
		
			
				Evaluación de métodos fermentativos de hojas de Brassica oleracea var. italica con potencial bionematicida* 

				Evaluation of fermentation methods for Brassica oleracea var. italica leaves with bionematicidal potential 

			

		

		
			
				Natalia Celia Giacomino1, Betiana Bergia2, Daniela Cecilia Franzi3, Eleodoro Eduardo del Valle3, 4, Nora Rosa Aimaretti1

			

		

		
			
				
					[image: ]
				

				
					
						Agronomía Mesoamericana es desarrollada en la Universidad de Costa Rica bajo una licencia Creative Commons Atribución-NoComercial-SinDerivar 4.0 Internacional. Para más información escriba a pccmca@ucr.ac.cr o pccmca@gmail.com

					

				

			

		
		
			
				Resumen

				Introducción. En el cultivo de brócoli (Brassica oleracea var. italica, familia Brassicaceae), las hojas constituyen un remanente con alto contenido de glucosinolatos, precursores de isotiocianatos (ITC) con potencial actividad nematicida. La fermentación puede favorecer la formación de ITC; sin embargo, existe información limitada sobre el efecto de distintos métodos fermentativos. Objetivo. Evaluar métodos fermentativos de hojas de brócoli para determinar cuál es el más eficiente en la producción de ITC como indicador del potencial nematicida de los materiales fermentados. Materiales y métodos. Los ensayos se realizaron en el Instituto Nacional de Tecnología Agropecuaria (INTA), Ángel Gallardo, Santa Fe, Argentina, entre octubre de 2018 y febrero de 2019. Hojas de brócoli fueron recolectadas, trituradas y sometidas a fermentación espontánea a 15 y 25 °C, y a fermentación láctica, enzimática y mixta a 25 °C. Cada fermentación se desarrolló durante 55 h, con muestreos cada 6 h para el análisis de ITC y pH. Los ITC se analizaron mediante extracción 1:1 con etanol al 75 %, seguida de centrifugación. La cuantificación se efectuó por espectrofotometría a 460 nm utilizando nitrato férrico y una curva de calibración (6-30 mg/L) preparada con estándares de tiocianato de sodio. Resultados. La fermentación espontánea mostró un comportamiento similar a 15 y 25 °C, con mayor estabilidad de ITC durante las primeras 19-25 h, periodo que coincidió con valores de pH entre 5,0 y 6,0. Las fermentaciones asistidas no incrementaron la concentración de ITC respecto de la espontánea (p > 0,05), pese a una mayor acidificación del medio. Conclusiones. La fermentación espontánea a temperatura ambiente durante 19-20 h fue la alternativa más simple y económica para obtener fermentados con potencial bionematicida para el manejo de nematodos, al alcanzar concentraciones de ITC comparables a las de las fermentaciones asistidas y aprovechar el período de mayor estabilidad de estos compuestos.
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				Introducción

				Cerca de 1300 millones de toneladas de alimentos son desechadas en el mundo cada año (Durán-Sandoval et al., 2023). En América Latina y el Caribe, las pérdidas y los desperdicios de alimentos ocurren principalmente durante las etapas de producción y consumo (Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura [FAO], 2019). En los cultivos agrícolas, alrededor del 13,5 % de la producción anual se pierde a causa de daños ocasionados por los nematodos fitoparásitos (NFP), lo que equivale a más de 300 000 millones de dólares al año (Abd-Elgawad, 2024). Varias estrategias pueden emplearse para el manejo de estos NFP, entre las cuales predomina la aplicación de nematicidas químicos (Mushtaq et al., 2024). 

				 El uso de nematicidas químicos podría tener un impacto negativo sobre el medio ambiente, lo que ha llevado a la búsqueda de alternativas de manejo de NFP que no sean nocivas (Tapia-Vázquez et al., 2022), pero que sean efectivas y económicas (Khan et al., 2021; Sikder & Vestergård, 2020). Una alternativa potencial son los compuestos químicos producidos por las plantas (Nagachandrabose, 2018), entre las que destacan las especies de la familia Brassicaceae. Las brasicáceas contienen metabolitos secundarios llamados glucosinolatos (GSL), que, al ser hidrolizados por acción de la enzima mirosinasa (MYR), dan lugar a distintos compuestos activos, entre ellos los isotiocianatos (ITC), los cuales son similares a ciertos fumigantes, como el metil isotiocianato (MITC) (Iga-Buitrón et al., 2023). 

