades de Brassica rapa L. var. rapa procedian del
Banco de Germoplasma de Brassica de la Mision Biologica de
Galicia (CSIC), en donde habian sido evaluadas por sus
caracteristicas agrondmicas y su aptitud para produccién de
nabizas y grelos. Durante cada afio agricola, y en el momento
optimo para consumo, se tomaron muestras de nabizas (4 a 5
hojas por planta) y de grelos (3 a 4 tallos florales por planta) de

las plantas seleccionadas para cada una de las variedades estu-
diadas. En total se cosecharon 373 muestras (228 de nabizas y
145 de grelos), de las cuales 135 se cosecharon en 2010-2011,
160 muestras procedian de la cosecha 2011-2012 y 78 muestras
se cosecharon en 2012-2013. Todo el material vegetal se lavo a
fondo con agua del grifo para eliminar la suciedad y el polvo de
la superficie y se finalizé con un lavado en agua desionizada. A
continuacion se almacenaron a —80°C hasta el momento de su
liofilizacién, que se realizd en un equipo Telstar® modelo
Cryodos-50 (Telstar, Terrasa, Spain). Las muestras liofilizadas
se molieron en un molino IKA-Labortechnik® modelo A10,
durante 20 segundos y se almacenaron en desecador hasta el
momento de ser analizadas por el método de referencia o por el
equipo NIRS.

Andlisis del contenido mineral por métodos de
referencia

Los minerales analizados en las 373 muestras de nabizas y grelos
fueron K, Ca, P, Mg, Na, Fe, Zn, Mn y Cu. La digestion de la
muestra se realizd por via humeda con acido nitrico y éacido
perclorico (Isaac & Johnson, 1990). Los andlisis de Ca, Mg, Fe,
Mn, Zn y Cu se llevaron a cabo por espectrofotometria de
absorcion atomica y los de Na y K se hicieron por emision
atomica. El equipo utilizado fue un espectrofotometro de
absorcion atomica Varian® modelo SpectrAA-50/55, con llama
de aire-acetileno y lamparas de catodo hueco de un solo elemento
y correccién de fondo con lampara de deuterio para el andlisis de
Mn. Para la determinacion de Ca y Mg, se afiadidé cloruro de
lantano a fin de evitar interferencias anionicas. El analisis de P,
como 4cido molibdo-vanado-fosférico, se hizo por colorimetria
(Association of Official Analytical Chemists, 1991) en un
espectrofotometro UV-visible (Beckman® modelo DU640).

Desarrollo de ecuaciones NIRS

Se utilizd un espectrofotometro de infrarrojo cercano modelo
6500 (Foss-NIRSystems®, Inc., Silver Spring, MD, EE.UU.)
para llevar a cabo los registros de los espectros de las muestras
en modo de reflectancia. Se registrd un espectro por cada mues-
tra. Las muestras se colocaron en una capsula redonda de 3 cm
de diametro, compuesta de vidrio de cuarzo y aluminio anodi-
zado para evitar interferencias en la absorcion. De cada muestra
se obtuvieron los espectros de reflectancia en el intervalo de
longitudes de onda de 400 a 2500 nm, a intervalos de 2 nm.
La recogida de los datos espectrales y el analisis quimiométrico
de los mismos se llevd a cabo mediante el programa WinISI II
v1,50 (Infrasoft International, Port Matilda, PA, USA).

La deteccion de anomalos espectrales se realizd mediante un
analisis de componentes principales (PCA) aplicado a todo el
conjunto de la poblacion basado en el calculo de la distancia de
Mahalanobis (H) (Shenk & Westerhaus, 1991, 1996). Este
analisis ademas de ser una herramienta para la seleccion de
muestras del colectivo de calibracion, es una técnica de gran
utilidad en el andlisis para transformar los datos espectrales
originales (valores de absorbancia) en nuevas variables (compo-
nentes principales) ortogonales, eliminando con ello la colinea-
lidad (informaciéon redundante) (Martens & Naes, 1989). Se
utilizo el algoritmo CENTER incluido en el programa WinlISI
II (version 1.50 Infrasoft International, Port Matilda, PA, USA)
para el calculo de las distancias H entre los espectros de las
distintas muestras respecto al espectro medio. De acuerdo con
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Shenk and Westerhaus (1991), las muestras con un valor del
estadistico H superior a 3 unidades se definieron como espectros
atipicos y se eliminaron para el desarrollo de las ecuaciones. Se
encontraron un total de 6 espectros con valores de H compren-
didos entre 3,045 y 21,33 que fueron eliminados del conjunto de
muestras utilizado en el trabajo. El niimero final de muestras
seleccionadas fue de 367 que fueron divididas en dos grupos: el
conjunto de calibraciéon compuesto por 298 muestras y fue usado
para el desarrollo de las diferentes ecuaciones de calibracion, y el
grupo de validacion externa formado por 69 muestras (20% del
total) y fue usado para evaluar la capacidad predictiva de cada
una de las ecuaciones desarrolladas. La seleccion de las muestras
del grupo de validacion externa se realizo a partir del listado de
muestras ordenadas en base a sus valores de H, eligiendo 1 de
cada 5 muestras del listado ordenado (Shenk & Westerhaus,
1991). De esta manera, las muestras de validacion externa selec-
cionadas representan todo el intervalo de variabilidad del con-
junto de la poblacion (Hruschka, 2001). Para el desarrollo de las
ecuaciones de calibracion se aplicoé el método de regresion por
minimos cuadrados parciales modificados (MPLS), del que se ha
mostrado su utilidad para la evaluacion de los minerales, utili-
zando todo el intervalo espectral (400-2500 nm) (Cozzolino &
Moron, 2004; Font, Del Rio-Celestino, & De Haro-Bailon, 2006;
Gonzalez et al., 2007; Martinez et al., 2014; Ward, Nielsen, &
Moller, 2011).

Se aplico el procedimiento de correccion de espectros
SNV+DT que proporciona el programa WinlSI para eliminar
la dispersion debida a los efectos causados por las diferencias
en tamafio de particula o la variacion de longitud de camino
entre la dispersion de las muestras y ajustar la linea base
(Barnes, Dhanoa, & Lister, 1989). Los tratamientos
matematicos seleccionados aplicado a los espectros fueron
(1, 4,4, 1) y (2, 5,5, 2), donde el primer niimero indica el
orden de derivada (primera o segunda derivada del logaritmo
de 1/R), el segundo numero es la amplitud o distancia entre
los segmentos a sustraer, el tercer nimero es la longitud del
segmento a ser suavizado y el cuarto nimero indica un
segundo suavizado (Shenk, Workman, & Westerhaus, 1992).
Los estadisticos que definen las ecuaciones de calibracion
obtenidas son el coeficiente de determinacion (R?) que mues-
tra el porcentaje de la variabilidad existente en las concentra-
ciones de minerales explicado por la ecuacion de regresion, y
el error estandar de la calibracion (SEC) que es el error
estandar de los residuales para el colectivo de calibracion.
Hay que destacar que el error estindar de la calibracion
solamente nos indica el ajuste de los valores de referencia a
la linea de regresion, por lo que no puede considerarse un
estadistico adecuado para evaluar la validez de la ecuacion de
calibracion obtenida (Shenk & Westerhaus, 1996).

Validacion de las ecuaciones

Para evaluar la capacidad predictiva de las ecuaciones de
calibracion se utilizaron dos modelos de validacion que permiten
establecen una comparacion (mediante diferentes criterios
estadisticos) entre el valor verdadero (valor obtenido por
método de referencia) y el valor estimado (valor obtenido por
NIRS). En primer lugar se realizé una validacion cruzada, basada
unicamente en los datos empleados en la etapa de calibracion,
para calcular el nimero 6ptimo de términos de la regresion. El
algoritmo selecciona diferentes colectivos de calibracion y
validacién dentro del total de la poblacion considerada,
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realizando con cada seleccion una simulacién del algoritmo de
regresion (Martens & Naes, 1989; Shenk & Westerhaus, 1991).
Finalmente el programa de calculo selecciond la ecuacion que
hace minimo el error estindar de validacion cruzada (SECV).
Los estadisticos resultantes de la validacion cruzada fueron el
coeficiente de determinacion de la validacion cruzada (1%,.), el
error estandar de la validacion cruzada (SECV), que representa el
error estandar de los residuales para el colectivo de validacion
cruzada, y el estadistico (RPD) (Williams & Sobering, 1996) que
es la relacion entre la desviacion estdndar y el error estandar de
la validacion cruzada (SD/SECV). El RPD,. es un estadistico
que permite la evaluacion del SECV en funcién de la desviacion
estandar de los datos de referencia para la poblacion en estudio
(Williams, 2001).

En segundo lugar se realiz6 una evaluacion de las ecua-
ciones de calibracion seleccionadas con muestras que no inter-
vinieron en la calibracion (colectivo de validacion, n = 69 en
nuestro trabajo), proceso que se denomina validacion externa
(Bagchi, Sharma, & Chattopadhyay, 2016; Font, Del Rio,
Fernandez, & De Haro, 2003; Kim, Lee, Shin, & Shin, 2014;
Lee, Hwang, Lee, & Choung, 2014; Martinez et al., 2014;
Sanchez, Garrido-Varo, Guerrero, & Pérez-Marin, 2013; Shenk
& Westerhaus, 1991). Las estadisticas de la validacion externa
incluyen el coeficiente de determinacion de la validacion ),
el error estandar de prediccion (SEP), el RPD,. (que es la
relacion SD/SEP) y el RER (Williams & Sobering, 1996) que
es la relacion entre el intervalo de los datos de cada mineral y el
error estandar de la prediccion. Los estadisticos RPD y RER
permiten la comparacion del rendimiento del modelo a través de
poblaciones con diferentes desviaciones estandar (Cozzolino &
Moron, 2004).

Las mejores ecuaciones de calibracion para cada mineral se
seleccionaron considerando la combinacion oOptima de los
siguientes estadisticos de la validacion externa: altos valores de
los coeficientes de determinacion (rzve) y altos valores de RPD,,
y de RER. Aquellas ecuaciones cuyo RPD es superior a 3 se
consideran con excelente capacidad de prediccion, las que tienen
RPD entre 2 y 3 permiten realizar predicciones aproximadas, y
aquellas cuyo RPD esta entre 1,5 y 2 s6lo pueden utilizarse con
fines de clasificacion en grupos de alto-medio-bajo contenido.
Igualmente, los valores de RER obtenidos con las distintas
ecuaciones de calibracion con buena capacidad predictiva
deben ser mayores de 10 (Williams & Sobering, 1996;
Williams, 2001).

El error estindar de laboratorio (SEL) para el analisis de
minerales se determind y se compar6 con el SEP para todas las
ecuaciones. Se seleccionaron 10 muestras y se analizaron por
duplicado en diferentes momentos y por diferentes analistas, para
obtener una estimacion del error total del método de referencia.
La relacion SEP/SEL también fue calculada, este estadistico
permite relacionar el error de NIRS con el error en el método
de referencia.

Resultados y discusion
Andlisis de referencia de minerales en Brassica rapa

El contenido en minerales de las muestras de nabizas y grelos
analizadas por el método de referencia (via himeda) se muestra
en la Tabla 1. Estos resultados confirman que Brassica rapa es
una buena fuente de minerales con concentraciones muy altas en
K (valor medio de 34,27 g/kg), Ca (13,38 g/kg) y P (4,93 g/kg) y
concentraciones mas bajas de Na (1,18 g/kg), Mg (1,95 g/kg),
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Tabla 1. Contenido en minerales de las muestras (n = 373) de Brassica
rapa, analizadas segun el método de referencia.

