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RESUMEN

Las fresas comerciales (Fragaria x ananassa) son un fruto muy reconocido y
cosechado en Costa Rica, en donde la busqueda de la mejora de la calidad es constante. Por
eso, se esté estudiando la importancia de la radiacion artificial y la calidad del agua, debido
a que se ha demostrado que estos son factores importantes que alteran las propiedades de
estos frutos. Este proyecto de investigacion tuvo como objetivo evaluar los factores de
radiacion incidente y calidad del agua de riego en el proceso productivo de fresas como
insumos para la optimizacion de las propiedades fisicoquimicas y el tamafio de las fresas, por
medio de hidroponia en el sector de Vara Blanca de Heredia. Para cumplir este objetivo se
analiz6 inicialmente los parametros del agua de la Quebrada Azufre, mediante el sistema
holandés y NSF, ademas se determind su calidad mediante el Reglamento N° 33903 de Costa
Rica, en donde estos parametros confirmaron la presencia de contaminantes, obteniendo una
clasificacion de un agua "No utilizable" para las frutas de frutas que son ingeridas sin
eliminacion de la cascara, segun el reglamento costarricense. Posteriormente, se analizo el
efecto que poseen los invernaderos y los diferentes tipos de radiacién incidente en el
crecimiento y las propiedades de las fresas, para luego realizar un analisis financiero que
asegurara un costo-beneficio positivo al implementar luces LED industriales en la parcela.
Estos los resultados confirmaron que los invernaderos permitieron la reduccién de la
radiacion solar directa en méas de un 50 % en la parcela. Sin embargo, los resultados no
mostraron diferencias significativas en la radiacion artificial entre las zonas evaluadas.
Asimismo, el analisis financiero sugiere que la instalacion de radiacion artificial puede
generar ganancias a pesar de la alta inversion inicial. Finalmente, se realizaron analisis
fisicoquimicos en las fresas para evaluar si existen diferencias significativas en el tamafio y
las propiedades de las fresas, al exponerse a distintos tipos de radiacion incidente en donde
se obtuvo un incremento de hasta 64 % en las concentraciones de antocianinas totales en
fresas pero sin una diferencia significativa en la variacion de las concentraciones de azlcares
y polifenoles totales utilizando radiacion artificial, en donde se sugiere el uso de bombillos
LED para optimizar estas propiedades fisicoquimicas.
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CAPITULOI. INTRODUCCION

A. Antecedentes y justificacion

Las fresas comerciales (Fragaria x ananassa) son un fruto muy reconocido y
cosechado a nivel mundial por su atractiva apariencia, interesante sabor y sus altos valores
nutricionales. La fresa comercial actual surge en Versalles, Francia en 1700, al crear un
hibrido de dos especies, una de Estados Unidos y otra de Chile, *. Este fruto estd compuesto
por 95 % agua y por distintos porcentajes de lipidos, azlicares, vitaminas y minerales 2

El cultivo de fresas a nivel mundial ha tomado gran relevancia por su capacidad para
regular los niveles de azucar en la sangre al ralentizar la digestion, controlar la ingesta de
calorias por su efecto saciante, jugar un papel crucial en la entrega de micronutrientes, como
la Vitamina C y el &cido félico, asi como sus capacidades antiproliferativas celulares, control
de lipoproteinas y proteccion cardiovascular®®, A nivel comercial, las fresas frescas son muy
consumidas, asi como también se utilizan como un insumo muy importante para producir
chocolates, jaleas, helados, tartas y batidos, sin embargo, se debe de recalcar que su sabor ha
demostrado ser la variable principal para su consumo y compra *°

Las fresas proveen nutrientes y beneficios para la salud humana debido a su
composicion quimica, donde se encuentran los antioxidantes, la vitamina B6, el acido elagico
y el acido fdlico ® Asimismo, los principales compuestos que le dansu particular color, sabor
y olor son los polifenoles, principalmente las proantocianidinas, flavonoides, antocianinas y
varios otros compuestos fenélicos °.

Para inducir la floracion de las plantas de fresas se necesita bajas temperaturas (entre
los 10 °C y los 20 °C) y zonas de produccion ubicadas entre los 1300 m y los 2000 m sobre
el nivel del mar 7. Adicionalmente, para tener fresas con altacalidad se necesita controlar
variables como la concentracion de antocianina, el valor de pH del agua, la temperatura y la
luz 8. Porestarazon, en Costa Rica las fresas se cultivan en zonas como Vara Blanca de Heredia,
San José de la Montafia y San Isidro de Coronado ’

El cultivo de fresas en Costa Rica ha tomado un gran auge y cada vez son mas los
agricultores de zonas montafiosas del pais que deciden cultivar este fruto. Un ejemplo de este
caso son la parcela #9 de la familia Villegas Molina ubicada en el proyecto de desarrollo rural
Gamaliel en Vara Blanca de Heredia, el cual posee un invernadero donde realiza el
crecimiento de fresas por hidroponia, obteniendo el agua de riego de la quebrada Azufre. El
cultivo de las fresas se realiza con esquejes, las cuales son cultivadas por medio de
micropropagacion para disminuir el tiempo de crecimiento a tres meses y aumentar la
produccion.
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Ademas, esta empresa desea diferenciar su técnica de cultivo de la competencia, es por
esta razon que se desea investigar la posibilidad de mejorar las propiedades y el tamafio de
las fresas al introducir sistemas de iluminacion artificial, el cual incrementara el tiempo de
iluminacion de las plantas, cuando la nubosidad aumenta y la radiacion solar es limitada. Esta
tecnologia ha sido exitosa en cultivos en invernaderos de zonas nordicas y antarticas en donde
laradiacion solar es limitada y han visto en la luz artificial un medio para lograr la produccion
de variados frutos como lechugas y fresas °.

Adicionalmente, se desea determinar la calidad del agua de la quebrada que suministra
el riego de los cultivos por hidroponia para el periodo de produccion comercial de las fresas,
esto debido a que la empresa se encuentra interesada en determinar si cumple con las
caracteristicas necesarias para ser utilizada como agua de riego paralas fresas. Por esta razon, el
objetivo de este proyecto de graduacion es determinar la factibilidad de utilizar el agua
superficial disponible en la zona y la luz artificial, en los cultivos de fresa por sistemas
hidropdnicos en invernaderos en la zona de Vara Blanca de Heredia, con el propésito de
implementar una nueva tecnologia que mejore las propiedades y el tamafio de los frutos, al
igual que produzca una reduccion en el tiempo de produccion de las fresas.

B. MARCO TEORICO

1.1. Micropropagacion de las fresas

Las técnicas de micropropagacion han permitido solventar la necesidad de buscar
métodos in-vitro para reducir los costos de produccion y aumentar la eficiencia de los
cultivos, permitiendo en la actualidad que esta metodologia sea una tarea rutinaria en muchos
laboratorios comerciales °. Esta tecnologia genera semillas en la parte externa del
receptaculo de las flores de fresa, las cuales propician el crecimiento del receptaculo por
medio de la fertilizacion exitosa de los dculos en un ambiente controlado 1.

La micropropagacion en fresas surgio 1974, debido a que los hongos del suelo causaban
mucho dafio a los cultivos, por esta razon la ciencia demostro que las plantas criadas in-vitro
produjeron mas estolones por planta en poco tiempo, haciendo que muchos viveros europeos
se interesaran en esta técnica y se expandiera la tecnologia alrededor del mundo **!. Esto
generd que durante los siguientes 10 afios se alcanzara los 7.5 millones de plantas
micropropagadas solo en Alemania y se produjera una gran parte de los mil millones de
plantas de fresa cultivadas anualmente en el mundo durante ese periodo 2 En la actualidad,
esta tecnologia ha venido a suplir las necesidades de un consumidor cada vez mas exigente,
permitiendo en los cultivos un aumento en la adaptacion a diferentes condiciones climéticas
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y nuevos sistemas de cultivo, en donde se incluyen campos abiertos e invernaderos, asi como
la introduccion de propiedades para crear alimentos saludables de alta calidad. Esta
tecnologia en sus estudios ha demostrado un aumento del 10 % en la productividad en
comparacion con la propagaciontradicional, incluso en condiciones hidroponicas 2.

A nivel comercial, la micropropagacion, a pesar de ser una técnica méas cara que la
propagacion tradicional, muestra beneficios dada su capacidad de multiplicar la produccién
rapidamente sin generar la proliferacion de virus y una capacidad mejorada de las plantas
para producir estolones para la siembra en el campo *. Esta tecnologia ha sido aplicada para
cultivar fresas en invernaderos debido a que reducen el estado sanitario de las plantas al
proteger los frutos de nuevas infecciones, acelerar la produccion inicial de nuevos cultivos
para satisfacer la demanda del mercado y la facilidad de utilizar plantas frescas con el objetivo
de ser utilizadas en la produccion programada fuera de temporada 2.

En el caso de la parcela Villegas Molina, se cultivan la variedad de fresas “San
Andreas” por micropropagacion. Esta variedad es muy firme, con color rojo medio brillante,
aroma afrutado y un sabor dulce con una ligera acidez. Ademas, el laboratorio productor de
los esquejes indica que necesita poca necesidad de frio en viveros y es muy resistente a
enfermedades, permitiendo también adaptarse a distintos sistemas de cultivos, fechas de
plantacion y garantiza producir fruta durante todo el afio en distintos paises del mundo 3.
Investigaciones también han determinado gue el ciclo completo del crecimiento de las fresas
por micropropagacion posterior a sembrar las plantas se completa entre 14 semanas a 15
semanas en invernaderos 1. Asi, se demuestra la importancia de crecer las plantas de fresas
por el método micropropagacion en la zona de Vara Blanca, Heredia.

1.2. Crecimiento de fresa por hidroponia en viveros

1.2.1. Sistema hidropdnico en viveros

La tendencia en la actualidad a nivel agronémico es la de cultivar con sustratos en un
sistema cerrado, con recirculacién de nutrientes, debido a los problemas econémicos y
ambientales que conlleva el cultivo en suelos abiertos a la intemperie 4. Por eso, se esta
popularizando el cultivo por hidroponia en viveros, el cual es una técnica de cultivo de
plantas en donde las raices se colocan en una disolucion nutritiva con o sin soporte mecanico
de raices °. En este sistema de nutricion, la planta es alimentada mediante una disolucion
organica o inorganica, que es agregada al medio de cultivo 6.

La razén de utilizar invernaderos se popularizé debido a que protege los frutos de las
condiciones exteriores potencialmente dafiinas, como la baja o la alta radiacion solar,
temperaturas extremas, fuertes lluvias ademas de presencia de plagas y enfermedades; ademas
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que permite controlar facilmente el vapor de agua requerido, la concentracion de dioxido de

carbono (CO2)y las condiciones de flujo de aire, representando una extension del periodo de
cosecha y una mejora en la calidad de la fruta . Adicionalmente, acoplar un sistema
hidroponico en un vivero trae otros beneficios como la conservacion sustancial del agua, la
produccidn durante todo el afio, un alto rendimiento y el uso minimo de pesticidas, incluso
en areas con condiciones de crecimiento adversas 8,

Utilizar un sistema hidroponico en viveros para el crecimiento de fresas ha demostrado
resultados positivos durante afios, proporcionando productos comestibles de mayor calidad
y seguridad alimentaria; demostrando que hasta las hojas de las plantas de fresas son seguras
para el consumo humano debido a que son una fuente potencial de minerales esenciales y no
esenciales 8.

1.2.2. Sustrato hidropénico

Un factor importante para el crecimiento de las plantas y asegurar su nutricion y eco-
sustentabilidad es la seleccion del medio de cultivo o sustrato hidroponico, ya que este
determinara el rendimiento de crecimiento del fruto *°. En el sustrato hidropénico se le agrega
la disolucion nutritiva que contiene todos los elementos esenciales que necesita una planta
para su normal crecimiento y desarrollo. Este es un medio inerte organico o inorganico como:
arena, arcilla expandida, grava, vermiculita, fibra de coco, turba de coco o aserrin 2.

Para el crecimiento de fresas en sistemas hidropdnicos, uno de los sustratos mas
utilizados es la fibra de coco, debido a que por su caracter fisico y quimico posee una
excelente porosidad, interaccidn nula con los nutrientes provenientes de la fertilizacion, larga
durabilidad sin alteraciones en sus caracteristicas fisicas, posibilidad de esterilizacion vy,
ademas es una materia prima abundante, renovable y de bajo costo 4. Adicionalmente,
estudios han demostrado que cultivar las fresas en fibra de coco, aumenta el contenido de
fructuosa, sacarosa y glucosa en la fresa, traduciéndose en un mayor dulzor y mejores
propiedades de la fruta, asi como también produce una mayor firmeza del fruto para su
manipulacion postcosecha 2. También, se ha demostrado que, al utilizar la fibra de coco
como sustrato hidropdnico en invernaderos irradiados con luz artificial, el contenido de
antocianinas es alto, obteniendo una buena calidad de frutos ’.

1.3. Efecto de la radiacién incidente en el crecimiento de fresas

Las plantas necesitan de la luz solar para su crecimiento; sin embargo, se deberia tener
unbalance debido a que una luz excesiva dafia las estructuras fotosintéticas e inhibe la
fotosintesis debido a que la energia se acumula dentro del cloroplasto y puede conducir a la
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generacion de especies reactivas de oxigeno como superéxido (O2™) y Peroxido de hidrégeno
(H202). Por otra parte, si la radiacion es baja, aparecen sintomas de etiolacion y la fotosintesis
no puede funcionar de manera eficiente 1°. Especificamente, las plantas de fresas muestran
una correlacion negativa al existir una alta radiacion solar y altas temperaturas, disminuyendo
el desarrollo del pigmento rojo en la fruta, el rendimiento y la calidad de la fruta. Esto debido
a que las plantas usan un sistema de fitocromos para detectar el nivel, la intensidad, la
duracion y el color de la luz ambiental para ajustar su fisiologia 2222,

La literatura ha demostrado que las plantas muestran cambios morfoldgicos y
fisiologicos en las regiones visibles del espectro de luz entre el azul y el rojo, debido a las
respuestas de los criptocromos y los fitocromos de las plantas, mostrando un crecimiento y
una floracion positiva en diferentes cultivares de fresas 22. A partir de esto, la tecnologia ha
creado la iluminacién artificial de luz por diodos (LED), los cuales permiten emitir en la
maxima eficiencia de radiacion fotosintéticamente activa (PAR, por sus siglas en el idioma
inglés) de las plantas. Por esta razon, se han creado luces LED azul, verde, amarillo, naranja,
rojo y rojo lejano, donde se pueden combinar para proporcionar una alta fluencia (energia
total del haz de luz dividido por una unidad de area) 1% sin embargo, la intensidad luminica
recomendada para estos focos es de 90 pmol - m - s en la etapa de enraizamiento y 270
umol - m2-sen laetapa de plantula de la planta de fresas 2.

Se debe de considerar que, al utilizar la electricidad para el crecimiento de cultivos, esto
puede representar entre el 70 % y el 80 % del consumo eléctrico total, razén por la cual es
necesario determinar la combinacion éptima de intensidad de luz para obtener una
produccion eficiente 24, Por esta razon, es importante controlar la densidad de flujo de fotones
fotosintéticos debido a que esta genera un aumento en el contenido de clorofila y la tasa
fotosintética neta, disminuyendo los costos de produccion *°. A partir de lo anterior, resulta
imprescindible analizar la cantidad y tipo de radiacidn que reciben las fresas para mejorar sus
propiedades, sin dejar de lado el control estricto del consumo eléctrico para obtener una
produccion eficiente.

1.4. Generalidades de la radiacion para el crecimiento de plantas

Conocer el efecto de la radiacion y la intensidad luminica para los procesos
fotosintéticos en las plantas resulta de vital importancia debido a que son factores que
determinan el tiempo de produccion y la calidad de los frutos obtenidos. Asi las cosas, en el
area de agricultura se han investigado la relacion entre el espectro de radiacion incidente y
los pigmentos captadores de luz. Entre los principales pigmentos en las plantas estan las
clorofilas y los carotenoides 2.
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Entre las principales clorofilas presentes en los organismos fotosintéticos oxigéenicos,
como las plantas de fresas, se encuentra la clorofila A, la cual esta presente en el centro de
reaccion y en los complejos captadores de luz de las plantas, asi como la clorofila B, que es
considerada la segunda clorofila mas abundante en estos tipos de organismos 2. Es
importante estudiar el espectro de absorcion de luz de estas clorofilas en plantas, debido a
que cada una reacciona de manera diferente al espectro de luz y esto podria afectar el proceso
de fotosintesis de las plantas y de absorcion de luz para producir energia 25. Sin embargo,
como la mayoria de las clorofilas no absorben radiacion en el PAR de las plantas (400 nm a
700 nm), Mcrees definid en 1972 el Espectro de Accion Mcrees, el cual mide la eficacia de
la luz en la tasa fotosintética en funcion de la longitud de onda en el rango PAR de las plantas.
Este espectro en la actualidad es cominmente utilizado como un espectro de referencia para
la fotosintesis de las plantas "%,

Entre los distintos parametros que permiten medir la intensidad de la luz ademaés del
PAR que, es la banda en la cual las plantas convierten la energia luminosa del sol en formas
bioldgicamente Utiles a través de la fotosintesis, también se encuentra la densidad de flujo
de fotones fotosintéticos (PPFD), el cual mide el flujo de fotones que cae dentro del espectro
de 400 nm a 700 nm, en un metro cuadrado de un area objetivo por segundo (umol m?2- s
1. Siendo este Gltimo un parametro relevante debido a que se ha descubierto que la cantidad
de moléculas generadas por la fotosintesis estd relacionada con la cantidad de fotones
absorbidos que pertenecen a este espectro de luz. Por esta razén, los sensores de PPFD son
empleados para medir la intensidad de luz en las plantas en crecimiento 28:2°,

Adicionalmente, se debe de considerar la integral de luz diaria 6ptima (DLI), que
corresponde a la cantidad total de luz fotosintética recibida por una planta en un dia, debido
a que, si se controla adecuadamente utilizando radiacion artificial, esto permitiria aumentar
la eficiencia con la que las plantas interceptan y utilizan la luz para la fotosintesis, lo cual
tiene el potencial de reducir los costos por concepto de insumos y asi incrementar los
rendimientos y la rentabilidad en los cultivos ®. Otro factor que se debe considerar es la
proporcion de radiacion azul/roja puesto que se ha determinado que la luz roja tiene el
rendimiento cuantico mas alto para maximizar el proceso de conversion de energia luminosa
en energia quimica, mientras que la luz azul esta involucrada en la apertura de las estomas y
el funcionamiento fotosintético de la hoja, por lo cual investigaciones han concluido que
cuando se tiene una proporcion azul/roja produce un impacto significativo que mejora las
tasas fotosintéticas de las hojas 253,

1.5. Analisis de las propiedades de fresas

La fitoquimica de las fresas estad representada por una gran variedad de compuestos
fenolicos, los cuales su funcion esencial es proteger a la planta, pero a la vez estas sustancias
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tienen un gran potencial biolégico en los humanos al prevenir y controlar el desarrollo de
enfermedades. Estos compuestos se generan en las plantas para adaptarse a los factores
genéticos y climaticos del lugar. Entre los principales grupos fendlicos se encuentran los
flavonoides, seguido por taninos hidrolizables y &cidos fendlicos, ademés de taninos
condensados en menor proporcion >32, Los flavonoides representan el grupo fenélico mas
abundante en las fresas, por lo cual son las sustancias mas estudiadas, en donde se ha
determinado que los grupos de las antocianinas forman la subclase mas abundante de los
flavonoides y ademas proveen el color rojo a la fruta, un factor muy importante que determina
de manera visual la calidad del fruto. Ademas,se han identificado méas de 25 tipos de
antocianinas, siendo la pelargonidina-3-glucoésido (pel-3-glu) la mas dominante en la fresa,
seguido por la cianidina-3-glucésido (cy-3-glu) y la pelargonidina-3-rutinosido (pel-3-rut) *2.