				En la provincia de Santa Fe, Argentina, la mayoría de los descartes agroindustriales derivan de las actividades hortofrutícolas, entre las cuales figura el cultivo y la comercialización de brócoli (Brassica oleracea var. italica, familia Brassicaceae). En la zona del cinturón hortícola de la capital santafesina se cultivan aproximadamente 52 hectáreas de brócoli (Terán, 2023), de modo que el remanente de biomasa (tallos y hojas) que no se comercializa 

			

		

		
			
				Abstract

				Introduction. In broccoli cultivation (Brassica oleracea var. italica, family Brassicaceae), leaves constitute a by-product with a high content of glucosinolates, the precursors of isothiocyanates (ITC) with potential nematicidal activity. Fermentation can promote ITC formation; however, information comparing the effects of different fermentative methods is limited. Objective. To evaluate different fermentation methods for broccoli leaves in order to determine which is the most efficient for ITC production, as an indicator of the nematicidal potential of the fermented materials. Materials and methods. The experiments were carried out at the Instituto Nacional de Tecnología Agropecuaria (INTA), Ángel Gallardo, Santa Fe, Argentina, between October 2018 and February 2019. Broccoli leaves were collected, ground, and subjected to spontaneous fermentation at 15 and 25 °C, and to lactic, enzymatic, and mixed fermentations at 25 °C. Each fermentation lasted 55 h, with sampling every 6 h for ITC and pH analysis. ITCs were analyzed following extraction with 75 % ethanol (1:1, w/v), followed by centrifugation. Quantification was performed by spectrophotometry at 460 nm using ferric nitrate and a calibration curve (6-30 mg/L) prepared with sodium thiocyanate standards. Results. Spontaneous fermentation exhibited similar behavior at 15 and 25 °C, with greater ITC stability during the first 19-25 h, coinciding with pH values between 5.0 and 6.0. Assisted fermentations did not increase ITC concentrations compared with spontaneous fermentation (p > 0.05), despite greater medium acidification. Conclusions. Spontaneous fermentation at ambient temperature for 19-20 h was identified as the simplest and most cost-effective approach for producing fermented materials with potential bionematicidal activity for nematode management, achieving ITC concentrations comparable to those obtained with assisted fermentation methods while maximizing the period of ITC stability.
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				ronda las 450 toneladas anuales. La elevada disponibilidad de residuos de esta especie, sumada a la necesidad de alternativas ambientalmente seguras para el manejo de NFP, plantea la posibilidad de revalorizar esta biomasa como fuente de compuestos bioactivos con actividad nematicida, como los ITC.

				Los ITC son capaces de actuar sobre nematodos, bacterias, hongos e insectos, y ejercen un efecto biocida (Eugui et al., 2022). Se han identificado más de 130 GSL (Nguyen et al., 2020). El tipo de GSL prevalente varía según la etapa fisiológica del vegetal, las condiciones ambientales durante el crecimiento, las prácticas de manejo poscosecha (Costa-Pérez et al., 2023), el genotipo y el tejido vegetal analizado (Ben Ammar et al., 2023). La glucorafanina es uno de los principales GSL presentes en las hojas de brócoli y puede hidrolizarse a sulforafano, un ITC (Li et al., 2022; Xu et al., 2021). 

				La fermentación de las brasicáceas favorece la disrupción del tejido vegetal, lo que incrementa el contacto entre la enzima MYR y los GSL, promueve su hidrólisis y la formación de ITC (Salas-Millán et al., 2022). Además de la acción de la MYR, la producción de ITC y de otros productos de degradación de los GSL puede ser impulsada por enzimas generadas por bacterias presentes durante la fermentación, como Lactiplantibacillus plantarum y Leuconostoc mesenteroides, cuya actividad funcional es similar a la de la MYR (Qinghang et al., 2023). En la fermentación espontánea del brócoli interviene su microbiota autóctona, dentro de la cual destacan las bacterias acidolácticas (BAL) (Cai et al., 2019; Salas-Millán et al., 2022). 

				Una gestión adecuada de los residuos agroindustriales puede promover la creación de productos con valor agregado, mejorar las condiciones ambientales y contribuir al desarrollo de sistemas productivos más eficientes e integrados (Aimaretti & Ybalo, 2012; FAO, 2019). La elevada biomasa remanente del cultivo de brócoli, junto con la capacidad de las especies del género Brassica de manifestar actividad nematicida con un menor impacto ambiental, representa una alternativa promisoria para la valorización de estos residuos. El objetivo de este trabajo fue evaluar métodos fermentativos de hojas de brócoli para determinar cuál es el más eficiente en la producción de ITC como indicador del potencial nematicida de los materiales fermentados.