Table 1. Mineral content of Brassica rapa samples (n = 373) analysed by
reference method.

Mineral Intervalo Media SD?

K (gkg) 13,39-142,85 34,27 20,68
Ca (g/kg) 523-31.27 13,38 5,68
P (g/kg) 1,23-20,26 4,93 1,84
Mg (g/kg) 0,75-6,32 1,95 0,87
Na (g/kg) 0,16-5,89 1,18 1,37
Fe (mg/kg) 50-1727 269,19 290,19
Zn (mg/kg) 15,43-111,53 39,20 14,71
Mn (mg/kg) 7,34-219,51 33,15 19,68
Cu (mg/kg) 2,91-11,49 6,84 1,85

Nota: *Desviacion estandar.

Note: *Standard deviation.

Mn (33,15 mg/kg), Fe (269,19 mg/kg), Zn (39,2 mg/kg) y Cu
(6.84 mg/kg). Estos valores superan a los encontrados en otras
hortalizas como el calabacin (de 800 a5100 mg/kg en la pulpa y
de 100 a 5900 mg/kg en la piel) (Martinez et al., 2014). El
intervalo de contenido en K encontrado en las muestras de
nabizas y grelos (de 13,39 al42,85 g/kg) también es alto y
mayor que el encontrado en brocoli para este mineral (de
321,58 a 521,78 mg/100 g muestra fresca) (Dos Santos et al.,
2013).

Calibracion y validacion

Las muestras fueron divididas en el grupo de calibracion (n =298) y
grupo de validacion externa (n = 69). En la Tabla 2 se muestran el
intervalo, la media, la desviacion estandar y el coeficiente de
variacion del contenido en minerales de las muestras pertenecientes
a estos grupos. Los resultados de las ecuaciones de calibracion
obtenidas por regresion MPLS se muestran en la Tabla 3. Para el
desarrollo de las ecuaciones NIRS de los minerales Na, Ca, P, Fe,
Cu, Zn, se obtuvieron los mejores resultados aplicando la segunda
derivada a los datos espectrales (2, 5, 5, 2; SNV + DT). En el caso
de K, Mn y Mg los mejores resultados se obtuvieron tras aplicar la
primera derivada a los datos espectrales (1, 4, 4, 1; SNV + DT).
Todas las ecuaciones obtenidas presentaron unos valores altos en el

coeficiente de determinacion de la calibracion, superiores a 0,9 para
Ca (0,94), Fe (0,93), Na (0,93), K (0,92), Mg (0,9) y Mn (0,9),
siendo inferiores para P (0,88), Zn (0,85) y Cu (0,72) (Tabla 3). Un
coeficiente de determinacion mayor de 0,9 indica que mas del 90%
de la varianza en los datos puede ser explicada por el modelo
desarrollado, el 10% restante es atribuible a otros factores como la
preparacion de la muestra o los analisis de referencia (Williams,
2001). Los R? obtenidos para cada uno de los minerales resultaron
mas altos que los obtenidos en otras verduras como Eruca vesicaria
Na = 0,66, Cu= 0,52, Fe=0,78, Mn = 0,41, K = 0,79, Ca= 0,39,
Mg = 0,44 y Zn = 0,71 (Villatoro, Moreno, et al., 2012).

Las ecuaciones de calibracion finales para cada mineral
fueron seleccionadas en base a maximizar el 1%, y a minimizar
el SECV. Los valores de estos estadisticos obtenidos para las
ecuaciones de calibracion de los diferentes minerales fueron, de
mayor a menor: Ca = 0,92 (SECV = 1,5); K = 0,9 (4,07);
Na = 0,89 (0,19); Fe = 0,89 (57,56); Mg = 0,87 (0,29);
Mn = 0,87 (4,43); P = 0,82 (0,7); Zn = 0,8 (5,69) y Cu = 0,66
(1,08). El intervalo de los valores del coeficiente de variacion
(CV) de la validacion cruzada estd comprendido entre 11,56%
para el Ca y 28,79% para el Na; en la validacién externa el
intervalo del CV para los distintos minerales estd comprendido
entre el 12,57% para el Ca y el 31,34% para el Na. Estos valores
son similares a los obtenidos por otros autores en calabacin, en
donde el intervalo del CV de la validacion cruzada estd com-
prendido entre el 12,22% del Zn y 45,71% del Cu, y en la
validacion externa el intervalo del CV estd comprendido entre
13,73% de Mg al 65,38% del Cu (Martinez et al., 2014). Los
valores de RPD,. de la validaciéon cruzada para cada mineral
varian entre 3,47 para el Ca y 1,73 para el Cu (Tabla 3). En
algunos casos (Ca, Mg), estos valores superan a los descritos en
la bibliografia para los mismos minerales contenidos en otras
matrices vegetales: en alfalfa Ca = 3,10 (Gonzalez et al., 2007);
en hojas de naranja Ca = 1,5 y Mg = 2 (Menesatti et al., 2010);
en Eruca vesicaria Ca = 0,78 y Mg = 1,1 (Villatoro, Moreno,
et al., 2012) y en tomate Ca = 2,73 y Mg = 2,51 (Garcia et al.,
2012); y en otros minerales los valores obtenidos en este trabajo
también superan a otros descritos en cidra: K = 1,2, P =14y
Fe = 1,7 (Liao et al., 2012). Merece la pena destacar el RPD,,
obtenido para la ecuacion de calibracion del Ca (3,47) ya que
esta considerado un micronutriente esencial que, en el norte de
Espafia y Portugal, es aportado a la dieta fundamentalmente a
través del consumo de plantas de Brassica como las nabizas y

Tabla 2. Contenido en minerales del grupo de calibracion y del grupo de validacion externa de las muestras (n = 373) de Brassica rapa, analizadas segun

el método de referencia.

Table 2. Mineral content of calibration and validation sets of Brassica rapa samples (n = 373) analyzed by the reference method.

grupo calibracion (n = 298)

grupo validacion (n = 69)

Componente Intervalo Media SD* Intervalo Media SD?

K (g/kg) 13,39-95,97 30,79 12,83 14,96-83,2 31,08 12,23
Ca (g/kg) 5,24-27,08 12,98 5,21 5,69-30,14 13,21 5,42
P (g/kg) 1,29-9,94 4,87 1,65 1,74-9,59 4,80 1,60
Mg (g/kg) 0,75-3,98 1,89 0,81 0,78-4,05 1,93 0,82
Na (g/kg) 0,16-2,8 0,66 0,59 0,17-2,64 0,67 0,57
Fe (mg/kg) 50-980 206,47 177,53 55-917 217,56 193,01
Zn (mg/kg) 15,44-78,58 37,85 12,91 16,57-71,57 36,84 11,59
Mn (mg/kg) 7,34-64,75 29,54 12,33 9-67,27 29,88 13,01
Cu (mg/kg) 2,91-12,48 6,85 1,86 3,32-11,18 6,79 1,81

Nota: *Desviacion estandar.

Note: *Standard deviation.
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Estadisticos de calibracion y de validacion cruzada para contenido en minerales en muestras de Brassica rapa utilizando SNVD+DT y primera o

Table 3. Calibration and cross-validation statistics for mineral content in samples of Brassica rapa using SNVD+DT and first or second derivatives.

Calibracion (n = 298)

Validacion cruzada

Componente ™? Muestras Intervalo Media SD® SEL° SEC? R?® SECVF RPD,® cvh 2o
K (g/kg) 1,4,4,1 279 13,39-95,97 30,79 12,83 2,97 3,51 0,92 4,07 3,15 13,22 0,90
Ca (g/kg) 2,552 270 5,24-27,08 12,98 5,21 1,12 1,23 0,94 1,50 3,47 11,56 0,92
P (g/kg) 2,5,5,2 276 1,29-9,94 4,87 1,65 0,24 0,57 0,88 0,70 2,35 14,37 0,82
Mg (g/kg) 1,4,4,1 277 0,75-3,98 1,89 0,81 0,14 0,25 0,90 0,29 2,84 15,34 0,87
Na (g/kg) 2,552 260 0,16-2,8 0,66 0,59 0,04 0,16 0,93 0,19 3,02 28,79 0,89
Fe (mg/kg) 2,5,5,2 264 50-980 206,47 177,53 22,30 45,95 0,93 57,56 3,08 27,88 0,89
Zn (mg/kg) 2,552 274 15,44-78,58 37,85 12,91 4,23 5,03 0,85 5,69 2,27 15,03 0,80
Mn (mg/kg) 1,44,1 277 7,34-64,75 29,54 12,33 2,42 3,80 0,90 4,43 2,78 15,00 0,87
Cu (mg/kg) 2,552 279 2,91-12,48 6,85 1,86 0,63 0,98 0,72 1,08 1,73 15,77 0,66
Notas:

“Tratamiento matematico de los espectros.
®Desviacion estandar.

Error estandar de laboratorio.

9Error estindar de la calibracion.

®Coeficiente de determinacion de la calibracion.
"Error estandar de la validacion cruzada.

€Relacion entre la desviacion estandar y el error estandar de la validacion cruzada.

hCoeficiente de variacion (%): relacién entre el SECV y el valor medio.
'Coeficiente de determinacion de la validacion cruzada.

Notes:

“Mathematical treatment of spectra.

®Standard deviation.

Standard error of laboratory.

dStandard error of calibration.

°Coefficient of determination of the calibration.
fStandard error of cross validation.

2Ratio Performance Deviation: Ratio of the standard deviation to standard error of cross validation.

'fCoefﬁcient of variation (%): Ratio of SECV to mean.
'Coefficient of determination in the cross validation.

los grelos. Los valores de RPD,,. superiores a 3 que se obtu-
vieron para Ca, K, Na y Fe son indicativos de que las ecuaciones
de calibracion pueden utilizarse con fines de diagndstico e
investigacion. Las ecuaciones para el resto de los minerales,
con una RPD,,. inferior a 3, solamente permiten realizar una
prediccion aproximada del contenido en dichos minerales
(Williams & Sobering, 1996). En la Figura 1 se representan los
valores de laboratorio frente a los de prediccion de NIRS para los
minerales objeto de nuestro estudio en el grupo de muestras de la
validacion cruzada.

Una vez seleccionadas las ecuaciones de calibracion para cada
mineral, se procedi6 a su evaluacion mediante el empleo de las
mismas para la prediccion del colectivo de validacion, que
contenia espectros de 69 muestras de nabizas y grelos, no inclui-
das en la calibracion. En la Tabla 4, presentamos los estadisticos
de la validacion externa obtenidos para las ecuaciones de cada uno
de los minerales estudiados. En general se obtuvieron elevados
valores para los coeficientes de determinacion de la prediccion
(rzve) de las ecuaciones de la mayoria de los minerales: Ca (0,91),
Fe (0,9), Na (0,87), K (0,86), Mg (0,85), Mn (0,81) y Zn (0,8),
siendo los mas bajos los del P (0,73) y del Cu (0,62). Los valores
de RPD,. mas altos se obtuvieron para Fe (3,11), Ca (3,10), Na
(2,71) y K (2,68), confirmando los resultados de RPD,,. obtenidos
en la validacion cruzada, asi como su utilidad para predecir el
contenido de estos minerales en muestras independientes a las
utilizadas en la calibracion. Comparados con la bibliografia
(Martinez et al., 2014; Plans, Simo, Casafas, & Sabaté, 2012)
los valores de RPD, obtenidos en nuestro trabajo para los miner-
ales K (2,68), Mg (2,50), Na (2,71), Fe (3,11), Mn (2,18), P (1,83),
Ca (3,10), Zn (1,76) y Cu (1,35) son los mas altos descritos hasta

ahora, del mismo orden respecto al Ca, e inferiores a los valores
descritos en otras matrices vegetales respecto al Zn y Cu.