Investigaciones han demostrado la correlacion en el cambio de las propiedades
fitoquimicas y fisicas de las fresas cuando se exponen a distintos tipos de radiacion,
demostrando variaciones en carbohidratos solubles como la sacarosa, glucosa, fructuosa y
azucares reducidos, ademas se han visto cambios en las coloraciones de las fresas debido a
diferencias en las concentraciones de las antocianinas totales en la fruta 3%, También, se
han visto discrepancias en las cantidades de polifenoles totales conforme aumenta la
irradiacion en el fruto, debido a la degradacion de compuestos fendlicos insolubles y
compuestos fenolicos mas grandes 3¢

Debido a que las propiedades y la calidad de las fresas se encuentran influenciadas por
caracteristicas como el sabor y gusto, estas se pueden correlacionar con parametros quimicos
como los compuestos fendlicos, especificamente las antocianinas, las cuales les proveen estas
propiedades al fruto 2%2%. Es por esta razon que las investigaciones en la actualidad han
aplicado distintos métodos para analizar estos parametros quimicos para determinar la calidad
de las fresas. Entre estas técnicas se encuentra el andlisis del contenido de polifenoles totales,
utilizando el método de Folin-Ciocalteu, en donde al extracto de fruta se hace reaccionar con
el reactivo Folin-Ciocalteu y carbonato de sodio (Na,COs) para posteriormente analizar las
muestras espectrofotométricamente, reportando el resultado en miligramos de Acido galico
equivalente (GAE) por kilogramo de muestra de fresa seca (mg*kg™'). Ademas, se ha
analizado contenido de antocianinas totales, mediante el diferencial de pH, el cual es un
método que se basa en los cambios reversibles significativos en la absorcion de los pigmentos
de antocianina cuando el pH cambia entre 1,0 (absorcién maés alta) y 4,5 (méas bajo =
hemicetal incoloro), analizando los resultados espectrofotométricamente 2%,

Adicionalmente, los analisis del contenido total de azucares es un método muy utilizado
para conocer las propiedades de la fruta. Esta concentracion se determina mediante la
reaccion de fenol-sulfarico en donde ocurre una deshidratacion de las hexosas de la muestra
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en presencia de acido sulfirico (H2SO4) concentrado. Esta es una reaccion exotérmica, la
cual ocasiona que el fenol se transforme en furfural, generando una solucion amarillo-
naranja, la cual se puede analizar por espectrofotometria, utilizando un estandar de glucosa
para preparar la curva de calibracion %,

Todos estos cambios fisicoquimicos han conllevado que esta tecnologia de sembrar en
invernaderos con radiacion artificial se haya popularizado en regiones nordicas, haciendo que
surjan compafiias en Estados Unidos (Lumigrow) y Europa (Heliospectra) los cuales venden
equipos de radiacion artificial para invernaderos, mostrando varias historias de éxito en
donde se han mejorado las propiedades de los frutos y aumentado la produccion en cultivos
como cannabis, lechuga y tomates en esas zonas °.

1.6. Analisis de la calidad del agua

El agua resulta indispensable para el crecimiento de las plantas, por esta razon se utiliza
en riegos de sistemas hidroponicos. A partir de lo anterior, es necesario utilizar un cuerpo de
agua de alta calidad y facil adquisicion para realizar una produccion comercial eficiente, la
cual mantenga su calidad durante el tiempo, para asegurar un correcto crecimiento del fruto y
un seguro consumo humano de la fresa. Entre las variables que son necesarias controlar se
encuentra la temperatura del agua, debido a que esta debe de presentar un rango entre 10 °C
a 20 °C, ya que se ha determinado que, al tener temperaturas debajo de esta condicion la
absorcién de nutrientes en las plantas disminuye, mientras que a temperaturas sobre el rango
la solubilidad del oxigeno disminuye °. Por otra parte, un déficit hidrico produce inhibicion
del crecimiento y la reduccion de la productividad en las plantas de fresas, mientras que un
riego excesivo lleva a enfermedades de las raices y contribuye con la lixiviacion de nutrientes
%2 Ademas, se debe de asegurar que el agua no posea altas concentraciones de
microorganismos, ya que muchos de estos producen estrés a la planta, reduciendo el
crecimiento vegetal y disminuyendo parametros fotosintéticos *.

Desde hace mas de cinco décadas se han creado variados indices de calidad del agua
(ICA), los cuales permiten sintetizar gran cantidad de indicadores, para convertirlos en una
variablefacil de entender e interpretar. En el caso de Costa Rica, en el decreto No 33903-
MINAE-S de 2007, se defini6 el indice Holandés de Valoracion de la Calidad para los
cuerpos de aguasuperficiales, como el aplicable a nivel legal en el pais. Este ICA se basa en
la obtencion de un puntaje de acuerdo con la demanda bioquimica de oxigeno (DBO), o
porcentaje de saturacion de oxigeno (PSO) y el nitrégeno amoniacal (N-NH4"), teniendo
como ventaja su simplicidad al solo analizar tres indicadores “°. A partir de la sumatoria de
puntaje obtenido, se define el estado de la calidad del agua desde no contaminada hasta
totalmente contaminado, proveyéndole un cddigo de color segun el gradode contaminacion,
esto seguin el decreto No 33903-MINAE-S de 2007 4L,
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Por otra parte, la simplicidad que provee el indice holandés deja por fuera otros
indicadores importantes como lo son los relacionados con la salud y el medio ambiente del
lugar . Por esta razon un indice que incluye una mayorcantidad de parametros es el adoptado
por la Fundacion Nacional de Saneamiento de EstadosUnidos (NSF), que data de 1974. En
este indice se consideran 9 pardmetros los cuales cada uno representa un peso definido en el
indice y ademas cada variable posee una curva especifica en donde se define los niveles de
calidad del agua (valor Q) de 0 a 100, con respecto a la concentracion obtenida en cada
indicador. Por lo tanto, para determinar el indice de la calidad del agua se obtiene de la suma
de todos los productos del valor Q con respecto al peso especifico, obteniendo finalmente,
un valor que permite determinar la calidad del agua a un rango numérico definido por el
indice #2. Por lo que es un método mas completo para determinar la calidad del agua de la
quebrada, a pesar de no ser un indice adoptado por la legislacion nacional.

CAPITULO Il. OBJETIVOS

1. Objetivo General

Evaluar los factores de radiacion incidente y calidad del agua de riego en el proceso
productivo de fresas como insumos para la optimizacion de las propiedades y el tamafio de
las fresas, por medio de hidroponia en el sector de VVara Blanca de Heredia.

2. Objetivos Especificos

2.1. Determinar la calidad del agua en la quebrada Azufre para la evaluacion de su uso
como agua de riego en el cultivo de fresas por hidroponia en el sector de Vara Blanca
de Heredia.

2.2. Analizar el efecto que poseen diferentes tipos de radiacion incidente en el
crecimiento, las propiedades y el costo beneficio de las fresas en viveros
hidroponicos del sector de Vara Blanca de Heredia.

2.3. Analizar las concentraciones de polifenoles, antocianinas y azucares totales para

determinar variaciones en las propiedades de las fresas en viveros del sector de Vara
Blanca de Heredia cuando se exponen a distintos tipos de radiacion incidente.
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CAPITULO Ill. METODOLOGIA

1. Efecto de utilizar diferentes tipos de radiacion incidente en el crecimiento, las
propiedades y el costo beneficio de las fresas, en viveros del sector de Vara Blanca
de Heredia

1.1. Caracteristicas del Invernadero y lugar de medicion

El trabajo se realiz6 en el invernadero de la parcela #9 de la familia Villegas Molina
ubicada en el proyecto de desarrollo rural Gamaliel, el cual posee 5 afios de haberse instalado.
Este proyecto se localiza en Vara Blanca de Heredia, en las coordenadas geograficas de
latitud 10°10°29,7 norte y longitud 84°09°36,0 oeste. En este terreno tiene un tamafio 7000
m? y se dedica exclusivamente al cultivo fresas de la variedad San Andreas de manera
hidroponica, utilizando para esto esquejes de plantas de fresas las cuales han tenido
previamente un proceso de micropropagacion.

El cultivo de este producto se realiza utilizando las condiciones medioambientales del
lugar sin el control de algin parametro fisicoquimico, con la Gnica excepcion que se cultiva
dentro de invernadero para proteger a las plantas de la radiacion solar directa. Como sustrato
hidroponico para el método de cultivo se utiliza la fibra de coco, en donde ademas el agua
para la siembra se obtiene de la Quebrada Azufre, el cual por medio de captacién de tuberias
Ilega al proyecto Gamaliel. La familia Villegas Molina le adiciona al agua de esta quebrada
minerales como boro, EDTA-Mn, EDTA-Cu, sulfato de magnesio, sulfato de potasio, nitrato
de potasio, entre otros, para favorecer el cultivo de las fresas mediante hidroponia.

A pesar del tamafio del terreno, el proyecto de graduacion se realiz6 en un terreno de
aproximadamente 4 m? dentro del invernadero, en donde las diferentes zonas de radiacion
incidente abarcaban un area de 1 m largo x 0,5 m de ancho. Este lugar fue seleccionado al
azar por el duefio debido a que ya se habia iniciado el crecimiento de los primeros esquejes
de la produccion, ademas que facilitaba realizar las conexiones eléctricas respectivas. En la
Figura 1 se muestra, el area de la parcela #9 y la ubicacién exacta en donde se realizaron las
mediciones y el proyecto de graduacion.
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Figura 1. a) Vista area de la parcela #9 y el lugar aproximado de muestreo del proyecto, b) distribucidén de las
diferentes zonas de radiacion incidente ubicado en el Proyecto Gamaliel en Vara Blanca de Heredia

1.2. Mediciones externas e internas de la radiacién incidente en el vivero de fresas

Para simular la variacion en la distribucion de energia espectral (Special Power
Distribution, SPD) del sol a lo largo del dia, se siguié la metodologia aplicada por Mani &
Godfy, 2018. Al inicio del proyecto el invernadero ya se encontraba construido, por lo que
se procedid a realizar mediciones de la radiacién incidente en 8 puntos (4 puntos externos y
4 puntos internos) (Figura 2). Asi, todas las mediciones fueron secciones cercanas en donde
se iba a realizar la plantacion de fresas expuestas a distintos tipos de radiacion incidente.
Las mediciones en los mismos puntos se realizaron por triplicado y 6 tiempos distintos del
dia, utilizando un espectrofotometro Asensetek Lighting Passport adaptado con la aplicacion
movil Spectrum Genius Agricultural Lighting. (Figura 2). El espectrofotometro Asyntek
Lighting Passport es un equipo profesional utilizado por expertos de la iluminacién para
obtener métricas precisas y comprender qué tan adecuada es la fuente de luz para el cultivo
de distintos productos, usando todos los parametros de iluminancia descritos .
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Figura 2. Puntos de referencia externos e internos de las 4 zonas de medicién de radiacion incidente en
invernadero y horas de los 6 tiempos de dia medidos

El proceso de medicion se realiz6 al conectar el espectrofotometro a la aplicacion
Spectrum Genius Agricultural Lighting del teléfono mavil, utilizando la modalidad “Single”
para medir la fuente solar. Los datos se recolectaron en la aplicacion movil, al realizar la
medicion en cada del momento del dia definido anteriormente. Ademaés, en cada medicion
también se registro los datos geograficos y la hora de la medicion realizada para su futuro
analisis +3.

El equipo permiti6 obtener el cambio en los espectros de intensidad luminica a lo largo
del dia para determinar ladensidad de flujo de fotones fotosintéticos (Photosynthetic Photons
Flux Density, PPFD) y de rendimiento densidad de flujo de fotones (Yield of Photons Flux
Density, YPFD), asi como la longitud de onda maxima. EI PPFD y el YPFD para los rangos
de luz roja (600 nm a 700 nm), verde (500 nm a 599 nm) y azul (400 nm a 499 nm), tanto de
manera externa como interna en el vivero. Esto permitié conocer cuanto protege el vivero
contra la radiacion solar intensa y las condiciones ambientales del lugar. 44

Posteriormente, estos datos se tabularon y se les realizd un analisis estadistico,
siguiendo el procedimiento explicado en la seccion 3.5, para evaluar si existe una diferencia
significativa en la radiacion incidente que reciben las plantas de fresas al estar protegidas de
la radiacion solar directa mediante el uso de un invernadero.
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1.3. Crecimiento de fresas en vivero con secciones de distintos tipos de radiacion
incidente

1.3.1. Preparacién de las zonas de distintos tipos de radiacion incidente en el
invernadero

Las plantas de fresas que se utilizaron para el experimento eran de la especie San
Andreas, las cuales se cultivaron inicialmente por micropropagacion y se enviaron los
esquejes a la finca de Vara Blanca de Heredia para su cultivo. La plantacién de los esquejes
de plantas de fresas se realizd con una semana de anticipacion al inicio del experimento
dentro de un invernadero con crecimiento hidroponico, utilizando como sustrato la fibra de
€cocCo.

Para definir las fuentes de luz a utilizar y controlar las variables de radiacion incidente
y temperatura se siguié la metodologia aplicada por Nguyen et al., 2022 con algunas
modificaciones. Para lograr la separacién de las fresas en distintas secciones que posean
radiacion artificial diferente, se instald en el invernadero, plasticos negros entre 3 parcelas
de fresas a una altura de aproximadamente de 2 m, lo cual permitié disminuir la absorcion
luminica de los alrededores e impedir la transferencia de luz entre zonas de distintos tipos
de radiacion incidente. Adicionalmente, se adquirié 3 bombillos inteligentes de la marca
Steren de 10 W y se configurd por medio de internet cada bombillo un color distinto (rojo,
verde y azul), utilizando para esto la aplicacion movil “SmartHome”.

En el invernadero se instalé una red eléctrica en serie para colocar en cada parcela de
fresas separadas con el plastico negro un bombillo de distinto color. Cuando se terminé la
instalacion se dejaron los bombillos encendidos durante todo el periodo de crecimiento de
las fresas para observar variabilidad en el crecimiento de las plantas y las fresas, asimismo,
se controlaron las variables de radiacion entre cada parcela para asegurar la homogeneidad
entre cada planta, segin las metodologias aplicadas por Zheng et al., 2019 (Figura 3).
Aproximadamente, 2 meses después se obtuvieron los primeros frutos en cada una de las
secciones, las cuales se cosecharon y se almacenaron en un congelador Mabe - CHM25BPL1
a aproximadamente -18 °C, para preservar las cualidades de las fresas por largos periodos
hasta tener una muestra considerable para realizar los analisis respectivos. Los frutos que se
almacenaron por mayor tiempo tuvieron un periodo de congelamiento de aproximadamente
maximo un mes antes de realizar los analisis fisicoquimicos respectivos “.

Adicionalmente, durante el periodo de cosecha se observd si existian diferencias
fisicas en el crecimiento de las plantas de fresas expuestas a diferentes tipos de radiacion
incidente. Se determinaron diferencias fisicas en las plantas, por medio de una regla se midié
el tamario de los tallos desde el suelo hasta la parte superior de la planta y el diametro de las
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hojas de las 5 plantas que presentaban mayor tamafo, en cada de una de las visitas que se
realizaron en el invernadero. Estos datos se tabularon y se documentd cualquier diferencia
fisica apreciable que indicara alguna variacion en el crecimiento de las plantas, producto del
tipo de radiacion recibida.

Posteriormente, los datos de altura y tamafio de hoja se tabularon y se analizd
estadisticamente, siguiendo el procedimiento explicado en la seccién 3.5, para evaluar si
existe una diferencia significativa en la altura de los tallos y el tamafio de las hojas de las
plantas de fresas al recibir diferente tipo de radiacion incidente.