				Materiales y métodos

				Materiales

				Las hojas de brócoli (Brassica oleracea var. italica, familia Brassicaceae) se recolectaron en plantaciones ubicadas en el Centro Operativo Experimental Ángel Gallardo del Instituto Nacional de Tecnología Agropecuaria (INTA), Santa Fe, Argentina, entre octubre de 2018 y febrero de 2019. La cosecha se realizó de forma manual y a primera hora de la mañana, cuando la temperatura era baja, inmediatamente después de la extracción comercial de las inflorescencias, momento en el cual las plantas conservaban únicamente el material foliar residual. Se seleccionaron hojas sanas, sin signos de ataque microbiano ni descomposición. Las hojas de brócoli se trasladaron en cajones al laboratorio para su procesamiento.

				Las enzimas celulasas líquidas provenientes de Trichoderma reesei se adquirieron en un local comercial. Las bacterias acidolácticas liofilizadas, constituidas por una combinación de Lactobacillus plantarum, Pediococcus acidilactici y Lactococcus lactis, fueron donadas por la empresa Nexus Agro (Argentina) y se reconstituyeron en agua destilada antes de utilizarse como inóculo en los ensayos de fermentación. Se emplearon reactivos analíticos, entre ellos tiocianato de sodio, ácido nítrico al 65 % p. a., agua destilada, hierro (III) nitrato 9-hidrato p. a., alcohol etílico al 96 % y cloruro de sodio comercial.
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				Procesamiento de las hojas de brócoli para la obtención de ITC

				Con el fin de determinar el mejor método de fermentación para la obtención de ITC, se llevaron a cabo cuatro tipos de fermentaciones: espontánea, asistida por enzimas, láctica y mixta (láctica + asistida por enzimas) (Figura 1). Las hojas de brócoli recolectadas se trituraron utilizando una máquina de corte de vegetales hasta obtener fragmentos de aproximadamente 1 × 1 cm. Posteriormente, se pesaron en una balanza y se colocaron en un fermentador batch de 12 L de capacidad con tapa hasta ocupar el 75 % de su volumen. 

				A cada fermentador se le adicionó 1 % p/p de cloruro de sodio, se dejó reposar la mezcla durante 20 min y se agregó 33 % v/p de agua, en la cual se incorporaron las enzimas y/o las bacterias, según correspondió. La mezcla se homogeneizó y se dejó en reposo dentro del fermentador tapado; ese momento se consideró como tiempo cero. Las fermentaciones se realizaron en una habitación cerrada durante un periodo de 55 h. Se tomaron muestras a las horas 1, 7, 13, 19, 25, 31, 37, 43, 49 y 55 para la medición del pH y el posterior análisis de ITC. Todos los tratamientos se repitieron por duplicado. 

				En la fermentación espontánea, a la biomasa triturada solo se le adicionó cloruro de sodio y agua. Para analizar el efecto de la temperatura de fermentación, dicha variable se fijó en dos valores: 15 °C (F1) y 25 °C, correspondiente a la temperatura ambiente (F2) (Dosz & Jeffery, 2013). Las fermentaciones asistidas por enzimas y/o bacterias se llevaron a cabo a temperatura ambiente (25 °C). En la fermentación enzimática, las enzimas 

			

		

		
			
				
					Figura 1. Diagrama de flujo del procesamiento de las hojas de brócoli y las condiciones de los métodos de fermentación ensayados. Instituto Nacional de Tecnología Agropecuaria (INTA), Ángel Gallardo, Santa Fe, Argentina. 2018-2019.

					BAL: Bacterias acidolácticas. EZ: Fermentación enzimática. ITC: Isotiocianatos. NaCl: Cloruro de sodio.

					Figure 1. Flow diagram of broccoli leaf processing and the operating conditions of the fermentation methods evaluated. National Institute of Agricultural Technology (INTA), Ángel Gallardo, Santa Fe, Argentina. 2018–2019.

					BAL: Lactic acid bacteria. EZ: Enzymatic fermentation. ITC: Isothiocyanates. NaCl: Sodium chloride.
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				líquidas celulasas se adicionaron en dos concentraciones: 2 % v/p (F3) y 4 % v/p (F4). En las fermentaciones lácticas, las BAL se adicionaron en dos concentraciones: 3 % v/p (F5) y 9 % v/p (F6). En las fermentaciones mixtas, se vehiculizaron conjuntamente BAL y celulasas en dos concentraciones: 2 % v/p de celulasas y 3 % v/p de BAL (F7), y 4 % v/p de celulasas y 6 % v/p de BAL (F8).

				Para la toma de muestras, se homogenizó el fermentado y se extrajeron muestras con un cucharón de acero inoxidable desde el fondo hacia la tapa del fermentador en distintos tiempos. Las muestras fueron rotuladas, envasadas en bolsas de polietileno y almacenadas inmediatamente en un congelador a −20 °C hasta el momento de analizar el contenido de ITC. El pH se midió en el momento de toma de cada muestra mediante un pHmetro manual. 