Se obtuvieron valores de RER superiores a 10 en los
siguientes minerales: Ca (RER = 14,73), Fe (14,25), K (13,93),
Na (RER = 11,76), Mg (RER = 10,22) y Mn (10,19), lo que es
una prueba adicional de la elevada capacidad predictiva de los
modelos de calibracion desarrollados para estos minerales
(Williams & Sobering, 1996; Williams, 2001).

Para evaluar la capacidad de precision de las ecuaciones en
relacion al error del método de referencia se calculo el SEL para
cada mineral y se relacion6 con el SEP (SEP/SEL). En base a los
valores de la relacion SEP/SEL se puede decir que la precision de
las ecuaciones para los distintos minerales se puede clasificar como
de excelente exactitud para K (SEP/SEL = 1,65), Ca (SEP/
SEL = 1,48), Zn (SEP/SEL = 1,38) y Cu (SEP/SEL = 1,79); de
buena exactitud para P (SEP/SEL = 3,58), Mg (SEP/SEL = 2,29),
Fe (SEP/SEL =2,71) y Mn (SEP/SEL = 2,36); y de baja exactitud
para Na (SEP/SEL = 5,25) (Font et al., 2003). Los resultados
obtenidos tanto en la validacion cruzada como en la validacion
externa confirman la fiabilidad y capacidad de las ecuaciones de
calibracion desarrolladas para predecir de forma exacta y precisa el
contenido en Ca y Fe en muestras de nabizas y grelos a partir de
sus espectros de reflectancia en el infrarrojo cercano. Estas ecua-
ciones permiten utilizar la técnica NIRS para el analisis del con-
tenido en Ca y Fe con fines de investigacion, de control de calidad
y cribado en Brassica rapa, lo que tiene especial importancia si se
considera que los cultivos de esta especie son basicos en la dieta de
las poblaciones del norte de Espafia y Portugal, asi como la
importancia de estos minerales en la nutricion humana. Cabe
sefialar que las nabizas y los grelos tienen una alta concentracion
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Tabla 4. Estadisticos de la validacion externa (n = 69) aplicados a las ecuaciones de calibracion del contenido mineral de Brassica rapa.

Table 4. Statistics of external validation (n = 69) applied to the calibration equations of mineral content in Brassica rapa.

Componente Intervalo Media SD? SEP® 2 RPD, ¢ RER® cvf
K (g/kg) 14,96-83,2 31,08 12,23 4,90 0,86 2,68 13,93 15,77
Ca (g/kg) 5,69-30,14 13,21 5,42 1,66 0,91 3,10 14,73 12,57
P (g/kg) 1,74-9,59 4,80 1,60 0,86 0,73 1,83 9,13 17,92
Mg (g/kg) 0,78-4,05 1,93 0,82 0,32 0,85 2,50 10,22 16,58
Na (g/kg) 0,17-2,64 0,67 0,57 0,21 0,87 2,71 11,76 31,34
Fe (mg/kg) 55-917 217,56 193,01 60,48 0,90 3,11 14,25 27,80
Zn (mg/kg) 16,57-71,57 36,84 11,59 5,83 0,80 1,76 9,43 15,83
Mn (mg/kg) 9-67,27 29,88 13,01 5,72 0,81 2,18 10,19 19,14
Cu (mg/kg) 3,32-11,18 6,79 1,81 1,13 0,62 1,35 6,96 16,64
Notas:

“Desviacion estandar de los datos de referencia del colectivo de validacion externa.
®Error estandar de la prediccion.

“Coeficiente de determinacién de la validacion externa.

9Relacion entre la desviacion estandar y el error estandar de la prediccion.
°Relacion entre el intervalo de datos y el error estandar de la prediccion.
fCoeficiente de variacion (%): Relacion entre el SEP y valor medio.

Notes:

Standard deviation of the reference data of external validation.
®Standard error of prediction.

“Coefficient of determination in the external validation.

9Ratio Performance Deviation: Ratio of the standard deviation to standard error of prediction.

“Ratio of the range to standard error of prediction.
fCoefficient of variation (%): Ratio of SEP to mean.

en calcio que es altamente biodisponible debido a estar asociado
con bajos niveles de los 4cidos oxalico y fitico (Lucarini, Canali,
Cappelloni, Di Lullo, & Lombardi-Boccia, 1999).

En el caso de K, Na y Mg se obtuvieron valores de RPD,,
iguales o superiores a 2,5 y valores de RER superiores a 10, lo
que las define como calibraciones aceptables para la prediccion
de estos minerales. El modelo desarrollado para el Mn obtuvo un
valor de RPD, de 2,18 y de RER superior a 10, indicando que la
ecuacion de calibracion solamente es utilizable para realizar
predicciones cuantitativas aproximadas del contenido mineral.
Los estadisticos obtenidos en la validacion externa de las ecua-
ciones de P y Zn nos indican que solamente pueden ser utilizadas
para asignar las muestras analizadas a grupos de alto, medio y
bajo contenido para estos minerales. Finalmente, la ecuacion
obtenida para Cu no permite predecir de forma fiable el con-
tenido de este mineral a partir de sus espectros NIRS, como ya
habia sido puesto en evidencia para este mismo mineral en
trabajos previos de Cozzolino y Moron (2004) y de Martinez
et al. (2014). Por lo tanto, seria necesario aumentar el colectivo
de muestras de calibracién con nuevas muestras que aumenten el
intervalo de variabilidad respecto al contenido en este mineral,
con vistas a seguir estudiando el potencial de la técnica NIRS
para predecir este mineral.

Conclusiones

Se han desarrollado por primera vez ecuaciones de calibraciéon que
permiten la utilizacion de la espectroscopia de reflectancia en el
infrarrojo cercano (NIRS) para el andlisis rapido, simultaneo y
preciso del contenido en Ca, Fe, K, Na y Mg en muestras de
nabizas y grelos, al mismo tiempo que se puede obtener también
una estimacion aproximada del contenido en Mn, P y Zn.

Estos resultados demuestran la utilidad de la técnica
NIRS como una herramienta fundamental tanto en los pro-
gramas de mejora genética de la calidad de Brassica rapa L.
var. rapa, (facilitando y abaratando las tareas de cribado,

caracterizacion y seleccion de genotipos), como en los tra-
bajos de control de la calidad nutritiva de los productos
obtenidos.
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Abstract

This work presents the study of a fast, non-destructive method for the analysis of the
total (tGSL) and individual contents of glucosinolates in freeze-dried samples of turnip
greens and turnip tops (Brassica rapa subsp. rapa) using Near Infrared Reflectance
spectroscopy (NIRS). The NIR spectra of the samples (n=351) were recorded and
spectral pretreatments (SNV+DT) used. The modified partial least square method and
the principal components analysis developing calibration equations were applied. The
resulting models were satisfactory, with calibration coefficient values from 0.72 (GBN)
to 0.98 (tGSL). The prediction capacity of the calibration equations obtained was
assessed by means of a batch of independent samples (n=70) from the calibration group.
The determination coefficients (r?) and prediction errors (SEP) obtained in the external
validation for the different glucosinolates were: GNA=0.94 (SEP=3.49); PRO=0.41
(SEP=1.08); GBN=0.55 (SEP=0.60); tGSL=0.96 (SEP=3.28). The calibration equations
obtained were accurate enough for a fast, non destructive and reliable analysis of the
content in GNA and tGSL directly from NIR spectra. The equations for PRO and GBN

can be employed to identify samples with high, medium and low contents.

Key words: NIRS, glucosinolates, turnip greens, turnip tops, Brassica rapa.
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Introduction

Green vegetables have become indispensable components in a balanced diet. Plants
belonging to different species of Brassica are consumed world-wide, their chief
consumers being China, India, Russia, Korea and Japan'. The importance of these
greens lies in their high content of general antioxidant components (vitamin C,
carotenoids and phenolic compounds) and other specific compounds of the
Brassicaceae family (glucosinolates), which promote good health?. Brassica rapa was
the first Brassica species domesticated by humans thousands of years ago, appearing
already in sanskrit literature under the name Siddharta, which proves the antiquity of the
crop®. Numerous subspecies of B. rapa originated in two independent centers, one in
Europe for the oleaginous types and another in Asia, which triggered the horticultural

forms*.

In northern Spain and Portugal, horticultural crops of Brassica rapa have a great
tradition, distribution and consumption, both fresh and conserved®. From the same plant
are harvested turnips, which are the thickened root (hypocotyl), turnip greens which are
the vegetative leaves, and turnip tops which are the stems together with the floral leaves

prior to the plant's flowering®.

Currently, the consumption of foods of a vegetable origin, rich in phytochemicals, is
one of the vital factors for our well-being and the promotion of good health by
preventing various complaints like cancer, inflammations, cardiovascular and
neurodegenerative diseases (Ahlzeimer's, Parkinson's, cataracts) and depression’. In
particular, potential protection against degenerative diseases by glucosinolates and their
enzymatic degradation products has been studied for nearly 30 years and has been

exhaustively reviewed®*2. Considering that the chemoprotective effects of Brassica
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genes have been directly related to their content in glucosinolates, the determination of
the glucosinolate profiles in a Brassica vegetable continue to be a necessary step in the

study of their chemoprotective, antimutagenic and anticancerigenous activity.

Glucosinolates are -thioglucoside-N-hydroxysulfates (cis-N-hydroximinosulfate esters)
and sulphur rich. They are anionic secondary metabolites found almost exclusively in
Brassica plants’®. At present, over 120 structures of individual glucosinolates are
known, mainly differing in their lateral chains, and they are classified as being aliphatic,
aromatic and indolic, based on the amino acids from which they are derived™.
Methionine and cysteine are natural donors and L-trytophan gives rise to indolic
glucosinolates™. Glucosinolates are hydrolized by an endogenous thioglucoside called
myronsinase in order to produce a wide range of degradation products (isothiocyanates,
nitriles, epithionitriles, oxazolidine-2-thione, and thiocyanates) with diverse biological
activities®®. Among its degradation products, isothiocyanates are extremely powerful
and have shown a notable capacity for acting in the carcinogenesis process because they
affect the three stages: the initiation of the tumor, promotion and progression stages and
also in the suppression of the final steps of carcinogenesis, i.e. angiogenesis and

metastasis2.

A reference analysis of glucosinolates is a complex task and involves a high cost and
specialized workers. It consists of a double extraction and a desulfatation carried out by
physical and chemical methods and, as a final step, the glucosinolate extract is analyzed
by high performance liquid chromatography (HPLC)*. Among innovatory methods,
near infrared spectroscopy (NIRS) is a fast, accurate, easy-to-operate, non destructive

and non contaminant technique'®*®

. It is employed to predict different groups of
compounds in Brassica sp.: fatty acids, glucosinolates, and fiber?>**. NIR spectroscopy

is considered to be the most advanced technique out of those non destructive methods

4
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used in quality evaluation with respect to its instrumentation, application, accessories

and the chemometric software available.

Likewise, most research on glucosinolate content in greens of Brassica genus crops

have been centered on Brassica oleracea®?’