Figura 3. Separacion de parcelas e instalacion de bombillos de distintos colores en parcelas de fresas
hidropdnicas, para determinar la variabilidad en las plantas y propiedades de las fresas

1.3.2. Recopilacién de datos para determinar variabilidad en los cultivos de fresa,
utilizando distintos tipos de radiacion incidente

Debido a que se ha demostrado que la variacion en la intensidad de la luz que reciben
todas las plantas en un cultivo deberia ser menor al 20 % para evitar diferencias en el
crecimiento de los frutos es que se confirmo que las condiciones de radiacién incidente que
reciben las plantas de una misma seccion sean lo mas similares posibles #’. Para esto, se
realizaron monitoreos de radiacion incidente dos veces al mes hasta el ultimo periodo de
cosecha de las fresas (aproximadamente 3 meses) en cada una de las secciones del
invernadero. Las mediciones se llevaron a cabo, en el pico maximo de la variacién en la
distribucion de energia espectral determinado de las mediciones de la seccién previa, siendo
esta a las 10:00 am. El anélisis se realiz6 en 6 posiciones distintas dentro de la seccion, para
descartar variacion en condiciones entre plantas de una misma seccion (Figura 4).
Adicionalmente, se midié la radiacion incidente en 6 posiciones distintas de una parcela de
fresas, la cual no presentaba separacion de plasticos negros ni radiacion artificial, para
obtener la radiacion incidente que reciben las fresas del invernadero sin exponerse a ningun
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Figura 4. Referencias de los puntos de medicién de la radiacion incidente en las cuatro zonas del vivero que se
realizaron dos veces al mes a las 10:00 am

Para realizar estas mediciones se utilizo el espectrofotometro Asensetek Lighting
Passport junto con la aplicacién movil Spectrum Genius Agricultural Lighting. Se selecciond
lamodalidad “Single” para medir la radiacion que provee el bombillo en el punto que se esta
determinando dentro de la parcela y se tabuld la informacién obtenida en cada una de las
mediciones de distintos dias y puntos, para descartar variabilidad en la radiacion entre cada
una de las plantas de fresas en un mismo tipo de radiacion incidente.

Posteriormente, los datos de cada una de las secciones de radiacion incidente se
tabularon por separado y a cada tabla se le realiz6 un analisis estadistico siguiendo el
procedimiento explicado en la seccion 3.5, para evaluar si no existe una diferencia
significativa en la radiacion incidente que reciben las plantas de fresas dentro de una misma
seccion de radiacién incidente.

1.4. Anélisis financiero para asegurar un costo/beneficio positivo al utilizar radiacion
artificial para la produccién de fresas

Para determinar el impacto de utilizar radiacion LED con el objetivo de mejorar las
propiedades y la produccion de fresas en el proyecto Gamaliel, se realizd un anélisis
exploratorio mediante investigaciones bibliograficas y andlisis financieros proveidos por el
duefio de la finca, con el fin de conocer cuél es el nuevo precio que se debe de definir al
kilogramo de fresas, para obtener un costo/beneficio positivo al momento de producir fresas
y determinar la posible viabilidad del proyecto. Inicialmente, se recopilé informacion basica
de las ventas que se realizan mensualmente en la finca junto con el precio en que se vende
cada kilogramo de fresas. La fresa se vende en funcion de la categoria como de primera y de
segunda, en donde el primer tipo representa la fresa grande y de buena calidad, mientras el
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siguiente tipo corresponde a las fresas de pequefio tamafio o con posibles dafios. La
informacion experimental se recopila en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Datos financieros proveidos por el duefio de la parcela #9 del proyecto Gamaliel

Variable Valor
Terreno 7000 m?
Costo fresa kilogramo primera ¢ 2000
Costo fresa kilogramo segunda ¢ 1000
Ventas por mes primera 1000 kg
Ventas por mes segunda 300 kg
Ventas totales actuales mensuales ¢ 2 300 000,00
Ventas totales actuales anuales ¢ 27 600 000,00
Costo mensual aproximado de electricidad € 20 000
Porcentaje de costo electricidad actual con respecto a las ganancias
mensuales 0,9 %

Seguidamente, se realizd una indagacién para determinar un tipo de equipo LED
industrial acorde con los requerimientos de la plantacion de fresas, en donde se determino
que el sistema mejor evaluado y que cumple con estos requerimientos es el modelo TS600
de la marca Mars Hydro “8. Este equipo posee las especificaciones explicadas en el Cuadro
2.

Cuadro 2. Especificaciones de la lampara LED de TS600 Mars Hydro

Especificaciones Valor

PPFD 400 pmol m2 st

Lumen 12410 K

Potencia 120 watts
Largo: 14,2 pulgadas

Dimensiones Ancho: 13,2 pulgadas
Altura: 1,4 pulgadas

Precio por unidad $119,99

Posteriormente y debido a que se debe de conocer cuanta luz estan recibiendo las
plantas diariamente sin radiacidn, se calcul6 el DLI (Daily Light Integral) en la zona, debido
a que esta variable indica la cantidad de luz que recibe una planta en un periodo de 24 horas
(medido en moles por metro cuadrado por dia), esta es una buena manera de garantizar que
las plantas reciben la cantidad de luz recomendada para obtener una alta productividad y
rendimiento. Ademas, sabiendo que para las fresas al menos se debe de tener un DLI de 12
umol m2s? para un éptimo crecimiento, se obtuvo los valores actuales de radiacion que
reciben las fresas, usando los valores de PPFD medidos en la seccion 1.2 durante todo un
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dia, asi como la radiacion que va a generar la lampara LED escogida *° y se introdujeron en
la Ecuacion 1.

3600

1.000.000
Ecuacion 1. Célculo del DLI diario recibido por las plantas de fresas en un dia o usando radiacion LED

DLI Diario = PPFD (umol/m?s) = Duracién del dia (horas) *

Ademas, a partir del costo del equipo y el tamafio del terreno de la parcela #9 del
proyecto Gamaliel, se determiné la cantidad de piezas requeridas en el terreno. A partir de
esta informacion se determing el costo del préstamo requerido y su respectivo pago mensual
incluyendo intereses, utilizando las formulas de amortizacion de préstamos sin y con periodo
de gracia (Ecuacion 2 y 3 respectivamente). En donde “P” es el monto del préstamo, “r” es
la tasa de interés trimestral, “n” es el nimero de pagos restantes después del periodo de
graciay R es el pago trimestral.

R = Monto del préstamo * Tasa trimestral
Ecuacidén 2. Férmula para el pago del préstamo sin periodo de gracia

_ Pxr
1-(1+n™m
Ecuacidn 3. Férmula de amortizacion de préstamos para pago posterior a periodo de gracia

R

Igualmente, a partir de las especificaciones dadas por el proveedor y el costo de la
tarifa eléctrica industrial actual (del 01 de enero y hasta el 31 de diciembre 2024), se
determind el costo extra de la electricidad que se debe de asumir al adquirir estos equipos,
mediante la Ecuacion 4,5,6y 7.

Potencia total (kW) = DLA (horas) * 30 (dias)

1000
Ecuacion 4. Calculo del consumo eléctrico mensual

Consumo mensual (kWh) =

Costo por energia = Consumo mensual (kWh) * Carga eléctrica nocturna (colones/kWh)
Ecuacidn 5. Ecuacidn 5. Célculo de la factura por energia demandada

Costo por potencia = Potencia total (kW) * Carga potencia nocturna (colones/kW)
Ecuacidn 6. Calculo de la factura por potencia demandada

Costo total mensual = Costo por energia + Costo por potencia
Ecuacion 7. Célculo de la factura eléctrica mensual

Finalmente, se realiz6 una revision bibliografica para determinar el rendimiento que
se obtiene al utilizar radiacion incidente 0 no en una plantacion de fresa en un sistema
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tropical. Asimismo, se determino cual deberia ser la futura ganancia mensual requerida para
pagar el préstamo y el nuevo aumento de la electricidad, asi como para asegurar un costo-
beneficio positivo (Ecuacion 8), para al final poder calcular el precio final al que se debe de
vender el kilogramo de prima y segunda categoria.

Ganancias netas futuras mensuales = Ganancias futuras — Pago Préstamo — Gastos Eléctricos
Ecuacion 8. Calculo de las ganancias futuras requeridas para poder asumir el costo de la inversion

2. Clasificacion la calidad del agua de la quebrada Azufre para ser utilizada para el
cultivo de fresas por hidroponia en el sector de Vara Blanca de Heredia

2.1. Muestreos de agua y andlisis fisicoquimicos in-situ

Para determinar la calidad del agua de la quebrada Azufre y conocer su impacto en el
cultivo de fresas en el sector de Vara Blanca de Heredia, primeramente, se realiz6 el muestreo
de parametros fisicoquimicos de la calidad del agua in-situ y la obtencion submuestras de agua
de la quebrada en dos puntos distintos, durante la época seca y la época lluviosa. EI primer
muestreo se efectuo en la quebrada en las coordenadas de latitud 10°09°51,1 Norte y longitud
84°09°15,3 Oeste. Adicionalmente, se realizd6 una segunda medicion de los mismos
parametros al agua que llega al invernadero por tuberias, con el objetivo de observar posibles
variabilidades en los pardmetros de la calidad del agua, debido a que la literatura ha
demostrado que las tuberias de agua se consideran una de las fuentes responsables de la
contaminacion del agua, a pesar de que la Gnica fuente para llevar agua dulce a lugares como
invernaderos u hogares son las tuberias de aguas . El segundo analisis se realizd, posterior
a un proceso de filtracién que se realiza en la finca con el objetivo de disminuir los
sedimentos que pueden llegar a la plantacion de fresas. Este segundo punto tuvo las
coordenadas de latitud 10°10°29,7 Norte y longitud 84°09°36,0 Oeste.

Los pardmetros fisicoquimicos in-situ, que se midieron fueron pH, conductividad
(uS/em), porcentaje de oxigeno disuelto y la temperatura (°C) del agua de la quebrada. Para
realizar las mediciones se utiliz6 un Multiparameter Hanna, modelo HI 9829 con GPS
integrado, debido a que este equipo permite monitorear los pardmetros de la calidad del agua
°1, Estas mediciones se realizaron siguiendo los procedimientos 4500-H*, 2510, 4500-O y
2250 respectivamente, indicados en el Standard Methods for the Examination of Water and
Waste Water, edicion N°24. La toma de datos se realizo, en una zona que tuviese un flujo
continuo de agua, donde se introdujo el multimetro dentro de la quebrada a una profundidad
que permitiera introducir todos los sensores en el agua. Se dejo unos segundos dentro del
agua para la estabilizacion de los datos y se tabuld la informacion obtenida en tiempos
distintos %2,
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El proceso de preservacion de las muestras de aguas para los andlisis en laboratorios
se realiz6 segln el método de “Recoleccion y Preservacion de Muestras 1060” del Standard
Methods for the Examination of Water and Waste Water, edicion N°24. En primera instancia,
se tomd una muestra cada 30 minutos durante 2 horas hasta completar el galon, del agua de
la quebrada y del agua del invernadero, para obtener una muestra compuesta para realizar
analisis variados de la calidad del agua. Ademas, en un frasco estéril con tapa se tomé una
muestra de cada locacién y se llené completamente, asegurandose que no almacenara aire en
su interior, con el objetivo de realizar los analisis coliformes fecales *°.

Las mediciones in-situ y las tomas de muestras se realizaron una vez en cada época
(secay lluviosa) en los dos puntos de medicion y siguiendo los pasos anteriormente descritos
para finalmente determinar los indices de calidad del agua y los parametros complementarios
de los dos puntos de medicién de la Quebrada Azufre en las épocas de medicion.

2.1. Anélisis fisicoquimicos para determinar del grado de contaminacion de la
quebrada Azufre

2.1.1. Anélisis de iones de las muestras de agua

El andlisis de la concentracion de iones se realizé con un cromatografo de iones HPLC
Dionex 5000, equipado con un Detector de Conductividad Eléctrica y una Columna lonPac
AS23, de 4 mm de didametro interno y 25 cm de largo. Para realizar la cuantificacion de las
muestras se prepararon curvas de calibracion de cloruro, fluoruro, sulfatos y nitratos con una
concentracion entre 0,4 ppm a 12 ppm, siguiendo las metodologias del Standard Method of
Water and Waste Water 4500-Cl, 4500-F, 4500-SO.* y 4500-NOs respectivamente.
Finalmente, se inyectaron las muestras en el equipo y se obtuvo la concentracidn de cada uno

de estos iones al realizar la comparacion con los datos de las curvas de calibracion obtenidas
54

2.1.2. Andlisis de los indices de la calidad de agua y los pardmetros complementario de
las muestras de agua

Para la determinacion de la concentracion de los diferentes parametros requeridos para
obtener los indices de calidad del agua del Sistema Holandés y de la NSF de los Estados
Unidos, asi como los parametros complementarios del Reglamento N° 33903-MINAE-S de
Costa Rica; las muestras de agua de la quebrada e invernadero se llevaron a los siguientes
laboratorios privados: Laboratorios Analiticos Centroamericanos, S.A (LABCEN), AGQ
Labs, y Laboratorio Bacterioldgico Biotec S.A. En estos laboratorios, los analisis se realizaron
basandose en las siguientes metodologias planteadas en el Standard Method of Water and
Waste Water, las cuales se encuentran resumidas en el Cuadro 3 %3,
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Cuadro 3. Técnicas analiticas aplicadas para obtener los indices de calidad del agua y los
pardmetros complementarios del Reglamento N° 33903 segun el Standard Methods for the
Examination of Water and Waste Water

Parametro Nimero de Método Parametro Nimero de Método
Turbidez 2130B Cadmio 3500-Cd
Nitratos 4500-NO3 Cianuro 3500-Cn
DBO 5210B Cobre 3500-Cu
DQO 5220 Cromo total 3500-Cr
Cloruro 4500-Cl Magnesio 3500-Mg
Fluoruro 4500-F Mercurio 3500-Hg
Color 2120C Niquel 3500-Ni
Sélidos suspendidos totales 2540A Plomo 3500-Pb
Solidos disueltos 2140C Selenio 3500-Se
Solidos totales 2540 Sulfatos 4500-S04
Grasas y aceites 5520B Coliformes Fecales 9221C
Arsenico 3500-As Sustancias activas al azul 5540C

de metileno
Boro 3500B Color aparente 2120C
Amonio 4500-NH;3; C Grasas y aceites 5520B
Fosfato total 4500-PD Sumatoria de los 6630
Compuestos
Organoclorados (mg/L)
Nitratos 4500-NO3 Sumatoria de los| 4500-P Phosphorus
Compuestos
Organofosforados (mg/L)

2.2. Determinacion del grado de contaminacion de la quebrada Azufre segun el
Sistema Holandés de Valoracién de la Calidad Fisico-Quimica del Agua para
cuerpos receptores

Para determinar el grado de contaminacién de la quebrada Azufre, se uso el Sistema
Holandés de Valoracion de la Calidad Fisico-Quimica, segun lo informado por el
Reglamento para la Evaluacién y Clasificacion de la Calidad de Cuerpos de Agua
Superficiales de Costa Rica (N° 33903), el cual indica la calidad del agua que deberia tener

para el consumo de frutas que son ingeridas sin eliminacion de la cascara, como en este caso
41

Para obtener los parametros segun este sistema, se obtuvo los resultados de PSO, DBO
y N-NH4"y, se les asignd los puntajes respectivos del sistema segun la Tabla 3 del Decreto
N° 33903-MINAE-S 4,

Cuadro 4. Cuadro de asignacion de puntajes segun el Sistema Holandés de Valoracion de la
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Calidad Fisico-Quimica del Agua para cuerpos receptores 4

PUNTOS PSO (%) DBO (mg/L) N-NH4* (mg/L)

1 91,0 -100,0 <=3,0 <0,50

2 71,0 - 90,0 3,1-6,0 0,50-1,0
111,0-120,0

3 51.0-70.0 6,1-9,0 1,1-2,0
121,0-130,0

4 31,0-50,0 9,1-150 2,1-50

5 <=30,0y>130,0 > 15,0 >5,0

Seguidamente, a partir del puntaje obtenido en cada uno de estos pardmetros se hizo
la sumatoria de puntos totales y se determind la clase, el codigo de color y la interpretacién
de la calidad del agua de la quebrada Azufre mediante el Sistema Holandés, utilizando para
esto la Tabla 4 del Decreto N° 33903-MINAE-S .

Cuadro 5. Determinacion del grado de contaminacion del agua segun el Sistema Holandés de
codificacion por colores, basado en valores de PSO, DBO y nitrégeno amoniacal 4

Clase Sumatoria de puntos Cddigo de Color Interpretacion de Calidad
1 3 Azul Sin contaminacién
2 4-6 Verde Contaminacion incipiente
3 7-9 Amarillo Contaminacion moderada
4 10-12 Anaranjado Contaminacion severa
5 13-15 Rojo Contaminacion muy severa

2.3. Determinacion del grado de contaminacion de la quebrada Azufre segln el indice
de la Calidad del Agua de la Fundacion Nacional de Saneamiento (NSF) de los
Estados Unidos

Con el objetivo de tener un panorama méas amplio del grado de contaminacion y la
composicién del agua de la quebrada Azufre, se analiz6 igualmente mediante el NSF de los
Estados Unidos. Para obtener la calidad del agua mediante este método, se ingresaron los
resultados de cada uno de los parametros requeridos por este sistema en la calculadora del
indice de la Calidad del Agua para Aguas Superficiales del Centro de Investigacion del Agua
“Known Your H20”, y se generaron los reportes para obtener los Q-Value de cada una de
las muestras analizadas *°.

Los Q-Value del método se tabularon y se multiplicaron por el peso asignado a su
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correspondiente parametro segun lo indica el indice (Cuadro 6) °°. Finalmente, los subtotales
de todos los datos del sistema se sumaron para compararlo con el rango indicado en la
metodologia de la NSF de USA para determinar la calidad del agua de la Quebrada Azufre
por esta metodologia #2. Sin embargo, es necesario recalcar que para el factor de temperatura
se tomé el dato de medicién de la quebrada como punto de referencia, esto con el objetivo
de: 1. Observar el cambio de temperatura de acuerdo con el cambio de altitud y 2. Debido a
que es conocido que conforme disminuye la altitud, la temperatura del agua aumenta, lo cual
es un parametro importante que considerar al momento de determinar la calidad del agua.