				Determinación colorimétrica de ITC en fermentos

				La determinación de ITC totales se llevó a cabo en el Instituto Nacional de Tecnología Agropecuaria (INTA), Ángel Gallardo, Santa Fe, Argentina, entre octubre de 2018 y febrero de 2019, siguiendo la metodología propuesta por Paul et al. (1986), con ligeras modificaciones. Para la construcción de la curva de calibración (y = 0,0311x, R2 = 0,9894) empleada en la cuantificación indirecta de ITC totales, se adaptó el método propuesto en la Comisión del Codex Alimentarius (1991). Como patrón, se prepararon soluciones estándar de tiocianato de sodio con concentraciones de 6, 12, 18, 24 y 30 ppm. Como reactivo colorimétrico, se preparó una solución de nitrato férrico. 

				Para preparar la solución de nitrato férrico, se disolvieron 8 g de Fe(NO3)3·9H2O en 25 mL de HNO3, se transvasó a un matraz de 50 mL y se llevó a volumen con agua destilada. El HNO3 se preparó tomando 3,5 mL de ácido nítrico al 65 % y completando el volumen hasta 25 mL con agua destilada. Para cada punto de la curva, se tomaron 3 mL de solución estándar y se leyó la absorbancia a 460 nm. Seguidamente, se extrajeron 1,5 mL, se adicionó la misma cantidad (1,5 mL) del reactivo de nitrato férrico y se volvió a medir la absorbancia a 460 nm. La diferencia entre ambas absorbancias correspondió al contenido de ITC presente en la muestra.

				Para la preparación de extractos de brócoli para la determinación de ITC, las muestras congeladas de los fermentos se descongelaron durante el tiempo mínimo necesario para poder manipularlas. Luego, se procesaron con una juguera y al jugo obtenido se le realizó una extracción 1:1 con etanol al 75 % v/v durante 10 min. La mezcla se centrifugó por 15 min a 3000 rpm y, del sobrenadante, se tomaron 3 mL, cuya absorbancia se midió en un espectrofotómetro con un rango de longitud de onda de 340-1000 nm y un ancho de banda espectral de 5 nm a 460 nm. Seguidamente, se retiraron 1,5 mL de la cubeta, se adicionó igual cantidad de reactivo colorimétrico y se volvió a medir la absorbancia a 460 nm. Con la diferencia entre ambas absorbancias, se calculó la concentración de ITC en función de la curva de calibración.

				Análisis estadístico

				Los resultados se evaluaron utilizando análisis de varianza (ANDEVA) de uno y dos factores, asumiendo una distribución normal con un nivel de confianza del 95 %. En las fermentaciones espontáneas, los factores incluidos en el análisis fueron la temperatura y el tiempo, mientras que en las fermentaciones asistidas fueron la concentración del inóculo y el tiempo. Las variables de respuesta analizadas fueron la concentración de isotiocianatos y el pH. 

				Antes de aplicar el ANDEVA, se verificaron los supuestos de normalidad de los residuos y de homogeneidad de varianzas mediante las pruebas de Shapiro-Wilk y Levene, respectivamente. Cuando se detectaron diferencias significativas (p < 0,05), las medias se compararon mediante la prueba post hoc de Tukey. Cada determinación experimental se realizó por duplicado y los resultados se expresaron como media ± desviación estándar. Los análisis estadísticos se efectuaron en R, versión 3.6.0.
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				Resultados

				Fermentación espontánea

				La variación en la concentración de ITC a lo largo del tiempo fue similar en ambas temperaturas evaluadas (Figura 2A). Tanto en la fermentación espontánea a 15 °C (F1) como en la fermentación a 25 °C (F2), la concentración se mantuvo estable durante las primeras horas del proceso, principalmente en F2. A partir de las 25 h, se observó una mayor fluctuación y una diferencia significativa a las 43 h (p < 0,05), con una concentración de ITC en F2 superior a la presente en F1.

			

		

		
			
				
					Figura 2. Fermentación espontánea a dos temperaturas: 15 °C (F1) y 25 °C (F2). A) Variación de la concentración de ITC. B) Variación del pH. Instituto Nacional de Tecnología Agropecuaria (INTA), Ángel Gallardo, Santa Fe, Argentina. 2018-2019.

					Las barras de error corresponden a ± desviación estándar de dos determinaciones. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos para un mismo tiempo de muestreo (p < 0,05).

					Figure 2. Spontaneous fermentation at two temperatures: 15 °C (F1) and 25 °C (F2). A) Variation in ITC concentration. B) pH variation. National Institute of Agricultural Technology (INTA), Ángel Gallardo, Santa Fe, Argentina. 2018–2019.