, and there is relatively little information on
glucosinolate patterns in the different crops and different parts of Brassica rapa subsp.
rapa. plants. Consequently, with the increasing interest in this species and its effects on
human health, information is required on the profiles and levels of its glucosinolates, as

well as modern analytical methods to identify and assess rapidly and reliably their

content in the eatable parts of turnip greens and turnip tops.

The main objective of this work was to study the possibilities of NIRS for a rapid and
accurate analysis of the total and individual content of glucosinolates in turnip greens

and turnip top samples.

Material and Methods

Plant material

In this work, a set of 351 samples of Brassica rapa L. ssp. rapa from 25 different
accessions were used. These accessions came from the Germplasm Bank of Brassica at
the Biology Mission of Galicia (CSIC, Spain). This material was sown during the
seasons 2010-2011, 2011-2012 and 2012-2013 in Coérdoba, in a typical Xerofluvents
soil (37951 'N, 4°48'W, Spain), in a random block design with 3 replications and under
semiarid climate conditions in Andalusia.

The turnip greens and turnip tops were harvested three and four months after their
transplantation in the field at the optimal consumption time. Both the turnip greens (4 to
5 leaves per plant) and the turnip tops (3 to 4 flower stems per plant) were thoroughly

washed with tap water to remove dirt and dust and, finally, they were rinsed with

5
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deionized water. Next, they were stored at -80°C until their lyophilization, which was
done in Telstar® model Cryodos-50 equipment (Telstar, Terrasa, Spain). The freeze-
dried samples were ground in a model A10 IKA-Labortechnik® mill for 20 seconds and
stored in a desiccator up to their analysis by the reference method, or scanned by the
NIRS instrument. The samples totaled 351 (207 turnip greens and 144 turnip tops), 122
of which were harvested in 2010-2011, 154 samples came from the harvest of 2011-
2012 and 75 from that of 2012-2013.

Glucosinolate reference analysis method

The glucosinolates were analyzed by High Performance Liquid Chromatography
(HPLC) in accordance with protocol 1SO 9167-1'". They were extracted in two stages.
First, 100 mg of lyophilized material was weighed and extraction was done in a bath of
water at 75°C to deactivate the enzyme myrosinase. The sample was heated for 15 min.
in a solution of 2.5 ml aqueous methanol (70%) with the addition of 100 ul of 10 mM
glucotropaoelin as an internal pattern. The second extraction stage was performed after
a centrifugation process by a new addition of the solution of 2.5 ml of 70% aqueous
methanol. One millimeter of an extract of glucosinolates was passed through an ion
exchange column containing 1 ml of Sephadex (DEAE-A25, Sigma). Desulfatation was
done by the addition of 75 pl of a solution of purified sulfatase (de Helix pomatia,
Sigma). The desulfatated glucosinolates were eluted with 2.5 ml of Milli-Q (Millipore)
ultra pure water, and then analyzed in a Waters HPLC model 600 apparatus, equipped
with a model 486 detector of ultraviolet-visible absorbance at a wavelength of 229 nm
(Waters). The glucosinolates were separated using a Lichrospher 100 RP-18 column
with LiChroCART 125-4 of 5 micron particle size (Merck). The HPLC solvents and
gradient were established in accordance with protocol I1SO. The amount of each

individual glucosinolate present in the sample was calculated through the internal
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pattern and expressed as micromoles per gram of dry weight of material. The HPLC
chromatogram was compared with the profile of desulfo-glucosinolates of certified
reference materials according to that recommended by the EU and ISO (CRMs 366, 190
and 367)%. The total content of glucosinolates was calculated as the sum of all the
individual glucosinolates present in the sample. The results of the data were analyzed
using the Waters Millenium 32 work computer program.

Development of NIRS equations

The spectra of the samples were recorded with a model 6500 (Foss-NIRSystems®, Inc.,
Silver Spring, MD, EE.UU.) near infrared spectrophotometer in the reflectance mode.
For each sample, one spectrum was obtained. The samples were placed in a capsule 3
cm in diameter made of quartz glass and anodized aluminium to prevent interferences in
their absorption. The reflectance spectra of each sample were scanned in the wavelength
range of 400 to 2500 nm, at 2 nm intervals. Spectral data and their chemometric
analysis were collected with the computer program WinISI Il v1.50 (Infrasoft
International, Port Matilda, PA, EE.UU.).

The atypical spectral values were detected by a Principal Component Analysis (PCA),
which was applied to the whole population based on the calculation of the Mahalanobis
distance (H)*%. In addition to being a tool for the selection of samples from the
calibration set, it is also very useful in the analysis for the conversion of the original
spectra data (absorbance values) into new orthogonal variables (principal components),
thus eliminating collinearity (redundant information)®:. The distances between the
spectra of the different samples with respect to the mean of the spectrum were
calculated. The algorithm CENTER included in the program WinlISI Il (version 1.50
Infrasoft International, Port Matilda, PA, EE.UU.) was employed to calculate the H

distances between the spectra of the different samples with respect to the mean of the



157

158

159

160

161

162

163

164

165

166

167

168

169

170

171

172

173

174

175

176

177

178

179

180

181

spectrum. In agreement with the work of Shenk and Westerhaus®®, the samples with an
H value of over 3 units were defined as being atypical spectra and they were removed
for the development of the equations. A total of 4 spectra were eliminated from the set
of samples used in the work. The final number of samples selected was 347, the
calibration set was composed of 277 samples and it was employed to constitute the
different calibration equations; the external validation set was formed by 20% of the
total samples (n=70) and was used to assess the prediction capacity of each of the
equations developed. The external validation samples were selected by means of their
ranking in terms of their H values, selecting 1 sample from each 5 on the list®. Thus,
the samples selected represented all the variability in the whole of the population®. In
order to set up the calibration equations, regression by the minimum partial least
squares method (MPLS) was applied. This method's usefulness has been demonstrated
in other works for the evaluation of glucosinolate content, employing the whole
spectrum range (400 - 2500 nm)3?4%,

The spectrum correction procedure SNV + DT was used. The latter was provided by the
WinISI program for the elimination of dispersion due to the effects caused by the
differences in particle size or variations in length halfway between the dispersion of the
samples and fitting the baseline®. The treatment selected for a parameter in a data set is
not always the best option for the same parameter in any other set of samples®; this
confirms the importance of optimizing the treatment for each parameter and data set. In
this regard, the mathematical treatments selected and applied to the spectra in our work
were (1, 4, 4, 1) and (2, 5, 5, 2), in which: the first number indicates the order of the
derivative (first and second derivative of the logarithm of 1 / R); the second number is

the breadth or distance between the segments to be subtracted, the third number is the

length of the segment to be smoothed, and the fourth number indicates a second
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smoothing®®. The statistics defining the calibration equations obtained are the
coefficient of determination (R?), which shows the variability percentage existing in the
glucosinolates concentrations and which is explained by the regression equation, and
the standard error of calibration (SEC) which is the standard error of the residuals for
the calibration set. It should be noted that the standard calibration error only indicates
the fitting of the reference values to the regression line, so that it cannot be considered
to be an adequate statistic for assessing the validity of the calibration equation
obtained®.

The spectrum of the gluconapin standard pattern (3-butenylglucosinolate, Phytoplan
Diehm and Neuberger GmbH, Germany) was also recorded in the reflectance mode in
the wavelength range of 400 to 2500 nm, at 2 nm intervals.

Equation validation

To evaluate the prediction capacity of the calibration equations two validation models
were used, thus permitting a comparison (through different statistics criteria) between
the true value (obtained by the reference method) and the estimated value (obtained by
NIRS).

Cross validation

First, a cross validation was made based only on data employed in the calibration stage,
with the aim of calculating the optimal number of loading in the regression. The
algorithm selects different calibration and validation sets within the population
considered, making with each selection a simulation of the regression algorithm?®%.
Finally, the calculation program selected the equation which made the smallest standard
error of cross validation (SECV). The resulting cross validation statistics were: the

coefficient of determination of the cross validation (r’.); the standard error of the cross

validation (SECV), which represents the standard error of the residuals for the cross
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validation set; and the RPD (Formula 1) statistic, which is the ratio between the
standard deviation and the standard error of cross validation (SD/SECV). RPD,. is a
statistic which permits the evaluation of the SECV in terms of the standard deviation of

the reference data for the population studied®.

RPD = SD{[(TZy (v, — 5D (n— k— )71} @

4

where y; = laboratory reference value for the sample; = mean NIR value; n = number of
samples, k = number of wavelengths used in an equation; SD = standard deviation of

chemical data.

External validation

Second, the calibration equations selected were evaluated with samples which did not
participate in the calibration (validation set, n = 70, in our work). The external
validation statistics include the coefficient of determination of external validation (),
the standard error of prediction (SEP), the RPD (which is the ratio SD/SEP), and the
RER statistic (Formula 2), which is the ratio between the range of glucosinolate values

in the validation set and the standard error of prediction.

RER = range{[(Z,(y; — 7)) (n—k — 1)1} )

where y; = laboratory reference value for the sample; = mean NIR value; n = number of
samples, k = number of wavelengths used in an equation; SD = standard deviation of

the chemical data.

RPD and RER statistics allow a comparison of the model's performance through
populations with different standard deviations®’. The best calibration equations for the
analysis of glucosinolates were selected taking into account the optimal combination of

the following external validation statistics: high determination coefficient values ()

10
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and high RPD,. and RER values. Those equations in which RPD is over 3 are
considered to have an excellent prediction capacity, those with RPD of between 2 and 3
permit approximate predictions to be made, and those whose RPD was between 1.5 and
2 could only be used as equations classifying groups with a medium-high-low content.
Similarly, the RER values obtained with the different calibration equations with a good

prediction capacity should be over 10 3

Other statistics were the bias, or mean of the difference between the reference data and
the NIR reflectance data, which is a measurement of the global accuracy of the
calibration, and the slope, which indicates the degree at which the predicted NIR
reflectance values change in relation to the reference values. A slope of 1 is excellent

since it shows that the rate of change in the data set is identical®.

The standard laboratory error (SEL) was determined for the analysis of the
glucosinolates and it was compared with the SEP for all the equations. To obtain the
total error of the reference method (SEL), 10 samples of turnip greens and turnip tops
were selected and analyzed in duplicate at different times and by different analysts. The

statistic ratio SEP/SEL related the NIR error to the reference method error.
Results
Reference analysis of the glucosinolates in the samples.

The glucosinolate concentrations: gluconapin (GNA), glucobrassicanapin (GBN),
progoitrin (PRO) and total glucosinolates (t-GSL) were determined in 351 samples of
Brassica rapa obtained in consecutive years. The result, expressed in micromoles of
glucosinolates per gram of dry weight are presented in Table 1, which shows the
descriptive statistics, the mean, the range, standard deviation (SD) and the coefficient of

variation (CV) for the glucosinolates measured.
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The glucosinolates were identified by a comparison of the retention times with those of
certified standards. Gluconapin showed a wide range (0.42-72), whereas progoitrin and
glucobrasicanapin showed narrow ranges. A high CV was observed for individual and
total glucosinolates (> 50%), possibly due to the differences between the accessions of

Brassica rapa.

Figure 1 shows the distribution of frequencies of the individual content and total

glucosinolates in the samples (n = 351) used in this work.
NIRS calibration and cross validation of glucosinolates.