Cuadro 6. Peso de los parametros del indice de la Calidad del Agua de la NSF de los Estados

Unidos ¢
Factor Peso
Oxigeno Disuelto 0,17
Coliformes Fecales 0,16
pH 0,11
DBO 0,11
Temperatura 0,10
Fosfato Total 0,10
Nitratos 0,10
Turbidez 0,08
Solidos Totales 0,07

Cuadro 7. Determinacion del grado de contaminacion del agua segun el indice de la Calidad
del Agua de la Fundacion Nacional de Saneamiento (NSF) de los Estados Unidos

Rango Calidad
91-100 Excelente
71-90 Bueno
51-70 Medio
26-50 Malo
0-25 Muy malo

2.4. Clasificacion de la calidad del agua de la quebrada Azufre a partir de los
parametros complementarios del Reglamento N° 33903 de Costa Rica

A partir de los analisis realizados en la seccion 2.2.2 se obtuvieron los parametros
complementarios dictaminados en el Decreto N° 33903-MINAE-S en la Tabla 1 del
reglamento #*. Estos resultados se compararon con la tabla para determinar la clase que le
corresponde al agua de la quebrada segun cada uno de los parametros.
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Cuadro 8. Parametros complementarios para la determinacion de la calidad de las aguas de
cuerpos superficiales para las clases establecidas en el Reglamento N° 33903-MINAE-S %

Parametros
Complementarios Clase 1 Clase 2 Clase 3 Clase 4 Clase 5
(Unidades)
) <25 25a<100 100 a 300 (1) 1)
Turbiedad (UNT)
1 1 1 1 1
Temperatura (°C) * @ @ ) @ )
Potencial(d?_li;idrégeno 6,52a8,5 6,5a85 6,0a29,0 55495 552495
p
. - <5 5a<10 10a<15 15a<20 >20
Nitratos, NO3 (mgN/L)
Demanda Quimicade | < 29 20a<25 | 25a<50 | 50a<100 | 100a 300
Oxigeno (mg/L)
Cloruros (como ClI) <100 100 2200 NA NA NA
(mg/L)
Fluoruros (como F) <1,0 1a15 NA NA NA
(mg/L) ’
25a10 10a 100 1 1 1
Color (Pt-Co) W) @) )
. . 10 10a25 25a100 100 a 300 > 300
Sélidos Suspendidos
Totales (mg/L)
. ) < 250 250 a < 500 500 a 1000 > 1000 > 1000
Solidos Disueltos
(mg/L)
. ND ND ND ND 15a25
Grasas y Aceites
(mg/L)
] ] ND ND NDa1l la2 2a5
Sustancias activas al
azul de metileno
(mg/L)
. <0,01 <0,01 0,01a0,05 > 0.05 > 0,05
Arsénico (mg/L)
01 0,2 0,5 1 1
Boro (mg/L)
. < 0,005 0,005 0,01 0,02 0,02
Cadmio (mg/L)
<01 0,la<0,2 0,2 >0,2 >0,2
Cianuro (mg CN/L)
<05 05a<1 1,0a15 15a2,0 20a25

Cobre (mg/L)
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Parametros

Complementarios Clase 1 Clase 2 Clase 3 Clase 4 Clase 5
(Unidades)
<0,05 0,05 0,20 0,50 >0,5
Cromo Total (mg/L)
. <30 30a50 > 50 > 50 > 50
Magnesio mg
MgCOs/L
) < 0,001 0,001 0,002 0,004 0,005
Mercurio (mg/L)
. < 0,05 0,05 0,1 0,2 0,3
Niquel (mg/L)
<0,03 0,03a< 0,05a< 0,10a< 0,20
0,05 0,10 0,20

Plomo (mg/L)

< 0,005 0,005a< 0,010a< 0,020 a < 0,050

0,010 0,020 0,050
Selenio (mg/L)
< > > >
Sulfatos (SO 150 150 a 250 250 250 250
mg/L)
Parametros orgénicos
. ND ND ND 0,01 0,01
Sumatoria de los
Compuestos
Organoclorados
(mg/L)
) ND ND ND 0,01 0,01
Sumatoria de los
Compuestos
ND ND ND 0,01 0,01
Organofosforados
(mg/L)
Biologicos
) <20 20 a 1000 1000 a 2000 a > 5000
Coliformes Fecales 2000 5000

(NMP/100 mL)
* Datos de temperatura (1) proveidos por el indice

Finalmente, se escogid la peor clase obtenida en cada una de estas variables, basandose
en el principio precautorio para proveer las recomendaciones respectivas al duefio del vivero
sobre como debe de tratar el agua si desea utilizarla en un futuro para el riego de plantas que
son ingeridas sin eliminacion de la cascara, segun lo dictaminado en la Tabla 2 del mismo
reglamento 41
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Cuadro 9. Clasificacion de los Cuerpos de Agua para el riego de plantas que son ingeridas
sin eliminacion de la cascara y el tratamiento que requiere segun su clase 4

Uso Clase 1 Clase 2 Clase 3 Clase 4 Clase 5
Riego de plantas Sin tratamiento Con Con tratamiento | No utilizable | No utilizable
sin limitacién, previo o con tratamiento avanzado
irrigacion de tratamiento convencional
hortalizas que se simple de
consumen crudas desinfeccion

o de frutas que
son ingeridas sin
eliminacion de la
cascara

3. Analisis del tamafio y las concentraciones de polifenoles, antocianinas y azlUcares
totales para determinar variaciones en las propiedades de las fresas en viveros del
sector de Vara Blanca de Heredia cuando se exponen a distintos tipos de radiacién
incidente

3.1. Comparacion del tamafio de fresas expuestas a distintos tipos de radiacion
incidente

Como se ha demostrado que la evaluacion de la calidad de las fresas en el mercado se
centra en caracteristicas visuales como el tamafio, la forma y la textura y, ademas, que la
aceptacion por parte del consumidor disminuye conforme disminuye el indice de atributos
deseables. Las muestras de fresas cosechadas en cada una de las zonas de distintos tipos de
radiacién incidente se congelaron, siguiendo las condiciones explicadas en la seccién 1.3.1
de la metodologia; con el objetivo de preservar sus propiedades y mantener su forma con el
objetivo de facilitar las mediciones del tamafio de cada fruta 3.

Luego, cuando se cosecharon las fresas de cada tipo de radiacién incidente
(tratamiento), se realizé un disefio completamente al azar con 3 subgrupos para cada tipo de
radiacién incidente, donde las muestras de fresas de cada subgrupo se separaron en bolsas
diferentes, asegurandose de segregar completamente la muestra total de cada tipo de
tratamiento en bolsas individuales °8,

Posterior al proceso de segregacion y con el objetivo de evaluar las caracteristicas
visuales de cada fresa, se midio la altura y el ancho de cada fruta segregada en la respectiva
bolsa. Este proceso se realiz6 con un vernier digital marca Truper, en donde se midié la
altura de cada fresa colocadndola de manera vertical dentro de los extremos del calibrador
vernier, posteriormente se midio el grosor de la fruta, colocando la seccién mas ancha de la
fresa dentro de los extremos del equipo de medicion.
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Finalmente, estos datos se tabularon y se les realizé un analisis estadistico siguiendo
el procedimiento explicado en la seccion 4.5, para evaluar si existe una diferencia
significativa en la altura y el ancho de las fresas cuando se exponen a diferentes tipos de
radiacion incidente.

3.2. Liofilizacion y segregacion de las fresas de distintos tipos de radiacion incidente

Posterior a obtener aproximadamente 500 g de fresas de cada una de las parcelas de
distintos tipos de radiacion incidente durante el proceso de congelacion y preservacion
indicado en la seccion 1.3.1, se procedio a realizar la liofilizacién por 48 horas en un
liofilizador Labconco Freezone 12 Plus, esto debido a que la literatura ha demostrado que
este método es ideal para la conservacion y la preservacion de las muestras antes de los
analisis °'. Posterior a la liofilizacion de las fresas, se morterizaron las muestras hasta que
pasaran por un tamiz de 1 mm.

Luego, se realiz6 un proceso de segregacion de muestras, mediante un disefio al azar
con 3 subgrupos para cada tipo de radiacion incidente (tratamiento), por lo cual cada
subgrupo contuvo el 30 % del tratamiento (90 % total de las muestras de fresas de un tipo
de radiacion de fresas) y el restante 10 % de cada una de las muestras de distintos tipos de
radiacion incidente se mezclaron para obtener una muestra compuesta (Figura 5) %8,

R1R1
30%
| R1R2
Rojo _ 30%
(100%) '
30%
V1R1
30%
Radiacién ' (100%) 30%
\ VALE]
Muestra
0,
b . compuesta
ATR1 (10% cada tipo
de radiacion)
Simbologia: A1R2
R1R1: Radiacidn roja 1, Azul
Repeticion 1 {100,3,} 30%
ViR1: Radiaci6n verde 1, )
Repeticion 1 A1R3
A1R1: Radiacion azal 1,
Repeticion 1 30%

Figura 5. Segregacion de las muestras de fresas de distintos tipos de radiacion incidente posterior al proceso de
liofilizacion y morterizacion
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3.3. Determinacion de parametros para mejorar el proceso de extraccion de analitos
Con el objetivo de mejorar y conocer algunos pardmetros que aumenten el porcentaje

de extraccion de los analitos de las fresas se plantearon pruebas con distintos disolventes y
se determind la cantidad extracciones para obtener un mejor rendimiento de extraccion.

3.3.1. Pruebas de disolventes

Para determinar el disolvente que extrae un mayor porcentaje de metabolitos
secundarios, se prepar6 disolventes de agua grado Milli Q, metanol concentrado grado ACS,
metanol al 80 % con grado ACS y Acetona:Metanol:Agua relacion 4:4:2, debido a que son
extractos reportados por la literatura utilizados para extraer estos tipos de metabolitos 333657,
Ademas, se midi6 aproximadamente 75 mg de la muestra compuesta por triplicado para cada
uno de los tipos de disolventes.

El proceso de extraccion se realizé al agregar 3 mL de cada disolvente a la muestra
medida. Seguidamente, se llevé a bafio ultrasénico por 5 minutos y luego se colocé en una
centrifuga Thermo Scientific Sorvall ST 8R a 2500 rpm por 7 minutos a temperatura
ambiente. El sobrenadante se trasvasé a balones aforados de 10 mL y al residuo se le repitio
el proceso de extraccion por triplicado para asegurar una eficiencia de extraccion alta.
Finalmente, se agregé HCI 0,1 % v/v a cada muestra para preservar los analitos y se afiadio
disolvente hasta la marca de aforo %,

El analisis para determinar el mejor disolvente de extraccion se realiz6
espectrofotométricamente, con un equipo marca Thermo Fisher modelo Evolution 350 UV-
Vis, determinando la absorbancia de cada muestra a (550, 350, 280, 260 y 230) nm.

absorbancia/

Seguidamente, se obtuvo la relacién de cada analito, utilizando la

masa de muestra

absorbancia de 280 nm, esto debido a que se ha demostrado que los compuestos fendlicos,
al ser sustancias aromaticas, se puede determinar su absorcion mediante espectroscopia UV
a esta longitud de onda, disminuyendo la probabilidad de absorcion de otros compuestos
presentes en la fresa con esta longitud de onda 5°-52,

Finalmente, los resultados de la relacion absorbancia/masa de cada uno de los analitos
se tabularon y se les aplico un analisis estadistico siguiendo la seccion 3.5, con el objetivo
de determinar si algun disolvente reportado por la literatura mejora el proceso de extraccion
de los metabolitos secundarios de las fresas.
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3.3.2. Anadlisis de cantidad de extracciones necesarias

Para determinar el nimero de extracciones necesarias para asegurar la mayor
eficiencia de extractos, se procedio a plantear una cuantificacion de extracciones multiples,

utilizando metanol al 80 % v/v como disolvente, debido a que fue el disolvente que mejor
absorbancia/

relacion - se obtuvo, acorde a lo descrito en el punto anterior. Seguidamente,

asa de muestra
se ejecuto el estudio de la cantidad de extracciones, tomando como base 1, 2, 3 0 4

extracciones para cada muestra, en donde para esto se midié aproximadamente 75 mg de la
muestra compuesta de fresa por triplicado para cada prueba con cantidad de extracciones
distintas. Esta metodologia permitio confirmar si las extracciones mdultiples para aislar los
analitos de las fresas son mas eficientes que la extraccion unica %2,

El proceso de extraccion se realiz6, agregando 3 mL de metanol al 80 % v/v a cada
muestra. Seguidamente, se llevé el extracto a bafio ultrasonico por 5 minutos y luego se pasé
a una centrifuga Thermo Scientific Sorvall ST 8R a 2500 rpm por 7 minutos. El extracto
liquido se trasvasé a balones aforados de 10 mL. El proceso de extraccién se repitid segun
la cantidad de extracciones necesarias para cada tipo de repeticion (1, 2, 3 0 4 extracciones).
Finalmente, se agregé HCI 0,1 % v/v a cada muestra para preservar los metabolitos
secundarios y se aford los balones aforados con el disolvente de extraccion 2,

Para cuantificar la cantidad necesaria de extracciones para asegurar la mayor eficiencia
de extractos, se utilizo la metodologia Folin-Ciocalteu, en donde se prepar6 una disolucién
madre de 0,1 mg/mL de Acido galico para generar una curva de calibracion de 20 % a 100
% mg/mL de &cido galico. Posteriormente, en una placa de poliestireno con 96 cantidad de
pocillos, que elimina las interferencias de radiacion UV se agreg6 30 pL por triplicado de
cada patrén de la curva de calibracion y 30 pL por triplicado relacién 1:1 de cada muestra.
Adicionalmente, en cada pocillo se adicioné 200 pL de agua grado Milli Q, 15 uL de reactivo
de Folin-Ciocalteu (1,2-naftoquinona-4-sulfonato de sodio) y 50 pL de Na2COs. Finalmente,
la placa de microtitulacion se Ilevo a un lector de microplacas Biotek modelo Synergy HT,
en donde se precalentaron las muestras a 40 °C para posteriormente determinar la
concentracion espectrofotométricamente a 755 nm, reportando la concentracion en
miligramos de Acido galico equivalentes por miligramo de masa de muestra *°.

Finalmente, las concentraciones por medio de la metodologia Folin-Ciocalteu se
tabularon y se les aplico un anélisis estadistico siguiendo la seccion 3.5, con el objetivo de
determinar si existe diferencia significativa en la concentracion de metabolitos secundarios
con respecto a cantidad de extracciones realizadas a las muestras de fresas.
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3.4. Anadlisis de metabolitos secundarios de las fresas expuestas a distintos tipos de
radiacion incidente

3.4.1. Polifenoles totales por medio de Folin-Ciocalteu

Para realizar los analisis de metabolitos expuestos a distintos tipos de radiacién
incidente se midid aproximadamente 75 mg de muestra por triplicado de cada una de las
fresas segregadas en la seccion 4.2. Luego, a cada muestra se le realizé un proceso de
extraccion, agregando 3 mL de metanol al 80 % v/v. Seguidamente, se llevo el extracto a
bafio ultrasonico por 5 minutos y se termin6 centrifugando la muestra a 2500 rpm por 7
minutos. El extracto liquido se trasvaso a balones aforados de 10 mL. El proceso de
extraccion se repitio por triplicado, segun los resultados en la seccion 4.3 y se procedio a
refrigerar los extractos para los restantes analisis de metabolitos 2.

Luego se procedio a cuantificar la cantidad de polifenoles totales de los extractos de
muestras por medio de la metodologia Folin-Ciocalteu, basdndose en la metodologia
planteada por Weber y colaboradores, 2017 con algunas variaciones, donde se prepar6 una
disolucién madre de 0,1 mg/mL de acido galico para generar una curva de calibracién de 20
% a 100 % mg/mL de la disolucién madre de acido galico. Posteriormente, en una placa, se
agreg6 30 L por triplicado de cada patron de la curva de calibracion y 30 pL por triplicado
relacion 1:1 de cada muestra. Adicionalmente, en cada pocillo se adicion6 200 uL de agua
grado Milli Q, 15 pL de reactivo de Folin-Ciocalteu (1,2-naftoquinona-4-sulfonato de sodio)
y 50 pL de Na>COs al 10 %. Finalmente, el equipo de microplacas se llevo a un lector de
microplacas Biotek modelo Synergy HT, en donde se precalentaron las muestras a 40 °C
para posteriormente determinar la concentracion espectrofotométricamente a 755 nm.

A partir de los resultados se obtuvo una curva de calibracion de &cido gélico, donde se
obtuvo la concentracion de las muestras. Seguidamente, se utilizd la ecuacion 9 para reportar
la concentracion de polifenoles totales en cada una de las muestras en miligramos de &cido
galico equivalentes por miligramo de masa de muestra.

mg Acid Galico Equiv
mL
Masa Seca Lioflizada (g)
Ecuacion 9. Obtencion de la concentracion de polifenoles totales en las muestras de fresas de distintos tipos
de radiacién incidente reportadas como miligramos de acido galico equivalentes por miligramo de masa de
muestra

Conc ( ) * Fact Diluc (m—é) * Balon (mL)

Conc (mg EAG/gMS) =

Finalmente, y de acuerdo con los resultados, se realizd un analisis estadistico de los
resultados siguiendo el procedimiento de la seccion 3.5, para determinar si existe diferencia
significativa en la cantidad de polifenoles totales de las fresas expuestas a distintos tipos de
radiacion incidente.
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3.4.2. Antocianinas totales por medio de pH diferencial

a) Aislamiento y purificacion de la cianidina-3-glucésido de las moras

Para obtener la concentracion de antocianinas totales de las muestras de fresas por el
método de pH diferencial se requirié preparar una curva de calibracion a partir de una de las
antocianinas mayoritarias de las fresas, la cual la literatura indica que uno de estos
compuestos es la cianidina-3-glucdsido 2°7. Para obtener este compuesto se aisld y se
purifico a partir de las moras, debido a que en este fruto se encuentra como antocianina
principal y la obtencidn se ve facilitada %34,

El aislamiento de la antocianina se realizo al morterizar 250 g de moras, para luego
colar la muestra y trasvasar el liquido a un beaker. Por otra parte, el sélido remanente se
colocé en otro recipiente con agua destilada y luego en bafio ultrasénico por 30 minutos para
asegurar la maxima extraccion de los analitos. Seguidamente el liquido acuoso se filtro al
vacio y se procedio a colocar en embudo separador para separar las fases organicas y acuosas
agregando 25 mL de diclorometano, repitiendo la separacion por triplicado y manteniendo
al final la disolucion acuosa. Finalmente, la muestra se concentré al colocarla en un
rotavapor.