					Error bars represent ± standard deviation of two determinations. Different letters indicate significant differences among treatments at the same sampling time (p < 0.05).
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				En lo que respecta a la evolución del pH en función del tiempo mostrada en la Figura 2B, entre las horas 7 y 13 no se observaron diferencias significativas (p > 0,05) entre ambos procesos de fermentación. A partir de la hora 13 y hasta el final del proceso, el pH fue inferior en F2 (p < 0,05), ubicándose por debajo de 5,0, lo que coincidió con la mayor inestabilidad en la producción de ITC, principalmente a partir de la hora 25. Con base en estos resultados, se empleó la fermentación espontánea a 25 °C para comparar el efecto de las distintas fermentaciones asistidas que se detallan a continuación.

				Fermentación enzimática

				Tanto en la fermentación con 2 % v/p de enzimas celulasas (F3) como en la fermentación con 4 % v/p de enzimas celulasas (F4), el pico máximo de concentración de ITC ocurrió a las 25 h del proceso, momento en que el pH fue cercano a 5,0 (Figura 3). Luego de esa hora, la concentración de ITC en todas las fermentaciones mostró una variabilidad más pronunciada, sin diferencias significativas entre F3 y F4 (p > 0,05). El pH de F4 fue inferior al de F3 a lo largo del tiempo evaluado, con diferencias significativas (p < 0,05) en múltiples puntos: 7, 13, 19, 43 y 55 h.

				Las fermentaciones asistidas por enzimas alcanzaron el pH máximo a las 7 h del proceso, con valores de 6,3 para F3 y 5,7 para F4. Luego, se observó un descenso abrupto del pH en ambos casos, el cual se estabilizó a partir de las 43 h en valores de 4,5 para F3 y 4,3 para F4. El intervalo de pH considerado óptimo para la producción de ITC, entre 5,0 y 7,0 (Andini et al., 2020), se mantuvo hasta las 13 h en F4 y hasta las 19 h en F3. En ambos casos, luego de las 25 h, el pH se ubicó por debajo del intervalo óptimo.

				Fermentación láctica

				No se observaron diferencias significativas (p > 0,05) en la concentración de ITC entre F5 (3 % v/p de BAL) y F6 (9 % v/p de BAL) en los distintos tiempos evaluados (Figura 4A). El intervalo de pH considerado óptimo para la producción de ITC, entre 5,0 y 7,0, se registró durante las primeras 13 h de ambas fermentaciones (Figura 4B). El pH inicial en ambas concentraciones fue de 5,6 y descendió a un valor inferior a 5,0 a partir de las 19 h. A partir de las 25 h, se observó una diferencia significativa (p < 0,05) entre ambas fermentaciones, con valores menores de pH para F6.

				Fermentación mixta

				No se observaron diferencias significativas (p > 0,05) en la producción de ITC entre la fermentación mixta F7 (3 % v/p de BAL y 2 % v/p de celulasas) y F8 (6 % v/p de BAL y 4 % v/p de celulasas). La concentración de ITC comenzó a fluctuar a partir de las 19 h en ambos procesos fermentativos (Figura 5A). Desde el tiempo inicial hasta las 13 h, el pH se mantuvo dentro del rango óptimo para ambas fermentaciones (Figura 5B). Se produjo un pico de pH alrededor de las 7 h, seguido de una disminución. A partir de las 37 h del proceso, la fermentación mixta F8 mostró mayor acidificación que la F7 (p < 0,05).
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				Figura 3. Fermentaciones con dos concentraciones de enzimas celulasas: 2 % v/p (F3) y 4 % v/p (F4). A) Variación de la concentración de ITC. B) Variación del pH. Instituto Nacional de Tecnología Agropecuaria (INTA), Ángel Gallardo, Santa Fe, Argentina. 2018-2019.

				Las barras de error corresponden a ± desviación estándar de dos determinaciones. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos para un mismo tiempo de muestreo (p < 0,05).

				Figure 3. Fermentations with two cellulase enzyme concentrations: 2 % v/w (F3) and 4 % v/w (F4). A) Variation in ITC concentration. B) pH variation. National Institute of Agricultural Technology (INTA), Ángel Gallardo, Santa Fe, Argentina. 2018–2019.

				Error bars represent ± standard deviation of two determinations. Different letters indicate significant differences among treatments at the same sampling time (p < 0.05).
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				Figura 4. Fermentaciones con dos concentraciones de bacterias acidolácticas: 3 % v/p (F5) y 9 % v/p (F6). A) Variación de la concentración de ITC. B) Variación del pH. Instituto Nacional de Tecnología Agropecuaria (INTA), Ángel Gallardo, Santa Fe, Argentina. 2018-2019.