A PCA was made to detect and eliminate any possible samples whose spectra differed
from the whole?®. Figure 2 (a) shows the raw spectra (log 1/R) of the Iyophilized
samples of Brassica rapa used in the calibration set. Figure 2 (b) shows the second
derivative of the spectra (2, 5, 5, 2; SNV-DT) in the range of 400 to 2500 nm, which
was obtained with the aim of identifying and relating the different absorption bands of
the spectrum to specific groups influencing the MPLS. The peaks and troughs in Figure
2(b) indicate the maximum curvature in the raw spectrum (Figure 2a). The spectrum
showed a conspicuous band in the visible region at 674 nm, corresponding to the
electronic transitions in the red one, which has been associated with chlorophyll
absorption®®. Figure 2 (c) shows the second derivative of the mean spectrum of the
gluconapin pattern. This is a good way to identify some of the absorbers related directly
to gluconapin, which is present in 99% of the Brassica rapa samples and which are
mainly used in the modeling of the equations. This is of special interest in cases in
which the low concentration in the samples of the analyte(s) studied does not explain by

itself the high concentrations found*. Figure 2 (b) and Figure 2 (c) present considerable
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spectral similarities over a 1400 to 2316 nm wavelength range. This range could be

expected to be useful for quantitative gluconapin studies.

Table 2 shows the descriptive statistics, including range, mean and standard deviation
(SD), for the glucosinolates measured in the calibration and validation sets established.
The range of the sample validation set was included within the range of the sample
calibration set; this is a requirement for the generation of a calibration model for a

reliable prediction capacity*'.

The calibration and cross validation statistics for the equations developed using SNV +
DT and the first or second treatment derived are displayed in Table 3. The treatments
(1,4,4,1; SNV + DT) and (2,5,5,2; SNV + DT) were applied to the entire spectrum of
the calibration set samples. The smallest standard error in the calibration (SEC) and the
highest coefficient of determination in the calibration (R?) were obtained with the
transformation into the second derivative (2,5,5,2) of the raw optical data for all the
equations constituted. The results in the different statistics, using the first derivative of
the spectra, were more deficient and presented lower R? and SEC values than those

obtained for the second derivative.

The calibration equations were estimated by an internal cross validation with the
calibration set. They showed values of r?. in the cross variation which varied from 0.60
for glucobrassicanapin to 0.96 in gluconapin, which also gave lower (1.57) and higher

(5.11) of RPD,, respectively (Table 3).

In addition, Figure 3 presents the prediction scatter plots for the glucosinolate
concentrations in Brassica rapa in the cross validation of the calibration equations

constituted. These results probably reflect the different individual components

13



298

299

300

301

302

303

304

305

306

307

308

309

310

311

312

313

314

315

316

317

318

319

320

321

contributing most in the NIRS calibration models. Higher R?, values are considered to

be better and more accurate for calibrations.
Modified Least Minimum Squares loadings

The scatter plots of the first three loadings of the equation in the second derivative
(2,5,5,2) of the gluconapin obtained by MPLS (Figure 4) illustrate the coefficients of
regression of each wavelength and indicate which of them principally determines the
calibration equation. In the second derivative, peaks pointing downward reflect the
positive influence of groups and bonds in the development of the equations, whereas the
peaks pointing upward indicate negative correlations. The identification of specific
chemical compounds and groups for different wavelengths by the program revealed an
association of the MPLS loading for gluconapin with several functional groups. The
spectral regions around 1442, 1700, 2052, 2168 and 2300 nm show important
contributions to the MPLS model. These could be related to the groups CH-CH, (1442
nm); to groups CH3 and groups SH (1700 nm); to protein groups N-H (2052 nm); bonds
CH-CH (2168 nm) and to second overtones of groups CH also related proteins (2300
nm). Other minor contributions in the development of this factor were the wavelengths
related to groups OH relative to water and peaks related to second overtones of groups

C =0 (1920 nm).
External validations of calibration equations

The calibration equations were evaluated by external validation using data of the
validation set, composed of independent external data (Table 2). The validation

statistics for the glucosinolates measured in Brassica rapa are shown in Tabla 4.

For these mathematical models, r in the first derivative gave lower values than those

obtained for the second one with all the equations. The best predictions were obtained
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for gluconapin (SEP: 3.49; RPD..: 4.26) and total glucosinolates (SEP: 3.28; RPDy:
4.93), whereas for the other glucosinolates, progoitrin and glucobrassicanapin, a worse
combination of the statistics was obtained, with lower r?,, RPD,. and RER. Small
differences were found in the biases and the slopes of the equations of the first and

second derivative, values close to 0.00 and 1.00, respectively.
Discussion

The individual and total quantification of glucosinolates in samples of eatable green
parts of Brassica rapa exhibited a wide range due to the harvesting of samples
throughout three seasons in different phenological states (greens and tops), which
contributed to increasing their overall chemical variability. The glucosinolates found the
eatable freeze-dried parts of Brassica rapa analyzed in an HPLC were mainly GNA,
PRO and GBN. The predominant glucosinolate in all the samples was GNA, and these
results are in agreement with those found in the literature, in which a high concentration
of this component in this species of Brassica was cited****. The low concentrations
found in PRO and GBN in the samples analyzed had already demonstrated that the
correlation with the spectral information could not be very high. The first and second
derivatives were applied for the constitution of the equations, and the statistics for the
selection of the most robust and efficient equations for predicting the glucosinolate
content were evaluated. The robustness of the method was verified by the application of
an external validation of 70 samples outside the calibration set. The calibration
equations performance was assessed using 2. and RPDye and the statistic RER, which
was calculated to confirm the accuracy of the calibration. Following the considerations
reported by Williams™ on the estimation of the accuracy of a calibration equation from
an external validation, the r, obtained for t-GSL (0,96) and also for GNA (0.94) were

indicative of equations with excellent quantitative information, and the RPD values
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(4.93 and 4.26, respectively) were over 3, which meant that the calibrations developed
by MPLS could be used for the screening and be excellent models for the prediction of
these glucosinolates in material of Brassica rapa™. However, PRO and GBN gave r’
values of (0.41 and 0.55, respectively), which makes them useful for a good

classification of samples into groups with high and low contents.

Some previous studies have been made on NIRS glucosinolate calibrations in other
Brassica species due to the commercial interest triggered in this species. Those authors
demonstrated the validity of this technique in this type of approach, providing high
values in the validation statistics. In Brassica napus leaves, r’: values of 0.73 for
GNA, 0.78 for PRO, 0.81 for GBN and 0.88 for tGSL in cross validations have been
reported”’, and other authors have attributed r?: values of 0.74 for tGSL*. In intact B.
napus seeds, the e value cited was tGSL (0.83) for the external validation®’. Brassica
olearacea leaves provided the following r’: values: GNA (0.70) and tGSL (0.83) in the
cross validation® and r? values in tGSL (0.73) in the external validation®. In a freeze-
dried Brassica albograbra plant, the r’. values published were: PRO (0.69), GNA
(0.87) and tGSL (0.92), r’e: values in PRO (0.34), GNA (0.82) and tGSL (0.91)*. In
intact Brassica juncea seeds, the r’, value published in GNA was of 0.95 and that in
tGSL 0.82 *?!, In intact Brassica carinata seeds, the rz\,e values reported were: in tGSL

of 0.93 % and 0.88 %.

In this work, for the first time, calibration equations have been constituted for the
analysis of glucosinolates in eatable green parts of Brassica rapa. The highest r’,c and
r’ve Values presented were those for GNA (0.96 and 0.94, respectively), and in tGSL
(0.97 and 0.96, respectively) they were similar to those published by other authors up to

now.
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NIR calibration for GNA in Brassica rapa has been successful thanks to, as well as the
study of the wavelengths observed in the second derivative of the spectra in the 400 to
2500 nm range of gluconapin (Figure 2c), the study of the principal wavelengths used in
the first three loadings of the calibration equation for GNA (Figure 4). Based on the
similarities, it would seem that the absorbent groups of the GNA molecule directly
participate in the equation. However, the spectra contain all the information on the
sample, including its chemical composition and the interactions between the
constituents which are responsible for the sample possessing its unique physical and
functionality properties *°. Thus, other components (protein, starch, etc.) are also present
in freeze-dried Brassica rapa which makes it difficult to come to a conclusion about the
level of participation of the former in GNA calibration. The principal absorption bands
in the spectra (Figure 2b y 2c), which are related to plant pigment absorptions, were
seen at 674 nm in the visible region. The NIRS regions showed absorptions at
wavelengths 1436 and 1730 nm related to groups CH and C-Hp; at 1920 nm which was
attributed to vibrations of OH groups of water; at 2052 it was related to N-H of amide
groups; and at 2310 and 2348 nm to stretchings of CH groups and combination bands of
methylene groups “®. Some of these wavelengths were highly participative in the
modeling of the first three loadings of the GNA equation in Brassica rapa (Figure 4),
and they were similar to those cited in the literature in works on other species of

46,47,20,21

Brassicas , although with differences in some specific absorptions as they were

other species with a different composition.

A rapid analysis which does not need to destroy the sample is one of the main
advantages of applying NIR spectroscopy. The results supplied in this work show that
Near Infrared spectroscopy is capable of predicting the GNA and tGSL content in

greens parts of Brassica rapa, with sufficient accuracy for selection and prediction
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purposes. The inclusion of the different phenological states (turnip greens and turnip
tops) collected during three years of Brassica rapa samples have increased the
robustness of the GNA and tGSL equations in the calibration model, because their inter-
specific variability was increased. The equations for GBN and PRO can be used to
correctly classify the sample groups in terms of their concentrations into “high” and
“low”. Thus, this promising tool which predicts glucosinolate content in Brassica rapa
subsp. rapa represents an advance in the quality management of a product, and an
improvement in other acceptance criteria. Similarly, the calibration models constituted
in this work can be optimized using sets of additional independent data of subsequent

harvests, with the aim of improving their accuracy.
Abbreviations used

tGSL, total glucosinolates; GNA, gluconapin; GBN, glucobrassicanapin; PRO,
progoitrin; H, Mahalanobis distance; MPLS, modified partial least squares; NIRS, near
infra-red spectroscopy; PCA, principal component analysis; RER, ratio of the range to
standard error of prediction; RPD, ratio of the standard deviation to standard error of
prediction; SEC, standard error of calibration; SECV, standard error of cross validation;
SEL, standard error of laboratory; SEP, standard error of prediction; SNV-DT, standard
normal variate-detrending; R? coefficient of determination in the calibration; rze\,,
coefficient of determination in the external validation; rzc\,, coefficient of determination

in the cross validation.
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Tables

Table 1. Summary for glucosinolates of Brassica rapa (umol g™ dw?).

Component N°  Range Mean SD° CV°
GNA® 351 0.42-72 2261 14.01 61.96
PROf 351 0.06-11.14 1.84 1.77 96.19
GBN? 351 0.01-7.32 1.43 111 77.62

t-GSL" 351 0.45-76.28 2558 15.04 58.79

*Dry weight.” Standard deviation of the reference data.

® Gluconapin. " Progoitrin. ¢ Glucobrassicanapin.

" Total glucosinolates.

Table 2. Calibration set and Validation set statistic in Brassica rapa (umol g™* dw?).

Calibration set (n=277) Validation set (n=70)
Component  Range Mean  SDP Range Mean SDP
GNA® 0.65-72 22.47 13.82 0.42-64.26 22.49 14.21
PROY 0.06-11.14 1.90 1.85 0.11-5.51 1.67 1.40
GBN°® 0.04-6.73 1.45 1.08 0.01-7.32 1.29 1.23
t-GSL' 0.89-76.28  25.52 14.79 0.45-73.48 25.15 15.46

Dry weight. ° Standard deviation of the reference data. © Gluconapin. ® Progoitrin.