Luego, el proceso de purificacion se realizo al inyectar 200 pL de la muestra en un
Cromatdgrafo Liquido de Alto Desempefio (HPLC, por sus siglas en el idioma inglés) marca
Shimadzu LC-20 con detector de matriz de diodos, utilizando para esto una columna
C18 250 x 100 mm, sin horno de precalentamiento. Para realizar el método planteado, se
utilizaron disoluciones de metanol y agua con acido formico al 0,01 % v/v, durante una
corrida de 20 minutos, utilizando los flujos y las concentraciones explicados en el Cuadro
10. La muestra purificada (Muestra #1) se recolect6 en un tiempo de retencidén aproximada
de 7:40 minutos, utilizando una longitud de onda de 515 nm, repitiendo el mismo proceso
en cada inyeccion de 200 pL de la muestra hasta consumir el vial. Posteriormente al inyectar
25 L de la Muestra #1 en un UHPLC+ con detector de arreglo de diodos, Thermo Scientific
Ultimate 3000 se verific que el extracto ain estaba contaminado por otros compuestos, por
esto se realizo un segundo proceso de purificacion. Este método se realiz6 inyectando 100
ML de la Muestra #1 en una columna C18 (1,6 x 250) mm, con los mismos disolventes a
diferentes concentraciones y flujos (Cuadro 10) en corridas de 20 minutos, recolectando la
muestra doblemente purificada (Muestra #2) en un tiempo de retencion aproximada de 7:40
minutos, utilizando una longitud de onda de 515 nm, repitiendo el mismo proceso en cada
inyeccion de 100 pL de la Muestra #1 hasta consumir el vial. Al finalizar la purificacion de
la Muestra #2, el disolvente se evaporo en rotavapor obteniendo la muestra en estado sélido
para ser utilizada como disolucién patron para la respectiva curva de calibracion.
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El punto de recoleccion de la muestra purificada de cianidina-3-glucosido segun los
cromatogramas obtenidos en ambos procesos de purificacion (Muestra #1 y Muestra #2) se

muestran en la Figura 6.

Cuadro 10. Métodos utilizados para realizar la purificacion de la cianidina-3-glucésido
proveniente de la mora utilizando un HPLC Shimadzu LC-20 con detector de matriz de
diodos y una longitud de onda de 515 nm como referencia

Purificacion con columna C18 (250 x 100) mm Purificacion con columna C18 (1,6 x 250) mm
Tiempo Accibn Valor Tiempo Accion Valor
0,00 Concentraciéon | 30 % MeOH 0,01 Concentracion | 30 % MeOH
6,00 Concentraciéon | 35 % MeOH 6,00 Concentracion | 35 % MeOH
8,00 Flujo 2,5 mL/min 8,00 Flujo 1,5 mL/min
14,00 Concentracion | 60 % MeOH 14,00 Concentracion | 60 % MeOH
14,50 Concentraciéon | 90 % MeOH 14,50 Concentracion | 90 % MeOH
16,00 Flujo 2,5 mL/min 16,00 Flujo 1,5 mL/min
17,00 Concentraciéon | 25 % MeOH 17,00 Concentracion | 25 % MeOH
17,00 Flujo 1 mL/min 17,00 Flujo 1 mL/min
17,00 Fin N/A 18,00 Fin N/A
|
i Segunda purificacion de
Purificacion de la 21 la cianidina-3-glucosido
cianidina-3-glacosido o
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Figura 6. Ejemplos de curva obtenidas durante la primera (a) y segunda (b) purificacion de la cianidina-3-
glucdsido a partir del aislamiento acuoso de las moras, utilizando el software LabSolutions y un HPLC
Shimadzu LC-20 con detector de matriz de diodos y una longitud de onda de 515 nm como referencia

Finalmente, cuando se obtuvo la muestra purificada, se inyect6 25 pL en un UHPLC+
con detector de arreglo de diodos, Thermo Scientific Ultimate 3000 para verificar que el
extracto no estuviera contaminado por otros compuestos. Adicionalmente, otro porcentaje
de la muestra se inyecto en un HPLC masas Waters Alliance 2695, para obtener el espectro
de masas con el cual se podria confirmar el compuesto que fue aislado y purificado, tal y
como se muestra en los espectros mostrados en la seccion de resultados.
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b) Determinacion de la concentracion de antocianina totales en las fresas

Con la antocianina cianidina-3-glucosido extraida previamente de la mora se genero
una disolucion madre de 0,48 mg/mL, de la cual se prepard una curva de calibracion,
utilizando patrones de 0,048-0,240 mg/mL. Adicionalmente se prepar6 un buffer de pH
1,0, acidificando con HCI y un buffer de pH 4,5y 0,4 mol/L, y utilizando acido acético y
acetato de sodio para generar la disoluciéon reguladora. Luego, en una microplaca se
adicionaron 75 pL de patron y 125 uL de buffer de pH 1,0 en cada pocillo por triplicado.
Con los mismos patrones en otros pocillos, se agregd 75 uL de patron y 125 uL de buffer
de pH 4,5 en cada pocillo por triplicado (Figura 7). Se leen finalmente los patrones a 510
nmy 700 nm, utilizando un lector de microplacas Biotek modelo Synergy HT y el software
BioTek Genb5. El analisis se realiz6 posterior a un periodo de agitacién por 10 segundos a
velocidad media y un periodo de incubacion de 30 minutos en el lector de microplacas.

Con respecto a las muestras, a partir de pruebas previas se adiciond 75 L de muestra
previamente extraida con metanol al 80 % de cada uno de los tipos de radiacién incidente
en una microplaca y se adiciond 125 pL de buffer de pH 1,0 en cada pocillo por triplicado.
Luego, se repitié el mismo proceso y volumen de muestra, pero adicionando 125 pL de
buffer de pH 4,5 en cada pocillo por triplicado (Figura 7). Finalmente, las muestras se
leyeron a 510 nm y 700 nm en un lector de microplacas Biotek modelo Synergy HT
posterior a un periodo de incubacién de 30 minutos.

Curva Calibracién 10 % - 50 %: 75 pL de
patron y 125 pL de buffer de pH 1,0

. Muestras de fresas: 75 pL de muestra y
125 pL de buffer de pH 1,0

Curva Calibracién 10 % - 50 %: 75 pL de
patron y 125 L de buffer de pH 4,5

@ Muestras de fresas: 75 pL de muestra y
125 pL de buffer de pH 4,5

@ Blanco con pH 1,0y pH 4,5

6 T Mo )t >
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0000000~
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Figura 7. Distribucion y volimenes de adicidn de las curvas y muestras en la placa microtituladora para
leer las absorbancias de los analitos a 510 nm y 700 nm, utilizando buffers de pH 1,0 y pH 4,5 para la
cuantificacion de antocianinas por el método de pH diferencial

Cuando se obtuvieron las absorbancias de las muestras a 510 nm y 700 nm se utilizd
la ecuacion 10 para calcular la absorbancia final de cada muestra, para luego determinar el
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contenido total de antocianinas mediante la curva de calibracién de cianidina-3-glucosido
realizada. Se reporta al final la concentracion corregida de las muestras como pg de
cianidina-3-glucosido equivalentes por gramo de muestra seca.

A¢= [(A510 — A700) pH,; — (A510 — A700) pH,]
Ecuacion 10. Célculo de la absorbancia final de las muestras leidas a 510 nm y 700 nm, utilizando
soluciones tampon de 1,0 y 4,5 leido en un lector de microplacas Biotek modelo Synergy HT

En donde la absorbancia final (Af) es igual a la absorbancia medida a 510 nm (Asao,
pH1) Mmenos la absorbancia a 700 nm (Avoo, pH1) Utilizando el buffer de pH 1,0, menos la
diferencia entre la absorbancia a 510 nm (Asio, pras) Y 700 nm (Azoo, pH45), Utilizando el
buffer de pH 4,5 .

Finalmente, cuando se obtuvo la concentracion de antocianinas de las muestras se
aplico un andlisis estadistico de comparacion de muestras K, siguiendo la seccion 3.5 para
evaluar si existe diferencia significativa en la cantidad de antocianinas totales de las fresas
cuando estas se exponen a diferentes tipos de radiacion incidente.

3.4.3. Azlcares totales por el método Fenol-Sulfarico

Debido a que la literatura confirma que la glucosa es uno de los principales azicares
de las fresas 557 se prepar6 una disolucién madre de glucosa de 175 pg/mL, con la cual se
generd una curva de calibracion de 10 pg/mL a 70 pg/mL. Luego, para analizar la cantidad
de azucares totales se utiliz6 la metodologia Fenol-Sulfarico, en donde 2 mL de los extractos,
en relacion 1:120, obtenidos de la seccion 4.4.1, se les agregd 50 pL de Fenol al 80 % Y/V'y
5 mL de H2SO4 concentrado. Finalmente, se dejaron las muestras incubar por 30 minutos y
se analizaron espectrofotométricamente en un equipo marca Thermo Fisher modelo
Evolution 350 UV-Vis a 483 nm, debido a un previo barrido espectral .

A partir de los resultados se obtuvo una curva de calibracion de glucosa, donde se obtuvo
la concentracion de las muestras a partir de las absorbancias obtenidas. Seguidamente, se
utiliz6 la ecuacion 11 para reportar la concentracion de azucares totales en cada una de las
muestras en miligramos de glucosa equivalentes por miligramo de muestra medida.

mL mL 1000 png

Muestra Seca Liofilizada (mg)

<Conc (ﬁ) * Fact Diluc (m_L) * Balon (mL)) * L mg

mg gluc )

Conc (
mg muest

Ecuacion 11. Obtencidn de la concentracion de azdcares totales en las muestras de fresas de distintos tipos de
radiacion incidente reportadas como miligramos de glucosa equivalentes por miligramo de muestra medida
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Luego, con las concentraciones obtenidas se realizé un andlisis estadistico, siguiendo
la metodologia planteada en la seccidn 3.5, para evaluar si existe una diferencia significativa
en la concentracion de azucares totales de las fresas expuestas a distintos tipos de radiacion
incidente.

3.5. Evaluacion estadistica para la validacién de hipotesis en las mediciones de
radiacion incidente y la evaluacion de las propiedades de las fresas al
exponerse a distintos tipos de radiacion incidente

A partir de los datos obtenidos en las secciones 1.2, 1.3, 3.1, 3.3y 3.4, se realiz6 un
andlisis estadistico para validar las hipétesis planteadas en cada una de estas secciones y las
cuales se encuentran resumidas en el Cuadro 11. Para realizar la evaluacion estadistica se
utilizé el software licenciado JMP Pro-14, en donde se tabul6 la informacion obtenida en
cada una de estas secciones y se aplic6 una comparacion de muestras K para validar cada
una de las respectivas hipotesis. El diagrama de flujo sobre el tratamiento estadistico se
presenta en la Figura 8.

Cuadro 11. Resumen de estadisticos de las diferentes variables e hipétesis a analizar en las
secciones de radiacion incidente y la determinacién de la calidad de las fresas al exponerse a
diferentes tipos de radiacion incidente

Seccion Variable Unidad de medicién Hipétesis

1.2 | PPFD diaria umol m2s? Ho: No hay diferencia significativa en la radiacion
incidente que reciben las plantas de fresas al estar
protegidas de la radiacién solar directa mediante el
uso de un invernadero
Hi: Existe diferencia significativa en la radiacion
incidente que reciben las plantas de fresas al estar
protegidas de la radiacion solar directa mediante el
uso de un invernadero

1.3.1 | 1. Tamafio tallo cm Ho: No existe una diferencia significativa en la altura
2. Tamafio de hoja| cm de los tallos y el tamafio de las hojas de las plantas
de fresas al recibir diferente tipo de radiacién

incidente.

Hi: Existe una diferencia significativa en la altura de

los tallos y el tamafio de las hojas de las plantas de

fresas al recibir diferente tipo de radiacién incidente.

1.3.2 | PPFD por punto de, umol m2s? Ho: No existe una diferencia significativa en la
medicion radiacion incidente que reciben las plantas de fresas

dentro de una misma seccion de radiacién incidente.

H.: Existe una diferencia significativa en la

radiacién incidente que reciben las plantas de fresas

dentro de una misma seccion de radiacién incidente.

3.1 | 1. Grosor mm Ho: No existe una diferencia significativa en la altura
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3.3.1

3.3.2

34.1

3.4.2

3.4.3

2. Altura

Tipo de disolvente

Ndmero de
extracciones

Tipo de radiacién
incidente

Tipo de radiacién
incidente

Tipo de radiacién
incidente

mm
Absorbancia/ masa
muestra (UA/mgQ)

miligramos de &cido
galico equivalentes
por miligramo de
muestra seca (mg
AG/mg MS)

miligramos de 4acido
galico  equivalentes
por miligramo de
muestra seca (mg
AG/mg MS)

Mg de cianidina-3-

glucosido
equivalentes por
gramo de muestra

seca (Mg C3G/ mg
MS)

miligramos de
glucosa equivalentes
por miligramo de
muestra (mg Glu/ mg
MS)
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y el ancho de las fresas cuando se exponen a
diferentes tipos de radiacién incidente.

Hi: Existe una diferencia significativa en la altura y
el ancho de las fresas cuando se exponen a diferentes
tipos de radiacion incidente.

Ho: No hay diferencia significativa en el tipo de
disolvente utilizado para mejorar el proceso de
extraccion de los analitos de las fresas

Hi: Existe diferencia significativa en el tipo de
disolvente utilizado para mejorar el proceso de
extraccion de los analitos de las fresas

Ho: No existe diferencia significativa en la
concentracion de analitos respecto a cantidad de
extracciones

Hi: Existe diferencia significativa en la
concentracion de analitos respecto a cantidad de
extracciones.

Ho: No existe diferencia significativa en la cantidad
de polifenoles totales de las fresas expuestas a
distintos tipos de radiacién incidente.

Hi: Existe diferencia significativa en la cantidad de
polifenoles totales de las fresas expuestas a distintos
tipos de radiacion incidente.

Ho: No existe diferencia significativa en la cantidad
de antocianinas totales de las fresas cuando estas se
exponen a diferentes tipos de radiacion incidente.
Hi: Existe diferencia significativa en la cantidad de
antocianinas totales de las fresas cuando estas se
exponen a diferentes tipos de radiacion incidente.
Ho: No existe una diferencia significativa en la
concentracion de azlcares totales de las fresas
expuestas a distintos tipos de radiacion incidente.
Hi: Existe una diferencia significativa en la
concentracion de azlcares totales de las fresas
expuestas a distintos tipos de radiacion incidente.



Tabulacion de
datos
Analisis Homocedasticidad | Analisis Normalidad

Estadisco Shapiro-Wilk
Levine Test

Anélisis Linealidad y Normalidad

No Datos Si

Paramétricos — ]
Homegenidad de Varianzas
v
Permutation
Test g

Analisis de Promedios Equivalente

No

Analisis de Varianzas Equivalentes  Analisis de Varianzas Diferentes

Acepta Hipdtesis
Alternativa

Analisis Grafico

v
No hay diferencia
significativa en los grupos,
por lo tanto se acepta
Hipdtesis Nula

Hipdtesis
Alternativa

Tukey Test

Figura 8. Diagrama de flujo del analisis estadistico de comparacion de muestras K para la validacion de
hipdtesis en las mediciones de radiacion incidente y la evaluacién de las propiedades de las fresas al
exponerse a distintos tipos de radiacién incidente

Inicialmente, se realizaron pruebas de normalidad y de homocedasticidad mediante las
pruebas de Shapiro-Wilk y Levene respectivamente, para evaluar si los datos presentados
seguian una tendencia paramétrica o no, %8°. Adicionalmente, se realizaron graficos Q-Q
plot para observar la distribucion de los datos en los cuartiles. En caso de que las pruebas
anteriores demostraran que se obtuvo datos paramétricos, se evaluo si los datos cumplian con
el supuesto de homogeneidad de la varianza, mediante la prueba de Brown-Forsythe. Si se
cumplia este supuesto se realizé un analisis de promedios aplicando el ANOVA Test "°. Por
otra parte, en caso de que la anterior prueba indique que los datos son heterocedasticos, se
utiliz6 el Welch ANOVA Test, el cual asume que las varianzas de los datos no son iguales .
Para ambas pruebas ANOVA, en caso de que se demostrara que los promedios no son
estadisticamente diferentes, se explica que no hay una diferencia significativa entre los grupos,
por lo cual se aceptaba la hipétesis nula. En contraposicion, si se demostraba una diferencia
significativa en los promedios de los datos, se aceptaba la hipdtesis alternativa y se aplico el
Tukey Test, para realizar una comparacion de las medias de cada uno de los grupos de datos,
para verificar cuales conjuntos presentan una diferencia significativa con respecto a los otros
72
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Por otra parte, para los casos en que las pruebas de normalidad y homocedasticidad
demostraran que se obtuvo datos no paramétricos, se realizaron Permutation Test, en donde
se permutaron los datos deseados 10000 veces para comparar las medias de los grupos
analizados 3. En caso de que se demostrara que los promedios no son estadisticamente diferentes,
se explica que no hay una diferencia significativa entre los grupos, por lo cual se aceptaba la
hipdtesis nula. En contraposicion, si se demostraba una diferencia significativa en los
promedios de los datos, se aceptaba la hipotesis alternativa y se hizo un analisis grafico para
determinar el o los grupos que presentaron alguna diferencia significativa con respecto a los
otros "4,

CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Efecto de utilizar diferentes tipos de radiacion incidente en el crecimiento de fresas,
en viveros del sector de Vara Blanca de Heredia

1.1. Diferencia en la radiacion incidente al utilizar invernaderos para el crecimiento
de fresas

Conocer la distribucion espectral de los rayos del sol y la variacion en la intensidad de
luz seguin la hora del dia y la ubicacién geografica, resulta de gran importancia, ya que esto
es un factor que limita la distribucion y el crecimiento de las plantas alrededor del mundo ™.
Esto debido a que la radiacion solar es la principal fuente de energia de las plantas para
generar la fotosintesis, lo cual esta relacion directa podria dar indicios de la calidad de
cosechas que se pueden obtener .