				Las barras de error corresponden a ± desviación estándar de dos determinaciones. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos para un mismo tiempo de muestreo (p < 0,05).

				Figure 4. Fermentations with two lactic acid bacteria concentrations: 3 % v/w (F5) and 9 % v/w (F6). A) Variation in ITC concentration. B) pH variation. National Institute of Agricultural Technology (INTA), Ángel Gallardo, Santa Fe, Argentina. 2018–2019.

				Error bars represent ± standard deviation of two determinations. Different letters indicate significant differences among treatments at the same sampling time (p < 0.05).
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					Figura 5. Fermentaciones mixtas con 2 % v/p de enzimas celulasas y 3 % v/p de bacterias acidolácticas (BAL) (F7), y 4 % v/p de enzimas celulasas y 6 % v/p de BAL (F8). A) Variación de la concentración de ITC. B) Variación del pH. Instituto Nacional de Tecnología Agropecuaria (INTA), Ángel Gallardo, Santa Fe, Argentina. 2018-2019.

					Las barras de error corresponden a ± desviación estándar de dos determinaciones. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos para un mismo tiempo de muestreo (p < 0,05).

					Figure 5. Mixed fermentations with 2 % v/w cellulase enzymes and 3 % v/w lactic acid bacteria (LAB) (F7), and 4 % v/w cellulase enzymes and 6 % v/w LAB (F8). A) Variation in ITC concentration. B) pH variation. National Institute of Agricultural Technology (INTA), Ángel Gallardo, Santa Fe, Argentina. 2018–2019.

					Error bars represent ± standard deviation of two determinations. Different letters indicate significant differences among treatments at the same sampling time (p < 0.05).
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				Comparación entre fermentación espontánea y fermentaciones asistidas

				No se observaron diferencias significativas (p > 0,05) en la concentración de ITC entre las muestras de fermentos obtenidas mediante fermentación espontánea (F2) y aquellas producidas mediante fermentaciones asistidas con BAL. Tampoco se detectaron variaciones significativas entre F2 y las fermentaciones asistidas por enzimas celulasas y las mixtas. Este comportamiento se mantuvo de manera consistente en los distintos tiempos de evaluación considerados (Figura 6).

				Discusión

				Durante las fermentaciones espontáneas, los valores de pH se mantuvieron dentro del rango 4,0-7,0 reportado para la fermentación de brócoli (Andini et al., 2020; Cai et al., 2019; Dosz & Jeffery, 2013). La producción de ITC hasta la hora 19 en ambas temperaturas evaluadas coincidió con el intervalo de pH asociado con una mayor formación de estos compuestos (Dosz & Jeffery, 2013). La estabilidad en la producción de ITC observada en las primeras horas, principalmente en la fermentación llevada a cabo a 25 °C, podría vincularse con valores de pH entre 5,0 y 6,3, considerados óptimos para la generación de ITC (Andini et al., 2020; Dosz & Jeffery, 2013). 

			

		

		
			
				
					Figura 6. Comparación de la concentración de ITC en función del tiempo entre las muestras de fermentos obtenidas mediante fermentación espontánea (F2) y fermentaciones asistidas por enzimas (F3 y F4), por bacterias (F5 y F6) y por una combinación de enzimas y bacterias (F7 y F8). Instituto Nacional de Tecnología Agropecuaria (INTA), Ángel Gallardo, Santa Fe, Argentina. 2018-2019.

					No se observaron diferencias significativas entre los métodos de fermentación en ninguno de los tiempos evaluados (p > 0,05). 

					Figure 6. Comparison of ITC concentration over time among samples obtained through spontaneous fermentation (F2), enzyme-assisted fermentations (F3 and F4), bacteria-assisted fermentations (F5 and F6), and fermentations assisted by a combination of enzymes and bacteria (F7 and F8). National Institute of Agricultural Technology (INTA), Ángel Gallardo, Santa Fe, Argentina. 2018–2019.

					No significant differences were observed among the fermentation methods at any of the evaluated time points (p > 0.05).
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				Las fermentaciones espontáneas utilizan la microbiota autóctona del brócoli, conformada principalmente por BAL (Cai et al., 2019; Salas-Millán et al., 2022). La evolución del pH observada a ambas temperaturas podría relacionarse con la actividad metabólica de estas bacterias, tal como lo señalan Zdziobek et al. (2023). A 25 °C, la mayor actividad metabólica de las BAL podría haber provocado un agotamiento más rápido de los nutrientes fermentables y una mayor producción de ácidos orgánicos, lo que habría conducido a una disminución más pronunciada del pH, mientras que a 15 °C la actividad más lenta habría favorecido un consumo gradual de los nutrientes. 