® Glucobrassicanapin. " Total glucosinolates.

Table 3. Calibration and Cross-Validation statistic in Brassica rapa.

Calibration Cross-validation
Component®  MT" Range Mean SD° SECY R* RPD. r%.¢ SECV"
GNA' 1,441 0.65-60.97 22.05 13.49 2.85 0.95 3.80 0.93 3.55
PRO! 1,441 0.06-8.32 1.66 1.55 0.70 0.79 1.80 0.68 0.86
GBNK 14,41 0.04-4.08 1.35 0.92 0.55 0.64 1.39 0.49 0.66
t-GSL' 1,441 0.89-76.28 25.36 14.87 2.92 0.96 4.25 0.94 3.50
GNA' 2,55,2 0.65-72 22.09 13.81 2.01 0.98 5.11 0.96 2.70
PRO 255,2 0.06-7.55 1.67 1.50 0.71 0.78 1.67 0.64 0.90
GBNK 255,2 0.04-4.08 1.35 0.94 0.49 0.72 1.57 0.60 0.60
t-GSL' 2,552 0.89-76.28 25.28 14.82 1.96 0.98 5.61 0.97 2.64

2 Glucosinolates concentration expressed as umol of glucosinolate per g dry weight basis. ® Mathematic

treatment. © Standard deviation. ¢ Standard error of calibration. ¢ Coefficient of determination in the
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calibration.  Ratio of the standard deviation of the reference data to standard error of cross-validation. °
Coefficient of determination in the cross-validation. " Standard error in the cross-validation. ' Gluconapin.

I Progoitrin. ¥ Glucobrassicanapin. 'Total glucosinolates.

Table 4. External Validation statistic for equations of different component developed over Brassica rapa
(n=70).

Component® MT®  Range® Mean® SD® SEP' r,® Slope” Bias RPD' RER®

GNA' 14,41 042-6426 2191 1363 3.76 0.92 0.98 -0.01 3.57 16.98
PRO™ 1,441 0.11-551 151 131 105 038 0.77 -0.08 100 514
GBN" 14,41 0.01-299 1.10 085 063 051 0.73 -0.05 133 4.73
t-GSL" 14,41 0.45-7348 2464 1494 401 093 0.97 -0.27 3.71 1821

GNA 2552 042-64.26 2249 1421 349 094 093 014 426 18.29
PRO 2552 0.11-551 1.60 138 1.08 041 0.81 -0.09 1.00 5.00
GBN 2552 0.01-299 110 085 060 055 0.78 -0.10 133 4.97
t-GSL 2,552 045-7348 2526 1555 328 096 0.94 -0.35 493 2227

% Glucosinolates concentration expressed as pmol of glucosinolate per g dry weight basis. °

Mathematic treatment. ¢ Range of the reference data in the external validation set. © Mean value of the
reference data in the external validation. ® Standard deviation of the reference data in the external
validation set.  Standard error of the prediction. ¢ Coefficient of determination in the external validation. "
Slope. ' The difference between the mean real value and the mean estimated value for the validation set
samples. ! Ratio of the standard deviation to SEP. ¥ Ratio of the range to SEP. ' Gluconapin. ™ Progoitrin. "

Glucobrassicanapin. "Total glucosinolates.
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Figure 1. Frecuency distribution plots of (a) Total glucosinolates, (b) gluconapin, (c)

progoitrin and (d) glucobrassicanapin.
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Figure 2. (a) Raw spectra (log 1/R) of the samples of Brassica rapa used in the calibration

set (n=277), in the range from 400 to 2500 nm. (b) Second derivative spectra (2, 5, 5, 2;

SNV+DT) of the raw optical data in the range from 400 to 2500 nm of Brassica rapa. (c)

Second derivative spectra (2, 5, 5, 2; SNV+DT) of the raw optical data in the range from

400 to 2500 nm of gluconapin powder.
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Figure 3. Cross-validation scatter plots of laboratory vs. predicted values by NIRS for total
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Abstract

The potential of near-infrared reflectance spectroscopy (NIRS) to analyze the contents
of acid detergent fiber (ADF) in two parts of the turnip, turnip greens and turnip tops,
highly appreciated of northern Spain and Portugal, was assessed. A set of 134 samples
were analyzed spectrally using NIRS equipment and calibration models by the method
of regression by modified minimum partial least squares were applied. Three calibration
equations were developed: in equation without mathematical treatment of data (0,0,1,1)
the value of coefficient of determination was R? = 0.91, in the equation first derivative
treatment (1,4,4,1) the value was of 0.95 and the second derivate treatment (2,5,5,2) a
value was of 0.96. The estimation accuracy was based on parameters such as RPD (ratio
between the standard deviation and the standard error of validation) and RER (ratio
between the range of ADF of the validation as a whole and the standard error of
prediction) of the external validation, were obtained values of 2.75 and 9.00 for the
treatment without derivate, 3.41 and 11.79 with first-derivate, 3.10 and 11.03 with
second-derivate. With the acid detergent residue spectrum the wavelengths were
identified and associate spectrum bands with the ADF contained in the sample. The
results showed the great potential of NIRS for predictive analyzing of the content of
ADF in turnip greens and turnip tops and its use as quick tool in breeding programs of
Brassica rapa.

Keywords. Brassica rapa, turnip greens, turnip tops, acid detergent fiber, NIRS.

I ntroduction

The plants of the genus Brassica constitute one of the economically most important
plant groups in the world. They are valuable sources of roots, stems, leaves, shoots and
inflorescences, as well as of oils, condiments and forage for nutrition or industrial use

(Gomez-Campo 1980). Depending on the part of the plant used, these crops are
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classified as being oleaginous, forage, horticultural products and condiments. The
growing scientific interest in this botanical group has increased in parale to its
economic importance and its achievements in investigation. The consumption of
vegetables of the genus Brassica has been related to human health with regard to the
reduction in the risk of suffering from certain types of chronic diseases, such as
cardiovascular problems and different types of cancer (Cartea et a 2008; Traka and
Mithen, 2009). Within the genus Brassica, four species, B. oleracea, B. rapa, B. napus
and B. juncea, are the crops with a horticultural use. Brassica rapa L. subsp. rapa,
commonly known as turnip is one of the oldest crops used for human consumption. It
was the first species of Brassica domesticated by humans thousands of years ago, and it
was already cited in Sanskrit literature under the name of Siddharta, which proves the
antiqueness of its cultivation (Prakash 1961). In the north of Spain and Portugal turnip
greens and turnip tops are rising in value and they occupy a prominent place in
traditional Galician and Portuguese agriculture. Turnip greens are the young leaves of
turnips harvested in their vegetative period, whereas turnip tops are the floral stalks
collected just before the flower opens. In the case of turnip tops, the diversification of
this product is acquiring special importance, and the number of firms packing and
freezing it are on the increase, not only in Galicia but also in other parts of Spain. An
important factor to be taken into account in the nutritional composition of both turnip
tops and turnip greensis their fiber, in addition to the presence of other components like
some vitamins and minerals which partly complement the daily demands of adiet. The
fiber content in vegetables is essentia to the digestibility of the food. It has been
recognized that the ingestion of fiber is of great benefit to human health, contributing to
the prevention of cancer of the colon and reducing the risk of developing cardiovascular

diseases, cerebra infarction, hypertension, diabetes, obesity and certain gastrointestina
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complaints (Anderson et al 2009). Traditionally, the structural carbohydrates of
foodstuffs have been estimated via an analysis of their content in crude fiber. Crude
fiber can be defined as being the residue resulting from submitting the food to a double
hydrolysis: acid (with sulphuric acid) and alkaline (with potassium hydroxide), with the
protocol developed by the Weende method (AOAC 1995). One drawback of double
hydrolysis is that it solubilizes part of the hemicellulose and of the lignin of the cell
wall, so that the result obtained of the crude fiber content is lower than the real content
in structural carbohydrates. This problem is avoided by using detergent solutions for the
fiber analysis, following the method proposed by Goering and Van Soest (1970).
Neutral detergent fiber (NDF) estimates the content in cellulose, hemicellulose, lignin,
cutine and insoluble minerals in the cell wall, and it is determined as being the residue
remaining after extraction with the neutral detergent solution (made up of sodium lauryl
sulphate and EDTA). Acid detergent fiber (ADF) is an estimator of the content in
cellulose, lignin, cutine and insoluble minerals in the cell wall and it is determined as
the residue remaining after the digestion of the sample with an acid- detergent solution
(made up of diluted sulphuric acid and cetyl-trimethyl-ammonium bromide). The
difference between NDF and ADF is the fraction of hemicellulose. With the ADF
method the hemicellulose is hydrolyzed so that the determination of ADF is more
associated with degradability and digestibility, whereas the NDF content is only related
to ingestion or to a fraction still highly usable by the organism (Van Soest et a 1967).
Severa authors have documented the negative correlation existing between the content
of NDF and of ADF with the digestibility of vegetable products (Oh et a 1966; Archer
and Decker 1977; Hovin et ad 1976). In the same sense, the high negative correlation
between the ADF content and digestibility in vitro has been demonstrated, so that,

therefore, the ADF content in a vegetable could be considered as being a good indicator
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of its digestibility and quality (Hill and Barnes 1977; Soh et a 1984; Van Soest and
Robertson 1985).

The methods for the analysis of fiber content and its components described above are
costly, slow, aggressive to the environment and they need specialized workers for their
application. During the last 40 years technology based on near-infrared reflectance
spectroscopy (NIRS) has been developed as a rapid, consistent and economic tool
compared to component analyses in the laboratory which are time-consuming, costly
and involve the handling of dangerous reagents (Scotter 1990; Bochereau et al 1992;
Font et al 2005, 2006; Cozzolino and Moron 2004; Sinelli et al 2008; Davey et al 2009).
Nowadays, NIRS technology is applied routinely in genetic improvement programs for
many vegetable species to determine their content in fiber, moisture, oil, protein,
minerals, glucosinolates and fatty acid composition of their edible parts (Helgerud et a
2015; Hell et a 2016; Guo et a 2016; Nufez et al 2016). The first caibrations for the
crude fiber content in seeds in the genus Brassica were carried out by Panford et a
(1988) and Michalski et a (1992). More recently, calibrations for ADF in seeds of
different Brassica species have been performed by Font et a (2003), Font et a (2005),
Dimov et a (2012) and Wittkop et al (2012). Lately, the NIRS technique has been used
for the rapid determination of the quality of crude matter starting from the study of fiber
as a component of biomass (Foster et a 2013), in order to determine the digestibility of
cane sugar (Danidl et a 2014), or for the study of fiber content in food for rumiants
(Krizsan et a 2015).

This work has aimed to develop and validate NIRS calibration equations for the
determination of acid detergent fiber (ADF) in aeria edible parts of Brassica rapa

(turnip greens and turnip tops), with a view to employing them as a tool for a fast and
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non destructive analysis in the screening of germplasm and in the selection of genotypes

of the highest quality with respect to this component.

Material and Methods

Plant material

During the seasons 2013-2014 and 2014-2015, a set of 5 varieties of Brassica rapa L.
subsp. rapa were grown on the Institute for Sustainable Agriculture experimental farm
in Cordoba, (37°51' N, 4°48'W, Spain) in arandom block design with 3 replications. The
climate is atypica Mediterranean one with a mean rainfall of 650 mm and deep loamy-
sandy soil classified as Typic Xerofluent.