Para conocer la diferencia en la distribucion de energia espectral (Spectral, Power
Distribution, SPD) en el lugar, se realizaron mediciones de radiacion incidente en el
invernadero ubicado en el sector de Vara Blanca de Heredia a lo largo de un dia, se
obtuvieron los promedios de PPFD en diferentes puntos dentro y fuera del invernadero
durante diferentes horas solares. En la Figura 9 se observa como la radiacion incidente
incrementa hasta la mitad del dia y posteriormente vuelve a disminuir en ambas zonas.
Ademas, se aprecia que a la mitad del dia es cuando hubo una mayor diferencia en la
radiacion incidente entre la zona interna y externa a una misma hora solar. Adicionalmente,
los resultados demuestran que en todas las horas solares el PPFD promedio fue mayor en la
zona externa que en la interna.
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Figura 9. PPFD promedio medido en diferentes puntos de zonas externas e internas de un invernadero en
Vara Blanca de Heredia a diferentes horas solares durante un dia, a partir de 12 mediciones por zona y hora

Adicionalmente para confirmar que efectivamente existe una diferencia significativa
en la radiacion incidente que reciben las plantas de fresas al estar protegidas de la radiacion
solar directa mediante el uso de un invernadero, se aplico el analisis estadistico de
comparacion de muestras K, mostrado en el Cuadro 12.

Cuadro 12. Pruebas estadisticas aplicadas al PPFD promedio obtenido en diferentes puntos
de zonas externas e internas de un invernadero en Vara Blanca de Heredia a diferentes horas
solares durante un dia utilizando el software JMP-14

Normalidad Homocedasticidad Test de permutacion
(Shapiro-Wilk) (Levene)
<0,0001 <0,0001 <0,0001

Los resultados mostrados en el Cuadro 12 demuestran que los datos se comportan de
manera no paramétrica y ademas con la prueba de permutacion se confirmd que existe
diferencia significativa en las medias los tratamientos medidos, confirmando una
variabilidad en la radiacion incidente que reciben las plantas de fresas al estar protegidas de
la radiacion solar directa, utilizando un invernadero.

Finalmente, se realiz6 un analisis grafico entre los datos de radiacion incidente cuando
se utilizo o se elimind la presencia del invernadero (Figura 10). Se obtuvo que la cantidad y
la variabilidad de la radiacion (PPFD) es mayor cuando no se utiliza un invernadero
(Externa) ((832 + 587) umol m2s™) en comparacion con el uso del invernadero (Interna)
((428 + 354) pmol m2s?). Lo cual permitié confirmar que cuando se utiliza invernaderos,
se obtiene una radiacion mas uniforme en toda el area analizada junto con una disminucién
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significativa en la radiacion incidente que reciben las plantas.

1800

®
1600 -7"
o L J
n .'
L 1400 o
E [ ]
2 1200 ". *°
5 !
5 1000 ‘ ot o
a
& 800 0 A
\ .
600 !‘ i
400 . 3
(S
200 © °
1&’!‘ LYY {4
0
Externa Interna

Zona

Figura 10. Andlisis grafico del PPFD obtenido al medir la radiacién incidente en puntos externos e internos
de un invernadero en el sector de Vara Blanca de Heredia, utilizando el software JMP-14

En el caso del aumento en la cantidad de PPFD a mitad del dia solar, la literatura
confirma que se debe principalmente a que los rayos del sol, al llegar a la Tierra, pueden
tener una trayectoria oblicua, larga o corta a través de la atmosfera segun la estacion,
ubicacion y principalmente la hora del dia . La radiacion directa del sol ocurre con una
forma gaussiana, presentando su mayor punto de radiacion solar, cerca del mediodia y
mientras conforme ocurre el orto (momento donde sale el sol en el horizonte) y el ocaso
(momento cuando se oculta el sol), la elevacion solar comienza a disminuir, presentando sus
valores de radiacion solar minimos 6. Adicionalmente, se sabe que los invernaderos
cumplen un rol importante en controlar la transmisividad (proporcion de radiacién que
atraviesa un objeto), cuando los angulos de incidencia del sol son perpendiculares, sin
embargo, para la radiacion difusa el control de transmisividad es poca, por lo cual esto
explica porque se observa una mayor diferencia en el promedio de PPFD a medio dia entre
las zonas en comparacion a otras horas solares ™.

Ademas, la explicacion del por qué se obtienen datos no paramétricos en los valores
de PPFD se podria atribuir, principalmente, a que durante el dia existe una atenuacion de la
radiacion solar debido a la dispersion o la absorcion en la atmésfera, causado por sustancias
como nitrogeno y oxigeno, asi como por particulas de polvo, aerosoles y gotas de agua, que
propician que estos valores puedan variar entre cada toma de muestra ™.

Por lo tanto, a partir de los resultados obtenidos es que se confirma que efectivamente
la utilizacion del invernadero en la parcela #9 de la finca Gamaliel cumple su objetivo de
disminuir la radiacion incidente directa del sol en mas de un 51 %. Adicionalmente, la
evidencia cientifica ha confirmado que estos lugares, al permitir principalmente el paso de
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la radiacion difusa, mejora el crecimiento de las plantas, ya que disminuye el sombreo de las
hojas superiores sobre las hojas inferiores, 1o que generé una mejor penetracion de fotones
entre la vegetacion 6. Ademas, se ha demostrado que valores altos en estos factores también
afectan el desarrollo de los pigmentos rojos de las fresas, asi como su calidad nutricional,
reforzando con esto, la necesidad de utilizar estos invernaderos en el proyecto Gamaliel para
el cultivo de las fresas 2278,

1.2. Efecto de la radiacion incidente en el crecimiento de fresas

1.2.1. Variabilidad en la cantidad de radiacion incidente en distintos puntos de una misma
zona de radiacion incidente

Al utilizar las mediciones de radiacién incidente en los distintos puntos (tratamientos
con radiacion) de una zona con un mismo color de bombillo, se aplicé el analisis estadistico
de la seccion 3.5 para determinar si existe una diferencia significativa en la radiacion
incidente que reciben las plantas de fresas dentro de una misma zona de radiacion incidente.
A partir de este analisis estadistico se aplicaron las siguientes pruebas a cada una de las
zonas, obteniendo los resultados del Cuadro 13.

Cuadro 13. Pruebas estadisticas aplicadas a los tratamientos de cada una de las zonas con
distintos tipos de radiacion incidente utilizando el software JMP-14

Zona de Normalidad (Shapiro- Homocedasticidad Prueba de
Radiacion Wilk) (Levene) Permutacion
Azul 0,2612 <0,0001 0,9190
Rojo 0,0068 < 0,0001 0,5292
Verde <0,0001 <0,0001 0,1576
Control 0,0030 0,0237 0,0027

Los analisis estadisticos del Cuadro 13 permitieron determinar que los datos de
ninguna de las zonas de radiacion incidente se comportan de manera paramétrica, siendo
necesario aplicar pruebas de permutacion, en donde se permutaron los datos 10000 veces
para todos los casos. De esta manera, se obtuvo como resultado que los tratamientos de las
zonas de radiacion rojas, verdes y azules tienen valores de p-value > 0,05, utilizando un nivel
de significancia de 5 % en todos los casos. Esto demuestra que no hay suficiente evidencia
estadistica para mostrar una diferencia significativa en la radiacién incidente que reciben las
plantas de fresas dentro de cada una de estas zonas.

Sin embargo, para la prueba de permutacion en la zona control, se obtuvo un valor de
p-value < 0,05, lo cual indica que uno o varios puntos medidos poseen una diferencia
significativa en la radiacion incidente que reciben las plantas de fresas dentro de esta zona.
A partir de esto, se aplicé un analisis grafico (Figura 11), para comparar los resultados entre
cada tratamiento. En esta figura se observa, que el punto 4 ((318 + 127) umol m - s%) posee
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una diferencia en los datos, con respecto a los tratamientos 5y 6 ((173 + 50) umol m? - s*
y (164 + 52) pmol m2 - s, respectivamente), debido a que el primero posee una mayor
variabilidad de los datos lo cual genera que el promedio sea distante con respecto a los otros
dos puntos.

500
400

300

PPFD (pmol/m2s)

200- N / e

100

Punto

Figura 11. Andlisis grafico del PPFD obtenido al medir la radiacion incidente en los distintos tratamientos
de la zona de radiacion incidente control, utilizando el software JMP-14

A partir de estos resultados, se pudo concluir que no existié impacto significativo en
utilizar y combinar las fresas de cada uno de los tipos de radiacion incidente que recibieron
luz artificial, para realizar posteriormente los andlisis de calidad de las fresas, debido a que
todas crecieron con una radiacion homogénea sin variacion significativa. Esto ocurre porque
como el plastico negro absorbe la radiacion solar, este color genera un ambiente célido, que
beneficia el crecimiento de los cultivos al crear un microclima homogéneo dentro del lugar,
sin mucha variacion entre la radiacion de un punto y otro 8,

Sin embargo, en el caso de las muestras control que no recibieron luz artificial para su
crecimiento, se concluy6 que las plantas que crecieron cerca de los tratamientos 5y 6
presentaron una variacion significativa con respecto al punto 4 (Figura 12), lo cual indicaba
que la radiacion no fue homogénea entre estos puntos y no era factible realizar la
combinacion de fresas que crecieron entre las plantas de cada tipo. Esta variacion pudo
presentarse debido a que las mediciones de radiacion de las muestras control se realizaron
en una parcela adyacente al plastico negro, que se colocO para hacer la segregacion de
radiacion artificial entre cada una de las secciones, en donde especificamente las plantas que
involucraban los tratamientos 5 y 6 eran los que se encontraban al lado del plastico negro,
en comparacion con el punto 4, el cual poseia una distancia mas significativa al plastico,
siendo la manta negra colocada el posible principal factor de esta variacion.
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Figura 12. Representacién de los puntos de medicion de PPFD, en donde los puntos 5 y 6 se encontraban
mas adyacentes al plastico negro en comparacion al tratamiento 4

/.

La literatura apoya esta hip6tesis debido a que la Radiacién Fotosintética Activa (PAR)
es directamente afectada por el color del plastico, debido a que este material puede variar la
transmitancia, la absorbancia y la reflectancia de las ondas de radiacion largas y cortas. En
el caso del pléastico color negro, absorbe eficientemente la radiacion UV, visible e infrarroja
del sol, mientras que las mantas blancas o transparentes, como las que tiene el techo del
invernadero, ocasionan el efecto contrario, permitiendo el paso de la mayoria de las ondas
de luz . Esta diferencia en la absorcion de la radiacién entre los colores de las mantas puede
afectar el microclima y el balance de radiacién al haber variaciones de absortividad versus
reflectividad entre cada punto de medicion .

Este resultado no represent6 un impacto significativo para el proyecto, debido a que
como se deseaba estudiar la variacion entre plantas crecidas con radiacion artificial, en
comparacion con la radiacion que reciben las plantas en todo el invernadero. Las muestras
de fresas control que se utilizaron para los siguientes andlisis fueron una mezcla de fresas
cosechadas de toda la parcela #9 del proyecto Gamaliel, en donde no hubo luz artificial
involucrada, por lo cual las probabilidades de haber obtenido y analizado muestras de fresas
de los tratamientos 5 y 6 fueron minimas.

1.2.2. Efecto de la radiacién incidente en crecimiento de las plantas de fresas

La luz es uno de los principales factores ambientales abidticos que aseguran un
correcto crecimiento de las plantas, protegiéndolas contra los dafios y haciéndolas mas
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fuertes 8. Por eso, al manipular el tipo de luz que reciben los cultivos puede afectarse el
crecimiento de las hojas y de los tallos, provocando alteraciones que son perjudiciales, o
pueden traer beneficios 82. A partir de esto, se ha introducido la utilizacién de radiacion
artificial como los bombillos LEDs que han permitido el crecimiento de plantas en ambientes
controlados como invernaderos y mediante el cual se pudo observar diferencias fisicas en el
crecimiento de las plantas utilizando diferentes longitudes de onda en el invernadero en
estudio .

Para evaluar las diferencias fisicas en el crecimiento de las plantas de fresas, conforme
se iban tomando mediciones de la radiacion incidente para descartar la variabilidad de
radiacion entre las plantas de fresas de un mismo tipo, se realizaron las mediciones de los
tallos y las hojas de plantas que presentaban mayor tamafio, ya que se verifico el crecimiento
y la apariencia fisica de las plantas de fresas con respecto al tipo de radiacién incidente que
estan recibiendo. A partir de estos datos tabulados, se obtuvo el promedio del tamafio de los
tallos y las hojas de cada uno de los tipos de radiacion incidente durante todo el periodo de
cosecha, los cuales se ven representados en la Figura 13.

Longitud (cm)

AZUL VERDE ROJA CONTROL

® Promedio tamafio hoja (cm) m Promedio tamafio tallo (cm)

Figura 13. Gréafico de los promedios en los tamafios de las hojas y tallos de las plantas de fresas expuestas
a diferentes tipos de radiacion incidente, durante un periodo completo de cosecha

Segun los datos anteriormente mostrados, parece indicar que las plantas de fresas que
crecieron bajo radiacion color azul son las que presentaron un tamafio mayor de hojas y de
tallos. Mientras que las plantas control, presentaron un menor tamario de tallo con respecto

a las deméas muestras, y en segunda posicion referente al tamafio de las hojas. Esto hizo que

tamaiio hoja

la muestra control presentara una proporcion del 56,6 %, en comparacion a las

tamaiio tallo
proporciones de los otros tipos de radiacion que oscilaban entre 30,7 %y 34,4 %.

53



A nivel estadistico se realizo una prueba de muestra K, para confirmar si efectivamente
se obtuvo una diferencia significativa en el tamafio del tallo y las hojas de las plantas de
fresas expuestas a diferentes tipos de radiacion incidente. Inicialmente, en la Figura 14 se
graficaron los datos del largo de los tallos y el tamafio de las hojas de las plantas de fresas
expuestas a diferentes tipos de radiacion incidente artificial para obtener los graficos Q-Q.
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Figura 14. Graficos Q-Q del largo del tallo (a) y tamafio de las hojas (b) de las plantas de fresas expuestas
a distintos tipos de radiacion incidente utilizando el software JMP-14.

En esta Figura se representa las lineas de coincidencia perfecta de los cuantiles, en
donde los datos se encuentran dentro de los parametros de los cuantiles; sin embargo, no
aparentan seguir apropiadamente una tendencia lineal, principalmente para el caso del
tamano de hojas el cual posee muchos datos acumulados en varias secciones el cual dificulta
mostrar una aparente linealidad. Razdn por la cual se decidié considerar que los datos no son
paramétricos, obtenido los resultados estadisticos mostrados en el Cuadro 14.

Cuadro 14. Pruebas estadisticas aplicadas a las medidas del tallo y las hojas de las plantas de
fresas expuestas a distintos tipos de radiacion incidente, utilizando el software JMP-14

. Normalidad Homocedasticidad .
Medida (Shapiro-Wilk) (Levene) Permutacién Test

Largo tallo 0,0463 0,0073 0,0523

Tamafio de Hojas 0,0200 0,4063 0,5478

Debido a que las pruebas estadisticas de normalidad y homocedasticidad demostraron
igualmente el comportamiento no parametrico de los datos y posterior a realizar la prueba
de permutacion 10000 veces con el software JMP-14, en donde se obtuvo valores de p-values
> 0,05. Por tal motivo, se concluye que los resultados presentaron que no hay suficiente
evidencia estadistica para mostrar una diferencia significativa en la altura de los tallos y el
tamafio de las hojas de las plantas de fresas al recibir diferente tipo de radiacion incidente,
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demostrando que las diferencias en los tamafios mostrados en la Figura 13 no fueron
significativos. Sin embargo, es importante recalcar que para el largo de los tallos el valor de
la permutacion es = 0,05, por lo cual seria recomendable para una investigacion futura repetir
el analisis con una mayor cantidad de muestras para tener datos mas concluyentes sobre los
resultados no significativos obtenidos®.

Por otra parte, también se observaron diferencias fisicas en el crecimiento de las
plantas (Figura 15), en donde se tuvo que las plantas que crecieron bajo radiacion azul, a
pesar de tener los tallos més largos, muchas de sus plantas presentaban sus tallos caidos. Con
respecto a las plantas que crecieron bajo radiacion verde, se encontrd que eran la que poseian
tonalidades con verdes mas intensos y con tallos erguidos en direccion hacia el bombillo
especifico. Por otra parte, las plantas que se expusieron con radiacion roja eran las que tenian
las plantas mas pequefias y poco erguidas con respecto a los 3 tipos de radiacion artificial
utilizada, en donde también se aprecié algunas tonalidades amarillentas en las hojas.
Finalmente, en relacidn con las plantas control se determind que estas plantas no tienen un
crecimiento hacia arriba como las plantas de radiacion artificial sino se expanden hacia los
lados con tallos pequefios, pero con hojas grandes.

Radiacion Azul Radiacion Verde 4“((“%

A

3

Figura 15. Diferencias en el crecimiento de las plantas de fresas expuestas a diferentes tipos de radiacion
incidente
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En el caso de las plantas irradiadas con luz azul, la literatura indica que se producen
tallos més altos con un incremento de los entrenudos y el grosor del tallo; sin embargo, en
este caso muchas de estas plantas presentaron tallos caidos, pero no se le realiz6 medicion
al grosor de las plantas . Por otra parte, en el caso de obtener plantas con un verde méas
intenso al utilizar radiacién verde, se debe que esta longitud de onda, junto con la radiacion
solar diaria que recibieron las plantas incrementa la concentracion de clorofilas, el cual es el
compuesto que genera este color en las plantas de origen vegetal 8182,

Con respecto a las plantas cultivadas bajo radiacion roja, este rango del espectro
electromagnético podria alterar la forma de los tallos y de las hojas (morfogénesis), debido
a que este modifica el sistema fitocromo de las plantas, el cual es un fotorreceptor de la luz
8 Pero se ha demostrado que las plantas, al estar expuestas a una radiacion especifica del
espectro por un largo periodo, comienzan a alterar la composicion de clorofila, en donde la
radiacién roja pudo haber ocasionado una clorosis, el cual es una patologia debida a la
disminucion de clorofila, en donde se generan la coloracion amarillenta de las hojas . Con
respecto al crecimiento hacia los lados de las plantas control con baja altitud de tallos, se
puede deber principalmente al fototropismo, en donde los tallos crecen en direccion hacia la
fuente de luz, lo cual como estas plantas no presentaban radiacion artificial directa crecieron
de manera paralela buscando la principal fuente de luz en este caso la solar, sin caracterizarse
por un importante crecimiento vertical 8.