				El uso de enzimas celulasas podría favorecer el proceso mediante la ruptura de la pared celular vegetal (Du et al., 2021), mientras que la adición de BAL facilitaría la conversión de GSL en ITC mediante enzimas (Cai et al., 2019). En tejidos vegetales, la producción de ITC se incrementa a expensas de la disminución de GSL como consecuencia del daño mecánico y/o de la liberación de mirosinasa endógena durante la fermentación (Salas-Millán et al., 2022; Szutowska et al., 2021). 

				No se observaron diferencias significativas en la concentración de ITC totales entre las fermentaciones asistidas con distintas proporciones de enzimas y/o BAL, ni entre estas y la fermentación espontánea. En las condiciones evaluadas, la ruptura de la pared celular por acción de enzimas celulasas y la adición de BAL en concentraciones superiores a las presentes de forma natural en la microbiota del brócoli no modificaron la producción de estos compuestos. Resultados similares fueron reportados por Iga-Buitrón et al. (2023), quienes tampoco encontraron diferencias al comparar fermentaciones espontáneas y asistidas por BAL. 

				Los resultados sugieren que la hidrólisis de GSL a ITC podría haberse producido principalmente durante el corte del tejido vegetal, lo que habría facilitado la interacción entre la mirosinasa y los GSL (Ilahy et al., 2020; Westphal et al., 2017). Los hallazgos podrían explicarse por el hecho de que las BAL adicionadas debieron competir con las autóctonas y también superar el crecimiento de microorganismos patógenos y de descomposición, lo que podría haber limitado su actividad en condiciones en las que estos microorganismos estaban presentes.

				Conclusiones

				La fermentación espontánea de hojas de brócoli a temperatura ambiente fue el método más eficiente para la producción de isotiocianatos, al alcanzar concentraciones comparables a las obtenidas mediante fermentaciones asistidas, sin requerir el control de la temperatura ni la adición de bacterias acidolácticas o enzimas. Bajo las condiciones evaluadas, la microbiota autóctona fue suficiente para favorecer la formación de compuestos con potencial bionematicida. En este contexto, la fermentación espontánea durante 19-20 h a temperatura ambiente (20-25 °C) constituye la alternativa más simple y económica para la obtención de materiales fermentados y su potencial aplicación en el manejo de nematodos, ya que coincide con el período de mayor estabilidad de los ITC y facilita su implementación por parte de los productores.
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				Westphal, A., Riedl, K. M., Cooperstone, J. L., Kamat, S., Balasubramaniam, V. M., Schwartz, S. J., & Böhm, V. (2017). High-pressure processing of broccoli sprouts: Influence on bioactivation of glucosinolates to isothiocyanates. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 65(39), 8578-8585. https://doi.org/10.1021/acs.jafc.7b01380

				Xu, X., Bi, S., Lao, F., Chen, F., Liao, X., & Wu, J. (2021). Induced changes in bioactive compounds of broccoli juices after fermented by animal- and plant-derived Pediococcus pentosaceus. Food Chemistry, 357, Artículo 129767. https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2021.129767

				Zdziobek, P., Jodłowski, G. S., & Strzelec, E. A. (2023). Biopreservation and bioactivation juice from waste broccoli with Lactiplantibacillus plantarum. Molecules, 28(12), Artículo 4594. https://doi.org/10.3390/molecules28124594

			

		

	OEBPS/image/9.png





OEBPS/image/Figura_2.png
<

v o v o

(wdd) 511 9p uoERUAUCD

19 25 31 37 43 49 55
Tiempo (h)

13

F2

- Fl

19 25 31 37 43 49 55
Tiempo (h)

13





OEBPS/toc.xhtml

		
			
			


		
		
		Lista de páginas


			
						1


						2


						3


						4


						5


						6


						7


						8


						9


						10


						11


						12


						13


						14


						15


			


		
		
		Puntos de referencia


			
						Cover


			


		
	

OEBPS/image/Figura_6.png
40

35

Concentracién de ITC (ppm)

25
Tiempo (h)

31

37

p—_

a3

a9

- ef8

55





OEBPS/image/logodorado.png





OEBPS/image/Creative_Commons.png





OEBPS/image/Figura_3.png
F3 —---- F4

19 25 31 37 43 49 55

13

9 w©v o

v o w©

(wdd) 91} ap uoiveUAOUOD

Tiempo (h)

- F4

F3

25 3 37 43 49 55

9

13

Tiempo (h)





OEBPS/image/Figura_5.png
F8

—

<

o
<

w o v o B
S e Q& Q-

(wdd) 91| ap uoioenuasuoy

o ©

19 25 31 37 43 49 55
Tiempo (h)

13

F8

R iLd

19 25 31 37 43 49 55
Tiempo (h)