The Brassica rapa L. subsp. rapa varieties came from the Brassica Germplasm Bank at
the Biological Mission of Galicia (Pontevedra), where they had been characterized by
their agronomic characteristics and their aptitude for the production of turnip greens and
turnip tops. During each agricultural season, and at the optimal consumption moment,
samples of turnip greens (4 to 5 leaves per plant) and of turnip tops (3 to 4 flower stalks
per plant) from the plants selected for each of the varieties studied. In all, 134 samples
were harvested, 78 in the 2013-14 season (34 turnip greens and 44 turnip tops) and 56
samples in the 2014-2015 season (29 turnip greens and 27 turnip tops). All the
vegetable material was thoroughly washed with tap water to remove dirt and dust from
its surface and, finally, it was rinsed with deionized water. Next, it was stored at -80°C
until its lyophilization, which was done in Telstar® model Cryodos-50 (Telstar, Terrasa,
Spain) equipment. The lyophilized samples were ground in an IKA-Labortechnik®
model A10 mill for 20 seconds and stored in a desiccators up to the moment of being

analyzed by the reference method or scanned in the NIRS equipment.
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Analysis of acid detergent fiber

The ADF content was determined following the procedures described by Goering and
Van Soest (1970) in a Dosi-Fiber (Selecta®, Spain) machine. 0.5 g of lyophilized
sample was weighed in glass filtering crucibles (porosity 2). This was digested for one
hour in 100 ml of hot cetyl-methyl-ammonium bromide in an acid medium (sulphuric
acid) and then filtered to obtain the residue considered as being the acid detergent fiber
of the sample. Next, the residue was washed with hot water and acetone and dried in a
stove at 110°C for 90 minutes. Then it was stored in desiccators for 30 min to temper
the crucibles and prevent the sample from becoming moist, after which the sample was
weighed. The acid detergent residue (ADR) remaining after digestion was removed
from the crucibles and stored to obtain the NIRS spectrum from the pure residue.

The acid detergent fiber of the sample was cal culated according to formula 1.

1
57 —P1 * 100

(D ADF (%) =
Where P1 is the crucible weight, P2 is the weight of the crucible with the sample and P3
isthe weight of the crucible with the acid detergent residue after digestion. Each sample

was anayzed in duplicate.

Development of NIRS equations

Sample spectra were recorded with a Model 6500 (Foss-NIRSystems®, Inc., Silver
Spring, MD, EE.UU) near infrared spectrophotometer in the reflectance mode. One
spectrum was recorded for each sample. The samples were placed in around capsule 3
cm in diameter made of quartz glass and anodized aluminum to prevent interferences in
their absorption. From each sample, reflectance spectra in the wavelength range of 400

to 2500 nm, at 2 nm intervals, were obtained. Collection of spectral data and their
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chemiometric analysis was conducted with the WinlSI 11 v1,50 (Infrasoft International,
Port Matilda, PA, USA) software.

The spectral outliers were detected by a principal component analysis (PCA) applied to
the whole set of the population based on the calculation of the Mahalanobis distance (H)
(Shenk and Westerhaus 1991, 1996). In addition to being a tool for the selection of
samples from the calibration set, this is a highly useful technique in the analysis for
converting original spectra data (absorbance values) into new orthogonal variables
(principal components) thus eliminating collinearity (redundant information) (Martens
and Naes 1989). The CENTER agorithm included in the WinISI Il software (version
1.50 Infrasoft International, Port Matilda, PA, USA) was used to calculate the H
distances between the spectra of the different samples with respect to the mean
spectrum. In agreement with the work of Shenk and Westerhaus (1991), samples with a
statistical H value of over 3 units were defined as being atypical spectra and they were
eliminated for the establishment of the equations. A total of 4 spectra found were
eliminated from the set of samples employed in the work. The final number of samples
selected was of 130, the calibration set was composed of 104 samples and was used for
the development of the different calibration equations; the external validation set was
formed by 20% of the total samples (n=26) and was used to evaluate the prediction
capacity of each of the equations developed. The external validation set samples were
selected by taking the list of samples ordered on the basis of their H values, choosing 1
of each of the 5 samples on the list (Shenk and Westerhaus, 1991). In this way, the
samples selected represented all the variability in the whole of the population (Hruschka
2001). To develop the calibration equations, the method of regression by modified

minimum partial least squares (MPLS) was applied. The usefulness of this method has
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been demonstrated for the evaluation of fiber content, using the whole spectrum range
(400 — 2500 nm) (Font et al 2003, 2006).

The spectrum correction procedure SNV-DT was applied. The latter provides the
WinlISI software for the elimination of dispersion due to the effects caused by the
differences in particle size or the variation in length, halfway between the dispersion of
the samples and fitting the baseline (Barnes et al 1989). The treatment selected for one
parameter in a dataset is not always the best option for the same parameter in any other
set of samples (NUfiez et a 2016); this confirms the importance of optimizing the
treatment for each parameter and dataset. In this sense, the mathematical treatments
selected and applied to the spectrain our work were (0,0,1,1), (1, 4, 4, 1) and (2, 5, 5,
2), in which: the first number indicates the order of the derivative (first or second
derivative of the logarithm of 1/R); the second number is the amplitude or distance
between the segments to be subtracted; the third number is the length of the segment to
be smoothed; and the fourth number indicates a second smoothing (Shenk et a 1992).
The datistics defining the calibration equations obtained are the Coefficient of
Determination (R?) which shows the percentage of the variability in the ADF
concentrations explained by the regression equation, and the Standard Error of
Cdlibration (SEC), which is the standard error in the residuals for the calibration set. It
should be noted that the standard error in the calibration only advises one of the fitting
of the reference values to the regression line, so that it cannot be considered as being an
adequate statistic for assessing the validity of the calibration equation obtained (Shenk

and Westerhaus, 1996).

Equation validation
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To evaluate the prediction capacity of the calibration equations, two validation models
were used, permitting the establishment of a comparison (through different statistical
criteria) between the true value (obtained by the reference method) and the estimated
one (obtained by NIRS).

Cross validation

A cross validation was made based solely on the data employed at the calibration stage,
in order to calculate the optimal number of terms in the regression. The algorithm
selects different calibration and validation sets within the whole population considered,
making with each selection a simulation of the regression algorithm (Martens and Nass
1989; Shenk and Westerhaus 1991). Finally, the calculation software chose the equation
which made the minimum Standard Error of Cross Validation (SECV). The statistics
resulting from the cross vaidation were: the Coefficient of Determination of Cross
Validation (%), the Standard Error of Cross Validation (SECV), which represents the
standard error of the residuas for the cross validation set; and the statistic (RPD)
(Formula 2) which is the ratio between the standard deviation and the standard error of
cross validation (SD/SECV). The RPD,, is a statistic which permits the evaluation of
the SECV in terms of the standard deviation of the reference data for the population

being studied (Williams 2001).

n 05\ 1
(Z(yi—sf;)Z) (n—k—n-l] }
i=1

(2) RPD = SD{

Where y; = laboratory reference value for the sample; y,= NIR mean vaue; n = number
of samples, k = number of wavelengths used in an equation; SD = standard deviation of
the chemical data.

External validation

10
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The calibration equations selected with samples which did not intervene in the
calibration (validation set, n=26 in our work) were evaluated. The externa validation
statistics include: the Coefficient of Determination of Validation (%), the Standard
Error of Prediction (SEP), the RPDe, (which is the ratio SD/SEP), and the RER
(Formula 3), which is the ratio between the range of ADF of the validation as a whole

and the standard error of prediction.

(3) RER = range H(Z (y; — y‘;)z) (n—k— 1)_1] }
i=1

Where y; = laboratory reference value for the sample; y,= NIR mean value; n = number
of samples, k = number of wavelengths used in an equation; SD = standard deviation of
the chemical data.

The RPD and RER statistics permitted a comparison of the performance of the model
through populations with different standard deviations (Cozzolino and Moron, 2004).
The best calibration equations for the ADF analysis were selected by considering the
optimal combination of the following externa validation statistics: high values of
coefficients of determination (r%,) and high RPDe, and RER values. Those equationsin
which RPD is higher than 3 were considered to have an excellent prediction ability,
those with RPDs of between 2 and 3 allowed approximate predictions to be made, and
those whose RPD was between 1.5 and 2 could only be used for classification purposes
in groups with a high-medium-low content. Similarly, the RER values obtained with the
different calibration equations with a good prediction capacity should be over 10
(Williams and Sobering 1996; Williams 2001).

The standard error of laboratory (SEL) for the ADF anaysis was determined and

compared with the SEP for all the equations. To obtain the total error of the reference

11
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method (SEL), 10 samples of turnip tops and turnip greens were selected and analyzed
in duplicate at different times and by different analysts. The statistical ratio SEP/SEL

permitted the NIRS error to be related to the error in the reference method.

Resultsand Discussion

ADF reference analysisin samples of turnip tops and turnip greens

A collection of 134 samples of Brassica rapa were analyzed (63 turnip greens and 71
turnip tops) by the Goering and Van Soest method (1970). The mean ADF content in
was of 11.53 % in turnip greens and of 15.98% in turnip tops. Using the t-test, the
means were evaluated exhibiting significant differences between them (P<0.001). The
mean total content of ADF in the 134 samples analyzed was of 13.89% (Table 1). The
differences in the ADF content of the turnip greens samples with respect to the turnip
tops was explained by the turnip greens being formed by young leaves and the turnip
tops by flower stems with a higher content of fiber. Arzani et al (2001) also reported
that with progress of plant growth, ratios of protector and firmness tissues, which
mostly consist of structural carbohydrates such as celluloses, hemicelluloses and lignin,
are increased. Therefore, maturity of plants and an increase in structural carbohydrates
cause higher fiber amounts in turnip tops that turnip greens. These results confirmed
that Brassica rapa was a good source of fiber with high concentrations in some samples
(21.91 %) and lower concentrations in others (8.55 %). Figure 1 shows the distribution
of the frequency of fiber content in turnip greens and turnip tops from the samples
studied.

The variability in the ADF content in the samples analyzed in this work was similar to
that published in others, in which ADF values presented in leaves of Brassica rapa were

of 23.50% (Turk et a 2009); in crude fiber of 12.9 % and in ADF of 23.5 % (Francisco
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et a 2011). In works on the turnip (a thickened hypocotyl of Brassica rapa widely used
in human nutrition), we find mean ADF contents of 14.68 % (Azam et a 2013), of
28.28% (Saeed et al 2012) and of 11.20 % (Turk et a 2009). In rapeseed flour the ADF
content values were comprised between 9.5 and 15.2 % (Daszykowski et a 2008); and
in seeds of other Brassica its values ranged between 5.33% (B. carinata) and 16.31%
(B. juncea) (Font et al 2003).

The statistical data describing the calibration and validation sets are shown in Table 2.
The range of values of the set of validation samples were included within the range of
the values of the calibration samples as a whole, which were required to generate a

calibration model with areliable prediction capacity (Petisco et al 2005).