1.3. Anadlisis financiero que asegura costo/beneficio positivo para producir fresas
utilizando radiacion artificial

Esta investigacion se realizé con bombillos incandescentes inteligentes, debido al bajo
costo de adquisicion; pero, se ha demostrado que, a nivel productivo, los sistemas que
mejores resultados producen para aumentar la produccién y la calidad de los frutos es la
utilizacion de luces LED, debido a que tienen una alta eficiencia, largos periodos de vida,
menor impacto ambiental y colores mas vividos. Es por esta razon que en la actualidad en
las plantaciones industriales se estan suplantando los bombillos fluorescentes y de HPS
(High Pressure Sodium Lights), debido a que muchas veces se produce un mayor o al menos
igual rendimiento por un menor gasto energético. Sin embargo, de las pocas desventajas de
esta tecnologia radica en el alto costo de adquisicion, debido a que esta metodologia es méas
costosa en comparacion a las otras técnicas anteriormente mencionadas 8. Por lo tanto,
para escalar el proceso realizado en esta investigacion a nivel productivo y obtener un costo
beneficio positivo, se decidio hacer el andlisis exploratorio financiero, considerando la
tecnologia LED como el mejor método para incrementar el rendimiento y la calidad de las
fresas.
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Por lo tanto, a partir de los datos obtenidos de la seccion 1.1y el tipo de lampara LED
explicada en la seccién 1.4 de la seccion metodoldgica, se calculd el DLI que reciben las
plantas de fresas durante un dia y el que tedricamente podria recibir las plantas, utilizando
el dispositivo escogido durante un periodo de baja o nula luz solar. Para obtener estos datos
se utilizo la Ecuacion 1, obteniendo los resultados mostrados en el Cuadro 15.

Cuadro 15. DLI obtenido en las plantaciones de fresas del proyecto Gamaliel y tedrico
proveido por las especificaciones del equipo

Variable Valor
PPFD promedio de radiacion interna en zona 428,44 ymol-m2.s1
PPFD tedrico de la lampara LED * 400,00 pmol-m2.s1
Duracién promedio del dia en Costa Rica ** 12 horas
DLI por dia sin radiacion artificial 18,51 mol-m2.d*
DLI por dia con radiacion artificial 17,28 mol-m2-d-!
Tiempo de uso diario requerido de radiacion artificial 6 horas

* Referencia de lampara LED: 8
** Referencia de la duracién promedio del dia en Costa Rica: &

Esta informacién permite demostrar que tanto la radiacion solar que se obtiene en la
zona como el equipo escogido posee un PPFD similar, lo cual hace que el valor del DLI sea
muy cercano para ambos casos, considerando una radiacion solar de 12 horas, como ocurre
en Costa Rica, y las siguientes 12 horas con radiacion artificial 7. Ademas, para ambos casos
se obtiene valores de DLI adecuados para la plantacion de fresas, debido a que se encuentra
encima de los 12,00 mol-m?d* de radiacion diaria que recomienda la literatura *°. Sin
embargo, no es recomendable estar recibiendo radiacion las 24 horas del dia por parte de las
plantas, para evitar enfermedades y disminucion del rendimiento. Por tal motivo, se
recomienda irradiarlas como maximo por 18 horas, motivo razonable que justifica que el
tiempo de uso real de las luces LED solo se tendré presupuestado usarlas por 6 horas, lo cual
también se ajusta con las horas de operacion anuales de las ldmparas en lugares de
produccion industriales 8:8°

Para determinar el costo de la inversion, primero, se determind la cantidad de piezas
necesarias por adquirir para abarcar los 7000 m? de terreno de la parcela, en donde se
considerd una distancia de 2 metros entre pieza (4 m?), debido a la potencia y las
caracteristicas que poseen estas unidades. Posteriormente, se realizo la consulta del costo de
instalacion de estos equipos en el invernadero, al ingeniero electromecéanico Mario Alberto
Vargas, el cual es experto en trabajos eléctricos, con el objetivo de considerar los costos
extras para asumir esta inversion. Luego, conociendo los costos requeridos de la inversion,
se decidié considerar pedir un préstamo al Banco Centroamericano de Integracion
Economica (BCIE), utilizando el “Programa de Apoyo a la MIPYME con Enfoque en
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Agronegocios”, el cual busca el desarrollo de las MIPYMES del sector del agro por medio
del acceso a créditos que les permitiran invertir en nuevas tecnologias para fortalecer su
competitividad, como ocurre en este caso. El préstamo se pagara por trimestre y con un
periodo de gracias de 36 meses *>°1, Finalmente, considerando el costo de las luces LED,
impuestos y transporte indicado en el sitio web, la informacion del ingeniero eléctrico y la
informacién del préstamo suministrada por el BCIE, se introdujo la informacion en la
Ecuacion 2y 3, para obtener la informacion resumida en el Cuadro 16 462,

Cuadro 16. Andlisis del costo de la inversion y el pago mensual para el préstamo

Variable Valor
Piezas requeridas en terreno 1750
Precio por pieza ¢ 62 994,75 *
Precio total de los equipos ¢ 110 240 812,50
Transporte + Impuestos ¢ 15 750 000,00
Banco de transformadores ¢ 7875 000,00
Canalizacion e instalacion eléctrica ¢ 27 562 500,00
Honorarios profesionales disefio y ejecucion ¢ 9187 500,00
Inversion total ¢ 170 615 812,50
Periodo del préstamo 10 afios
Tasa de interés determinada 11,15 %
Interés promedio trimestral durante periodo de gracia (36 meses) ¢ 4755915, 77
Interés + amortizacion promedio trimestral después del periodo de ¢ 8 858 045,94

gracia (84 meses)

* Conversion monetaria realizada a los paneles solares de $119,99, utilizando un tipo de cambio de
venta de ¢ 525 del Banco Central, el 29 de mayo de 2024.

Por lo tanto, considerando todos los gastos se obtuvo que se requiere una inversion
total de mas de 170 millones de colones o 325 000 ddlares, para iniciar con el proyecto de
cultivar fresas con luces LED de manera industrial, es por esto que es recomendado recibir
un asesoramiento financiero por parte del banco para acceder a un préstamo de este tipo.
Ademas, debido a que es un costo alto, se puede iniciar con un porcentaje de la inversion
sobre un area, dejar las previstas de instalacion eléctrica, e ir avanzando con porcentajes de
area con luces LED para cubrir el espacio designado. Asi, los costos se van diluyendo en el
tiempo y con las ganancias se cubre parte de las inversiones escalonadas que se van haciendo.

Luego, para obtener los costos eléctricos al utilizar radiacion LED, se considero que
debido al alto costo energético que amerita esta inversion, se va a firmar un contrato anual
con el Instituto Costarricense de Electricidad (ICE) para que se aplique una tarifa de “Media
Tension” en donde el duefio del invernadero se comprometera a consumir como minimo
120 000 kWh por afio calendario, y ademas las luces se van a encender desde (12:00 am —
6:00 am) todos los dias para abarcar el periodo de DLA de las plantas durante la tarifa
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considerada de periodo nocturno para el ICE. Por lo cual, el costo de la factura por todos los
equipos se calculd a partir de las ecuaciones 4, 5, 6 y 7, utilizando el ajuste eléctrico del
periodo del 01 de enero y hasta el 31 de diciembre 2024, y los resultados encuentran
resumidos en el Cuadro 17 %,

Cuadro 17. Costos eléctricos tedricos asumidos en la parcela #9 al instalar un sistema de
radiacion LED

Variable Valor
Piezas requeridas en terreno 1750
Potencia por pieza 0,1 kW
Potencia total 175 kW
DLA 6 horas
Consumo eléctrico mensual 1050 kWh
Carga eléctrica nocturna 14,02
Costo por energia €441 630,00
Carga potencia nocturna ¢4 447,56
Costo por potencia €778 323,00
Costo total mensual 1219 953,00
Aumento extra de la electricidad 6099,77 %

Como se observa en el Cuadro 17, el costo de la factura eléctrica mensual también
incrementa considerablemente, debido a que termina representando mas de 6000 % maés que
lo que se paga actualmente. Ademas, se debe de considerar realizar el cambio de la factura
eléctrica a “Media Tension”, y ser muy ordenados con la utilizacion de las luces solo durante
el periodo nocturno y asegurarse cumplir con la cuota de consumo acordada para asegurar
tener este costo eléctrico lo mas bajo posible, a como fue determinado anteriormente. Por
otro lado, como se ha mencionado anteriormente la mejor opcion es hacer la adquisicion
inicial de luces LED, debido a que se ha demostrado que a largo plazo la inversion inicial se
compensa con los costos energéticos, ya que esta tecnologia genera hasta un 45 % menos
kWh en comparacion a tecnologias como las luces HPS 8. Sin embargo, como es esperado
el ahorro energético por usar radiacién LED es mayor conforme aumenta el area superficial
por irradiar %

Otro factor a favor de las luces LED, es su largo periodo de vida, el cual, segin la
literatura, su rango promedio de vida ronda entre las 25000 h a las 50000 h &°, lo cual es
mucho mayor en comparacion a otras tecnologias como las bombillas comunes (1000 h a
1500 h) y las luces HPS (12000 h a 15000 h). Ademas, se debe de considerar que el
proveedor ofrece hasta 5 afios de garantia, lo cual confirma su alto periodo de vida *. Por lo
cual segun esta informacion y los calculos mostrados en el Cuadro 18, el costo de
mantenimiento de este tipo de luces se tendra que asumir posterior al pago de la deuda con
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el banco. Es por esto que no se consideran en los gastos mensuales actuales y, por lo tanto,
ayudan a compensar el costo inicial de la inversion 8.

Cuadro 18. Célculo aproximado del tiempo requerido para dar mantenimiento a equipos
LED en la parcela #9

Variable Valor
Horas anuales de uso por pieza 2190 horas
Rango promedio de tiempo de vida 37500 horas
Tiempo aproximado para mantenimiento 17 afios

Finalmente, para determinar el costo de las ganancias mensuales que se deberian
obtener, se consideraron las variables representadas en la Ecuacion 4. Seguidamente, fue
requerido realizar una investigacion bibliografica para obtener una referencia aproximada
del incremento en la produccion de fresas en climas tropicales como los de Costa Rica
cuando se utilizan bombillos de luces LED para produccion, obteniendo que el incremento
aproximado en la produccion es 2,5 veces mas, por lo cual, se utilizé el nuevo aumento para
realizar los siguientes calculos tedricos . Con lo anterior se estimé cual seria el porcentaje
que se debe de aumentar actualmente al precio del kilogramo de primer tipo y de segundo
tipo de fresas vendidos en la parcela #9 del proyecto Gamaliel, para obtener un costo

beneficio positivo y asumir los costos del préstamo. Los resultados se muestran en el Cuadro
19.

Cuadro 19. Determinacion del costo del kilogramo de fresa de primer tipo y de segundo
tipo para obtener un costo-beneficios positivo

Variable Valor
Ventas totales actuales mensuales 2 300 000,00
Incremento tedrico 2,5 veces de primera 2500
Incremento tedrico 2,5 veces de segunda 750
Costo fresa kg primera ¢ 2 000,00
Costo fresa kg segunda ¢ 1 000,00
Ganancias brutas mensuales proyectadas primera ¢ 5000 000,00
Ganancias brutas mensuales proyectadas segunda ¢ 750 000,00

Ganancias futuras

Interés promedio mensual durante periodo de gracia (36 meses)
Interés + amortizacion promedio mensual después del periodo

de gracia (84 meses)

Gastos eléctricos

Gastos totales mensuales en periodo gracia
Gastos totales mensuales después periodo gracia
Aumento de los precios requerido

Ganancias netas en periodo de gracia
Ganancias netas después periodo de gracia
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€ 5750 000,00
1188 978,94
2214 511,48

¢ 1219 953,00

¢ 2 408 931,94

¢ 3 434 464,48
0%

¢ 3 341 068,06

¢ 231553552



Segun los célculos, para hacer frente a la deuda, los costos eléctricos y obtener las
ganancias que se tienen actualmente, se obtiene que se debe de recaudar mas del doble de
dinero que lo que la empresa genera actualmente. Sin embargo, debido al alto rendimiento
que la teoria indica, que se puede obtener al utilizar radiacion LED en vez de los métodos
convencionales de agricultura que se usan en la actualidad. Se indica que las ganancias
proyectadas pueden rondar los 2.3-3.3 millones de colones, lo cual es casi 0.67-1.3 millones
mas de colones que el dinero que se requiere al invertir en utilizar radiacion LED. Por lo
tanto, esto indica que los precios actuales del kg de primer tipo y de segundo tipo no es
necesario de aumentarse, ya que por si solo el aumento en la produccidén compensa los costos
adicionales afiadidos al proceso productivo, obteniendo un costo-beneficio positivo.®

Adicionalmente, es importante recalcar que este estudio financiero es un analisis
exploratorio y como no se tuvieron las herramientas necesarias para extrapolar
industrialmente el trabajo y utilizar sistemas LEDs, los resultados podrian variar
considerablemente. Por lo tanto, para futuras investigaciones es recomendable adquirir el
sistema LED, para demostrar si efectivamente los resultados mostrados en la teoria se
pueden cumplir en la region de Vara Blanca de Heredia. Asimismo, es recomendable para
un futuro productor, asesorarse financieramente con un profesional si es factible realizar este
proyecto, debido a su alta inversion inicial y el costo del préstamo que se esté solicitando,
asi como tener presente otras variables adicionales que pueden surgir si se tiene un aumento
de la produccion considerable como el pago de horas extras o la adquisicién de mas mano
de obra.

Por altimo, si se analiza la diferencia entre las ganancias actuales y las ganancias
obtenidas durante el pago del préstamo sin periodo de gracia, la diferencia obtenida es
minima, lo cual durante aproximadamente 7 afios no representaria una ganancia significativa
financieramente si se decide invertir en esta tecnologia. Por lo tanto, a nivel productivo en
esta zona puede no representar rentable realizar una inversién tan riesgosa como es este caso,
y es por esta razén que es requerido un andlisis financiero mas a profundidad con un experto,
para evaluar diferentes variables adicionales o formas de efectuar la inversion. Sin embargo,
a largo plazo (posterior el pago del préstamo) en caso que se demuestre un incremento
significativo en la produccion y la calidad de la fresa, entonces podria representar rentable
el cambio a esta nueva tecnologia.

2. Clasificacion la calidad del agua de la quebrada Azufre para ser utilizada para el
cultivo de fresas por hidroponia en el sector de Vara Blanca de Heredia

2.1. Grado de contaminacion de la quebrada Azufre segun el Sistema Holandés de
Valoracion de la Calidad Fisico-Quimica del Agua para cuerpos receptores

A partir de las mediciones realizadas in-situ del oxigeno disuelto y los resultados de
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laboratorio del amonio y DBO obtenidos en la quebrada Azufre en los puntos de la medicion
de la quebrada y el invernadero, realizados tanto en época lluviosa como en época seca, se
obtuvo los siguientes resultados del grado de contaminacion de la quebrada, mostrados en el
Cuadro 20.

Cuadro 20. Resumen del grado de contaminacion de la quebrada Azufre utilizando el
Sistema Holandés de Valoracion de la Calidad Fisico-Quimica del Agua para cuerpos
receptores, en distintos puntos de medicion y estaciones climaticas

Categoria de Evaluacion Epoca Sumatoria de Codigo de Interpretacion de Calidad
puntos Color

Seca 6 Verde Contaminacion Incipiente

Quebrada - - —
Lluviosa 7 Amarillo Contaminacion Moderada
Seca 6 Verde Contaminacion Incipiente

Invernadero - - —
Lluviosa 7 Amarillo Contaminacion Moderada
Promedio bor Epoca Seca 6 Verde Contaminacion Incipiente
10 por £p Lluviosa 7 Amarillo Contaminacion Moderada
Promedio general 6,5 Amarillo Contaminaciéon Moderada

El Cuadro 20 muestra que en la época seca se obtuvo una sumatoria de puntos menor
en comparacion a la época lluviosa en ambos puntos, lo cual permite dilucidar que el indice
se mantiene constante en los puntos medidos, y el factor que altera los resultados y la
interpretacion de calidad es la época en que se midié. En donde el principal factor de
variacion entre cada época fue la concentracién de DBO, la cual en la época seca se obtuvo
un puntaje de 1y en época lluviosa fue de 2.

Estos resultados, también demuestran que existi6 una diferencia de puntajes por época
climatica y se obtuvo una variacion en la interpretacion de calidad, en ambos casos el agua
se encontraba contaminada. En donde la sumatoria de puntos se vio alterado principalmente
por el valor del % PSO, debido a que en promedio se tuvo un valor de 41,6 %, indicando
una concentracién de oxigeno disuelto muy baja. Por tal motivo, solo este rubro generé un
valor de 4 para todos los casos, lo cual contribuyé ampliamente en el grado de contaminacién
de esta quebrada.

Estos resultados se pueden deber principalmente a que se ha confirmado por evidencias
de los lugarefios y de las personas productoras de fresas que cerca del lugar de la quebrada
existe la presencia de una lecheria, y cuando hay lluvias intensas, los trabajadores del lugar
aprovechan la situacién para desaguar las aguas residuales en esta quebrada, aumentando
con esto la carga de materia organica e impactando la calidad del agua *’.

Debido a esta situacion es que se observa una alteracién en las concentraciones de
DBO y % PSO en el agua de la quebrada, ya que, al existir una alta descarga de material
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organico, la capacidad de produccién de oxigeno disminuye, provocando una anaerobiosis
de los sedimentos . Adicionalmente, como la DBO mide la cantidad de oxigeno requerido
por los microorganismos para estabilizar la materia organica en condiciones aerobicas, esta
variable tiene una relacion inversa con el % PSO, haciendo que, a mayor cantidad de materia
orgénica en el agua, mayor sera el consumo de oxigeno por parte de los microorganismos
para descomponerla, lo cual este consumo elevado de oxigeno causa una disminucion en el
% PSO %, Por lo tanto, la aparente liberacion de bofiiga en la quebrada Azufre hace que
segun el indice holandés este cuerpo de agua se encuentre contaminada, donde la
contaminacion en la época lluviosa es mayor debido a que en este periodo producen un
incremento en la liberacién de material organico.