13





OEBPS/image/firma_vertical_cmyk.png
UNIVEI:(S;DAD DE
COSTARICA





OEBPS/image/Figura_4.png
Concentracion de ITC (ppm)

pH

25
20
15

10

19

25 31

Tiempo (h)

25 31

Tiempo (h)

37

37

43

43

49

56






OEBPS/image/Figura_1.png
Hojas de brécoli

Espontanea

Enzimatica
(€2)
2%up
4% vip

Determinacion de ITC y pH en el tempo

1% pip de NaClz
33 % vip de agua






OEBPS/image/1.png
Agronomia Mesoamericana

@ Articulo cientifico
UNIVERSIDAD DE ‘Volumen 37: Articulo vqvmkf75, 2026
COTRIA ISSN 2215-3608, https://doi.org/10.15517/vqumke75

Evaluacién de métodos fermentativos de hojas de Brassica oleracea var.
italica con potencial bionematicida”

Evaluation of fermentation methods for Brassica oleracea var. italica leaves with
bionematicidal potential

Natalia Celia Giacomino’, Betiana Bergia®, Daniela Cecilia Franz, Eleodoro Eduardo del Valle®*,
Nora Rosa Aimaretti’

Recepeién: 20 de abril, 2026. Aceptacién: 29 de julio, 2026. El trabajo formé parte de la tesis de grado de la primera autora, presentada para
optar al titulo de Licenciada en Biotecnologfa en la Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional del Litoral
(UNL), Santa Fe, Argentina

Universidad Nacional del Litoral (UNL), Facultad de Bioquimica y Ciencias Biolgicas. Santa Fe, Argentina. nati_giacomino@hotmail com
(hitps:/orcid.org/0009-0007-3771-6562); naimaretti@fbcb.unl.edu.ar (https://orcid org/0000-0001-8108-2885).

Universidad del Centro Educativo Latinoamericano (UCEL). Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET)
Rosario, Argentina. bbergia@ucel.edu.ar (autora para correspondencia; hitps://orcid.org/0009-0004-5100-4703)

Universidad Nacional del Litoral (UNL), Facultad de Ciencias Agrarias. Esperanza, Argentina. danielafranzi22@gmail.com (https://orcid.
0r/0000-0001-5333-4512); edelvalle@fca.unl edu.ar (https://orcid.org/0000-0003-3972-1721).

Instituto de Ciencias Agropecuarias del Litoral (ICAGRO-LITORAL). Esperanza, Argentina

Resumen

Introduccién. En el cultivo de brécoli (Brassica oleracea var. italica, familia Brassicaceac), las hojas
constituyen un remanente con alto contenido de glucosinolatos, precursores de isotiocianatos (ITC) con potencial
actividad nematicida. La fermentacién puede favorecer la formacién de ITC; sin embargo, existe informacién limitada
sobre el efecto de distintos métodos fermentativos. Objetivo. Evaluar métodos fermentativos de hojas de brécoli para
determinar cudl es el ms eficiente en la produccién de ITC como indicador del potencial nematicida de los materiales
formentados. Materiales y métodos. Los ensayos se realizaron en el Instituto Nacional de Tecnologfa Agropecuaria
(INTA), Angel Gallardo, Santa Fe, Argentina, entre octubre de 2018 y febrero de 2019. Hojas de brécoli fueron
recolectadas, trituradas y sometidas a fermentacién espontanea a 15 y 25 °C, y a fermentacién lictica, enzimatica y
mixta a 25 °C. Cada fermentacién s desarrollé durante 55 h, con muestreos cada 6 h para el andlisis de ITC y pH.
Los ITC se analizaron mediante extraccién 1:1 con etanol al 75 %, seguida de centrifugacién. La cuantificacién se
efectud por espectrofotometria a 460 nm utilizando nitrato férrico y una curva de calibracién (6-30 mg/L) preparada
con esténdares de tiocianato de sodio. Resultados. La fermentacién esponténea mostré un comportamiento similar
215y 25 °C, con mayor estabilidad de ITC durante las primeras 19-25 h, periodo que coincidié con valores de pH
entre 5,0 y 6,0. Las fermentaciones asistidas no incrementaron la concentracién de ITC respecto de la esponténea (p >
0,05), pese a una mayor acidificacién del medio. Conclusiones. La fermentacién espontanea a temperatura ambiente
durante 1920 h fue la alternativa més simple y econdmica para obtener fermentados con potencial bionematicida
para el mancjo de nematodos, al alcanzar concentraciones de ITC comparables a las de las fermentaciones asistidas y
aprovechar el periodo de mayor estabilidad de estos compuestos.

Palabras clave: residuos horticolas, isotiocianatos, bacterias acidolacticas, celulasas, nematicida, Brassicaceae.
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