Calibration and Validation

The principal component analysis was carried out to locate any possible spectral outliers
from the calibration set (Shenk et a 1991). Figure 2(a) shows the mean spectrum of the
Brassica rapa samples in the range of 400 to 2500 nm; Figure 2(b) depicts the first
derivative spectrum (1,4,4,1; SNV-DT) and Figure 2(c) the second derivative spectrum
(2,5,5,2; SNV-DT), both derived with the application of a spectra correction treatment.
With the aim of identifying wavelengths and associate spectrum bands with the ADF
contained in the sample, the acid detergent residue spectrum (ADR), Figure 3, was
compared with the spectrum of the green parts of Brassica rapa, Figure 2, with a view
to identifying the NIRS spectrum regions which might be more related to the ADF
content in the sample. In the spectra of Brassica rapa and ADR, Figures 2 and 3,
absorption similarities were found in certain wavelengths. It is worth noting the
wavelengths of 1420 related to aromatic groups, 1906 nm related to groups OH, C=0

and CO,H and 2278 nm related to groups CH and CH, associated with the structura
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polysaccharides of the plants, 2468 nm related to groups CH, CH, and C-N-C
associated with proteins (Osborne 1986) (WinlSI 11 v1,50 software). Those wavelengths
would participate more highly in the development of robust calibrations for the ADF
content.

The results of the calibration equations obtained by MPLS regression with the three
mathematical treatmentsis shown in Table 3. In the evaluation of the treatments applied
in the development of those equations, a clear difference was found between the
statistics values obtained en the equations without treatment (0,0,1,1) (R?=0.91) and the
equations with treatments with derivative the value of R?= 0.95 in the first derivative
(1,4,4,1; SNV+DT) and a value of R’= 0.96 in the second one (2, 5, 5, 2; SNV + DT),
with both values being very similar to each other (Table 3).

Cross validation

On the basis of the statistics obtained in the cross validation, the final calibration
equations for the ADF content were selected on the premise of maximizing the %, and
minimizing the SECV. The values of RPD., of the cross vaidation for ADF obtained
were 3.36 (for the treatment 1,4,4,1) and 3.33 (for the treatment 2,5,5,2). In both
equations the RPD., values were higher than 3, and were indicative of the capacity of
the calibration equations to be used for diagnosis and investigation purposes (Williams
and Sobering 1996).

The two derivatization treatments (1,4,4,1 and 2,5,5,2) performed to optimize the model
provided some optimal results in the statistics values, with the two models being valid
for calibration. In the study of the profile of fatty acids in milk calibration equations
they were developed with the first derivative and the second derivative, (1,5,5,1) and
(2,5,5,1), and both treatments were well valid for use in the characterization of the fat

content in milk (NUfiez et al 2016). Other authors investigated the evaluation of protein
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and amylose in brown rice and rice bran, where five treatments were tested including
first and second derivatives, and two of the treatments (1,6,6,1 and 1,4,4,1) were equally
valid for the development of equationsto calibrate amylose (Bagchi et a 2016).

Figure 4 depicts the laboratory values compared to NIRS prediction ones of the cross
validation as awhole for ADF content.

External validation

Once the equations were obtained and the cross validation performed, a second
evaluation of the equations was made by using the samples not included in the
calibration (external validation set) for the prediction of the ADF content. In Table 4
the statistics of the external validation obtained for the ADF equations devel oped with
the three mathematical treatments are presented. In treatment 0,0,1,1, a value of
r’e,=0.87 was obtained, giving rise to lower RPDe, and RER values than those of the
treatments with derivatives. In treatments (1,4,4,1) and (2,5,5,2) the same high value in
the coefficients of determination of the prediction, (r%,=0.91) was obtained. The RPDg,
values were very similar to each other, 3.41 in the first derivative and 3.10 in the second
one. Those results were very similar to those of RPD., obtained in the cross validation
(values of over 3) and they confirmed their excellent capacity to predict ADF content
independently to those used in the calibration (Williams and Sobering 1996; Williams
2001). Findly, the RER statistic was calculated and values of over 10 were obtained in
both cases: 11.79 (1,4,4,1) and 11.03 (2,5,5,2). This was an additional proof of the high
prediction capacity of the calibration models developed for ADF (Williams and
Sobering 1996; Williams 2001).

No calibration equations of the ADF content in green parts of Brassica rapa have been
described in the bibliography up to now. However, some equations developed for the

ADF content in leaves of woody species have been reported with higher values than
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those described (RPDe, =5.3), possibly due to the heterogeneity in the samples selected
for the development of the calibration, in which different woody species collected on
different dates were included (Petisco et a 2006). ADF calibration in corn plants gave
RPD,e values of 2.9 (Campo et a 2013), and other works investigating grasses leaves
and red clover presented RPD= 3.4 values in NDF, which were similar to those found in
thiswork with ADF (Nordheim et a 2007).

Regarding calibrations within the genus Brassica, the values obtained in the calibration
equations in our work are the highest described up to now for ADF content, compared
to the equations evolved for ADF content in seeds found in the literature. Thus,
calibrations in intact Brassica napus seed were described, with RPD., values of: 2.13
and 2.20 (in a volume of 10 ml of seed) and values of 1.91 and 2.34 (in a volume of 1
ml of seed) (Font et a 2005; Wittkop et a 2012); these results coincide with those of
other authors who also gave values of 1.92 in seed of the same species (Dimov et al
2012). As for the externa validation results, those obtained in our work were also
higher than those found in the literature in Brassica napus seed, with RPDg, of 2.2 and
RER of 10.03 (Dimov et al 2012).

To evauate the precision of the equations the reference method error (SEL) was
calculated and was related to the SEP. The SEL value obtained was of 0.25. The
SEP/SEL ratio shown in the ADF was of 4.56 in the treatment 0,0,1,1, which indicates a
poor precision, and values of 3.48 and 3.72 were obtained for the treatments of 1,4,4,1
and 2,5,5,2, respectively, which reveals a good precision; those values agree with the

ones obtained by other authorsin other Brassica species (Font et al 2003).

Modified Partial Least Squares Loadings of the lyophilized green parts model.
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Panels a, b, and ¢ of Figure 5 represent MPLS loading spectra for factors 1, 2, and 3,
respectively. These plots show the regression coefficients of each wavelength to ADF
for each factor. Wavelengths represented here as participating more highly in the
development of each factor are those of a greater variation and that are better correlated
with ADF in the calibration set. In the second derivative, peaks pointing downwards
indicate the positive influence of absorbers on the development of the equations, while
peaks pointing upwards evidence negative correlations. Factors 1 and 3 of the
lyophilized green parts model showed those most highly correlated with ADF,
presenting a loading with major positive correlations at 1404, 2308, and 2348 nm,
associated with the absorbance of C-H and C-O groups of lipids (Figure 5a) (Osborne
1986; Font 2003; Wittkop et a 2012). Factor 1 was aso influenced by groups N-H at
1996 nm. Factor 2 was the one most highly correlated with amide groups in the protein
region at 2052 and 2300 nm. Factor 3 was also influenced by water, as indicated by the
band at 1932 nm. Wavelengths for specific absorbance of oil functional groups are
known as being major contributors to NIRS calibrations for ADF in Brassica species
and for dietary fiber in high-fat cerea products (Wittkop et a 2012).

On the basis of the similarities between the second-derivative transformation of the
ADR spectrum (Figure 3c) and the third MPLS loading for Brassica rapa (Figure 5), it
seems that absorbers of the ADR participated directly in the modeling this factor,
specificaly, 1874 and 2278 nm related to groups CH and CH, associated with the
structural polysaccharides of the plants.

The results obtained both in the cross validation and in the external validation confirm
the reliability and capacity of the calibration equations established to predict accurately
and precisely ADF content in turnip greens and turnip tops by means of their reflectance

spectrain NIRS.
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The results obtained both in the cross-validation and in the external validation confirm
the reliability and capacity of the calibration equations developed with treatments
(1,4,4,1) and (2,5,5,2), which were not observed significant differences among them.
Both equations obtained the same ability prediction in samples turnip greens and turnip
topsin FAD content from their reflectance spectrain the near infrared.

Conclusions

Turnip greens and turnip tops constitute an important source of fiber, minerals and
vitamins and they form part of the diet in extensive regions of Spain and Portugal.
Society is currently demanding a greater knowledge of the quality and nutritional
properties of the foods consumed (particularly their content in fiber). In this paper were
obtained for the first time, two calibration equations with two mathematical treatments
(1,4,4,1) and (2,5,5,2), both equally valid, permitting the use of near infrared reflectance
spectroscopy (NIRS) for afast, simultaneous and precise analysis of the acid detergent
fiber (ADF) content in turnip greens and turnip tops samples. These results alow NIRS
technology to be contemplated as a fundamental tool in programmes for species quality
improvement (by facilitating and lowering the costs of screening, characterization and
genotype selection tasks), and in the nutritional quality control of ready-to-consume
products obtai ned.
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597 Table 1. Fiber content in samples of turnip greens and turnip tops of Brassica rapa,

598 analyzed in the laboratory.
ADF (%)
Samples Range Mean SD?
Turnip greens 63 8.55-15.27 1153 154
Turnip tops 71 10.41-21.91 1598 254
599 & Standard deviation
600

601 Table 2. ADF content in the turnip greens and turnip tops samples belonging to the

602 calibration and validation set of Brassica rapa, anayzed following the reference
603 wet method.
604

ADF (%)

Range Mean SD?
Calibration set (n=104) 8.75-20.02 13.87 2.98
Validation set (n=26)  8.55-18.81 13.67 3.01
605 & Standard deviation
606
607 Table 3. Calibration and cross validation statistics for ADF content in Brassica rapa.
608

Calibration Cross Validation

T™? Range Samples Mean SD° SEC® R™ SECV® RPD, 1?9
0,011 8752002 101 1381 295 0.86 091 1.07 277 087
1441 8752002 104 1380 296 065 0.95 088 336 091
2552 8752002 103 1382 295 056 0.96 089 333 091

609 & Mathematical treatment of the spectra.

610 b Standard deviation.

611 ¢ Standard error of the calibration.

612 d Coefficient of determination of the calibration.

613 € Standard error of the cross validation.

614 " Relation between the standard deviation and the standard error of the cross validation.
615 9 Coefficient of determination of the cross validation.

616

617 Table 4. Statistics of the external validation (n=26) applied to the calibration equations

618 of the fiber content in Brassica rapa

619
TM?  Range Samples Mean SD° SEP® r?%,° RPD.,° RER'
0,0,1,1 855-18.81 26 1367 313 114 087 275 9.0
1,441 8551881 25 1355 296 0.87 091 341 11.79
2552 85518381 25 1355 289 093 091 310 11.03

620 & Mathematical treatment.

26



621
622
623
624
625
626
627
628

b Standard deviation of the reference data of the external validation set.

¢ Standard error in the prediction

9 Coefficient of determination of the external validation.

®Relation between the standard deviation and the standard error in the prediction.
" Relation between the data range and the standard error in the prediction.
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Figure 1. Graph of frequency distribution in turnip greens and turnip tops

(a) Brassica rapa

0,8
Ei(LG
—
g " IW
[=]
= 02 B
0 T T T T T _--_l T T T T T T T T T T T T
400 900 1400 1900 2400
wavelength (nm)
(b) Brassica rapa
0,6
g 04
§ 0,2
g 0
Ql
% 0,2 2034 2250
1410 i
_0;4 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
400 900 1400 1900 2400

wavelength {nm)

28




(c) Brassica rapa
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654

Figure 4. Scatter plot of the reference values against the prediction values in cross
validation with respect to the ADF content applying the equations 1,4,4,1 (a) and 2,5,5,2
(b).
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Figure 5 MPLS loading spectra for ADF in Brassica rapa in the second derivative
(2,5,5,2) transformations. Panels a, b y ¢ represent loading for factor 1, 2 and 3,
respectively.
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