2.2. Grado de contaminacion de la quebrada Azufre segtn el Indice de la Calidad del
Agua de la Fundacion Nacional de Saneamiento (NSF) de los Estados Unidos

El valor de la Calidad del Agua segun el indice de la NSF de los Estados Unidos en
los distintos puntos y en diferentes épocas se presenta en el Cuadro 21.

Cuadro 21. Resumen del indice de la Calidad del Agua de la Fundacion Nacional de
Saneamiento (NSF) de los Estados Unidos en distintos puntos de medicion de la quebrada
Azufre y en distintas estaciones climaticas

Categoria de Evaluacién Epoca Resultado Rango Calidad
Seca - i
Quebrada : 56 51-70 Med!o
Lluviosa 51 51-70 Medio
Seca 58 51-70 Medio
Invernadero -
Lluviosa 55 51-70 Medio
. ) Seca 57 51-70 Medio
Promedio por época : .
Lluviosa 53 51-70 Medio
Promedio general 55 51-70 Medio

Con respecto al Cuadro 21, se aprecia que en general se obtuvo un grado de calidad
del agua de categoria “Medio”, lo cual confirma que el agua se encuentra contaminada. En
donde, entre los parametros analizados se detect6 una baja concentracion de oxigeno disuelto
y una alta concentracion en el contenido de coliformes fecales en todas las mediciones, lo
que genero valores de Q-Value y subtotales bajos, por lo tanto, se obtuvo resultados bajos
en los valores del grado de contaminacion de la quebrada. Estos dos factores se podrian
atribuir a la liberacion de material organico en el cuerpo del agua debido a lecherias en la
parte superior de la quebrada, lo cual ocasiona el efecto que se discuti6 con anterioridad .

Por otra parte, existe un menor resultado en los valores de época lluviosa en
comparacion con la época seca y, por consiguiente, una mayor contaminacion, debido
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principalmente a que se observé un aumento en las concentraciones de nitratos y de la DBO,
lo que hizo que disminuyera los valores de Q-Value y Subtotales y a la vez el resultado en
esta época climatica. Especificamente, el parametro de concentracion de nitratos fue uno de
los principales factores que hizo que en el punto de la quebrada en la época lluviosa se
obtuviera un valor cercano al extremo inferior del rango, de 2,93 mg/L para la época seca y
5,47 mg/L para la época lluviosa, es decir, casi se duplico la concentracion de nitratos en el
agua de acuerdo con el periodo climatico analizado. EI cambio en las concentraciones de la
DBO 'y de nitratos podrian deberse igualmente a la liberacion de este material fecal al cuerpo
de agua. Especificamente en el caso de los nitratos se ha documentado que uno de los
factores para la contaminacion de las aguas por compuestos nitrogenados se debe a la
polucion puntual debido a actividades de origen industrial, ganadero o urbano, en donde
entre los ejemplos, de estas categorias se encuentra los efluentes organicos producto de las
explotaciones ganaderas .

Se ha documentado que estos desechos animales son de las principales fuentes
generadoras de nitratos, los cuales al ser excretados al suelo pueden ingresar a las aguas
subterraneas o superficiales como resultado de la lixiviacion o la escorrentia. Ademas,
posterior a que los nitratos son excretados, los microorganismos presentes en el agua los
pueden usar como fuente generadora de nitrdgeno, por lo tanto, al proveerles mayor material
organico, las poblaciones de microorganismos se multiplican y se rompe el balance que
existe en la naturaleza, lo cual puede disminuir la calidad del agua °. Por lo tanto, este
parametro es un indicio de que en la época lluviosa se puede dar un efecto de escorrentia o
lixiviacion de las excretas de la lecheria hacia el rio, aumentando el grado de contaminacion
del agua durante esta estacion climatica.

Adicionalmente, en la quebrada se obtuvo un grado de contaminacién mayor en
comparacion con el punto de andlisis del invernadero. Esto se debi6 principalmente a que
los resultados de los parametros de turbidez y sélidos totales fueron aproximadamente 60 %
mayores en la zona de la quebrada en comparacion al invernadero. Esto se puede deber
principalmente a que la captacion de agua de la quebrada Azufre no cuenta actualmente con
una concesioén por parte de la Direccion de Aguas del Ministerio de Ambiente y Energia,
ocasionando que el proyecto Gamaliel no cuente con un sistema adecuado de seguridad
hidrica y, por esta razon, en los invernaderos tengan que utilizarse filtros y sistemas de
distribucion rudimentarios, para retener gran cantidad de sedimentos con alta carga organica
y vegetal ¥. Segun los resultados, se demuestra que estos sistemas cumplen su funcion
debido a que disminuyen considerablemente los sedimentos para que no lleguen a los
cultivos y, por eso, el grado de contaminacion es menor en el punto del invernadero. Sin
embargo, resulta imperativo contar con un sistema de captacion de agua para disminuir ain
mas estos parametros, debido a que segun comentan los productores deben de estar
limpiando constantemente estos sistemas de tuberias y filtros para disminuir los sedimentos
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que llegan al proyecto del INDER.

Al comparar estos dos indices se demuestra que la quebrada se encuentra contaminada,
debido principalmente a la aparente descarga de material organico ocasionado por la lecheria
rio arriba, lo cual en el caso del indice holandés gener6 una disminucion del % PSO y un
aumento de la DBO. Mientras que, con respecto al indice de la NSF de los Estados Unidos,
ademas de estos parametros anteriores también detect6 un incremento en las concentraciones
de nitratos y de coliformes fecales, lo cual comprueba la liberacion de desechos fecales a
este cuerpo de agua.

Debido a que se debe de analizar una mayor cantidad de pardmetros en el indice NSF,
esto permitid observar una serie de variaciones al hacer mediciones en distintos puntos de la
quebrada, por lo tanto, se pudo apreciar diferencias en la cantidad de sedimentos que se
desplazan y que pueden llegar a los cultivos de fresas. El indice holandés, no tiene esta
capacidad de determinacion, debido a que solo analiza 3 parametros centrados
principalmente en analizar la contaminacion del agua por factores externos y no en evaluar
otros parametros fisico-quimicos que proveen las caracteristicas del cuerpo de agua en si,
como el pH y la temperatura. Esto demuestra una desventaja considerable en los pardmetros
fisico-quimicos aprobados por la legislacion costarricense para la clasificacion inicial del
cuerpo de agua %.

2.3. Calidad del agua de la quebrada Azufre a partir de los parametros
complementarios del Reglamento N° 33903 de Costa Rica

Los resultados de las clases de cada uno de los parametros complementarios del
Reglamento N° 33903 de Costa Rica, en la Quebrada Azufre, resumidos por época climatica
se muestran en el Cuadro 22.

Cuadro 22. Resumen de las clases para cada uno de los parametros complementarios del
Reglamento N° 33903 de Costa Rica, determinados en diferentes estaciones climaticas en la

quebrada Azufre
Parametro Complementario Clase Epoca Clase I_Epoca
Seca Lluviosa

Turbiedad (UNT) 1 1
Temperatura (°C) 1 1
Potencial de hidrogeno (pH) 1 1
Nitratos, NOs™ (mgN/L) 1 2
Demanda Quimica de Oxigeno (mg/L) 1 1
Cloruros (como CI) (mg/L) 1 1
Fluoruros (como F) (mg/L) 1 1
Color (Pt-Co) 1 1
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Parametro Complementario CIasSeelig)oca Clﬁfjvliigsc;ca
Sélidos Suspendidos Totales (mg/L) 1 1
Sélidos Disueltos (mg/L) 1 1
Grasas y Aceites (mg/L) 1 1
Sustancias activas al azul de metileno (mg/L) 3 4
Arsénico (mg/L) 2 2
Boro (mg/L) 1 2
Cadmio (mg/L) 1 1
Cianuro (mg CN- /L) 1 1
Cobre (mg/L) 1 1
Cromo Total (mg/L) 2 2
Magnesio mg MgCOs/ L 1 1
Mercurio (mg/L) 1 1
Niquel (mg/L) 1 1
Plomo (mg/L) 1 1
Selenio (mg/L) 3 3
Sulfatos (SO4 2 mg/L) 1 1
Sumatoria de los Compuestos Organoclorados (mg/L) 3 3
Sumatoria de los Compuestos Organofosforados (mg/L) 3 3
Coliformes Fecales (NMP/100 mL) 5 4
Clase Seleccionada 5 4
Clasificacion No utilizable No utilizable

Con respecto a los resultados presentados en el Cuadro 22, las propiedades
fisicoquimicas de la quebrada Azufre, como iones, pH, temperatura y turbiedad, se encuentra
entre los parametros adecuados para clasificarlos como clase 1 en ambas épocas climaticas.
Adicionalmente, los analisis de metales también se encontraron entre los parametros
correctos para clasificarlos como clase 1. Sin embargo, es necesario recalcar que, para el
caso del selenio y del arsénico, asi como los resultados de compuestos organoclorados y
organofosforados, se obtuvieron clases mayores debido a que este reglamento no permitia
proveer clases menores para estas variables, por lo cual se les colocd la mayor clase posible
segun el resultado obtenido, basandose en el principio precautorio en materia ambiental.
Segun el principio 15 de la Declaracion de Rio sobre el Medio Ambiente y Desarrollo, en
donde Costa Rica es firmante, indica que no se debe de postergar la adopcién de medidas
eficaces para impedir la degradacién ambiental, a pesar de no exista certeza cientifica sobre
el impacto que pueda tener una actividad en el medio ambiente 1%,

Adicionalmente, para el caso del andlisis de sustancias activas al azul de metileno
(SAAM), se asignd un valor de 3 para la época seca, basandose igualmente en el principio
precautorio en materia ambiental; sin embargo, para la época lluviosa si fue requerido
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asignar una clase 4, debido a que se obtuvieron resultados de 1,32 mg/L y 1,52 mg/L para el
punto de la quebrada y el invernadero, respectivamente. Este analisis permite identificar
surfactantes, los cuales son comunmente encontrados en detergentes de uso cotidiano y los
cuales representan uno de los principales agentes contaminantes ambientales debido a su
incremento uso y su potencial toxicidad . Lo cual, identificar concentraciones altas de
surfactantes en esta quebrada, podria deberse a las sustancias quimicas que la lecheria utiliza
para limpiar los corrales.

Finalmente, el Cuadro 22 permite concluir que la calidad del agua de la quebrada
Azufre se obtiene una clase 4 para la época seca y una clase 5 para la época lluviosa, lo cual
en ambos casos se clasifica como un agua “No utilizable” segun el Cuadro 9 de este proyecto,
basandose en el Reglamento N° 33903 de Costa Rica. Este resultado se debe a que el
parametro de coliformes fecales para ambos casos fue el que delimitd la clasificacion de este
cuerpo de agua, el cual para ambas épocas y puntos de medicidn se obtuvo concentraciones
por encima de los valores aceptables para ser usada en actividades industriales destinadas a
la produccién de algunos alimentos de consumo humano, como las fresas en este caso.
Ademas, esta clasificacion resulta de gran importancia debido a que altas concentraciones
de E.coli en zonas de alta densidad poblacional representan un riesgo a la salud, debido a la
transmision de microorganismos patdgenos para el ser humano, en donde segun se ha hecho
constar en otros estudios es comun de observar que en cantones de Alajuela cercanos a Vara
Blanca como Grecia y Poas, otras fuentes de agua igualmente se encuentran contaminadas
por estos agentes 99103,

Segun los resultados, esta agua no es recomendable para ser utilizada en el cultivo de
fresas y, por lo tanto, a mediano-largo plazo se debe de replantear la utilizaciéon de otro
cuerpo de agua, el cual posea una concesion por parte de la Direccion de Aguas del
Ministerio de Ambiente y Energia. Entre estas propuestas se ha documentado que el MINAE
y el INDER estén trabajando en el “Proyecto de riego Gamaliel-Prodifresa”, el cual tiene
como objetivo crear un sistema de abastecimiento de agua que permita suplir las necesidades
hidricas de sus actividades agricolas, utilizando otras fuentes de abastecimiento como la
quebrada Piedras Negras, la cual se ubica en las cercanias del proyecto del INDER ¥'.

Adicionalmente, se decidio obtener informacion mas actualizada sobre el avance del
proyecto y el dia 5 de febrero de 2024 se plante6 una reunién con los ingenieros Luis
Ramirez y Ulises Vargas, los cuales pertenecen al area de Ingenieria y Desarrollo de
Proyectos del Servicio Nacional de Aguas Subterraneas, Riego y Avenamiento (SENARA)
y tienen a cargo el proyecto indicado anteriormente. Los expertos indicaron que
efectivamente el proyecto de captacion de agua del afluente del rio Piedras Negras se
encuentra en el cronograma de proyectos de la entidad. En donde, la decision de utilizar este
cuerpo de agua se debe a que posee una concesion formal desde hace 5 afios y por sus
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condiciones hidraulicas representa la mejor alternativa, ya que permitiria trasladar el agua
hasta Gamaliel por gravedad como ocurre actualmente con la Quebrada Azufre 1%,

Este proyecto estuvo detenido a nivel legal desde el afio 2021 debido a que faltaba
aclaraciones en el Articulo 33 de la Ley Forestal, por lo cual el proyecto no se pudo realizar
con anterioridad; sin embargo, el articulo se logré aclarar con un texto sustitutivo en la
Asamblea Legislativa del gobierno de Carlos Alvarado Quesada (2018-2022) y actualmente
existe un acuerdo entre las partes (SINAC-MINAE y SENARA) para que el plan pueda
continuar, por lo que, al momento de la reunion planteada, el factor que esta determinando
el inicio de las obras es la obtencion del recurso econdémico. El plan de las instituciones
consiste en otorgarle el contenido presupuestario por medio de fondos del INDER y se
trasladard al SENARA por un proceso licitatorio y de adjudicacion. Al momento de la
reunién se indico que el convenio especifico para la ejecucion de las obras en Gamaliel se
firmd el pasado 20 de agosto de 2024, por lo cual este proyecto se incluyé para el Presupuesto
Ordinario Institucional del 2025 del SENARA. Para agosto del 2024, el proyecto se
encuentra en tramite de contratacion administrativa, en donde se estan haciendo las
revisiones de carteles y tramites administrativos, para seleccionar la empresa que realizara
la construccion de la obra, a inicios del afio 2025.

En la Figura 16, compartida por los ingenieros de SENARA, se muestra la imagen
satelital en donde se localiza los proyectos Gamaliel y Prodifresa en color azul, de color rojo
la quebrada Azufre de la cual se alimenta actualmente el proyecto Gamaliel, asi como el
punto amarillo el cual representa el futuro punto de captacion del afluente Piedras Negras.
Adicionalmente, en color celeste se representa algunas construcciones aguas arriba cercanas
a la Quebrada Azufre, los cuales pueden representar el posible foco de contaminacion
explicado previamente.
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Figura 16. Imagen satelital del area de Vara Blanca, Heredia vista de norte a sur

3. Efecto en el tamafio y las concentraciones de polifenoles, antocianinas y azlcares
totales de las fresas en viveros del sector de Vara Blanca de Heredia cuando se
exponen a distintos tipos de radiacion incidente

3.1. Variabilidad en el tamafio de las fresas expuestas a distintos tipos de radiacion
incidente

A partir de las mediciones del tamafio de las fresas de distintos tipos de radiacion
incidente realizadas, se plante6 un analisis estadistico de comparacion de muestra K para
evaluar si existe una diferencia significativa en la altura y el ancho de las fresas cuando se
exponen a diferentes tipos de radiacién incidente artificial. Es importante recalcar que para
esta seccion no se consideraron muestras control debido a que las condiciones de
almacenamiento de este tipo de fresas no fueron contantes en comparacion a las muestras
con radiacion artificial.

Por lo tanto, en la Figura 17 se graficaron los datos del largo y del grosor de las fresas
expuestas a diferentes tipos de radiacion incidente artificial, para obtener los graficos Q-Q.
En esta Figura se aprecia en la seccion inferior como los datos presentan una aparente
tendencia normal, con promedios de largo de aproximadamente 30 mm y de grosor de 26
mm. Adicionalmente, en la parte superior se representa las lineas de coincidencia perfecta
de los cuantiles, en donde los datos aparentan seguir esta tendencia lineal, demostrando un

69



aparente comportamiento normal de los datos.
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Figura 17. Gréficos Q-Q del largo (a) y grosor (b) de las fresas expuestas a distintos tipos de radiacién
incidente utilizando el software JMP-14

A partir de la prueba de normalidad y de homocedasticidad, mostrada en el Cuadro 23,
se obtuvo que los datos no se comportan completamente normales, por tanto, como este
proyecto es un andlisis exploratorio, se requiere una cantidad mayor de muestras en el tiempo
para tener una conclusion mas acertada, porque estas pruebas son muy susceptibles al
tamafio de muestra y a los valores extremos. Por tal motivo, se decidi6 considerar que los
datos se comportan de manera normal, con el objetivo de utilizar los datos medidos y no
simulaciones como ocurren en los datos no paramétricos. Por lo que, al utilizar un nivel de
significancia de 5 % para todas las pruebas, se obtuvo los siguientes resultados.

Cuadro 23. Pruebas estadisticas aplicadas a las medidas de las fresas expuestas a distintos
tipos de radiacién incidente, utilizando el software JMP-14

Normalidad Homocedasticidad Homogeneidad de Varianzas Anova Test
Medida | (Shapiro-Wilk) (Levene) (Brown-Forsythe)
Largo 0,1441 0,0230 0,1578 0,1117
Ancho 0,0277 0,0043 0,0694 0,2759

A partir de las pruebas estadisticas en donde se obtuvo un p-value > 0,05 en los
ANOVA test, se concluye que la informacion muestra que hay suficiente evidencia
estadistica para no rechazar la hipétesis nula, lo cual es indicativo de que no hay diferencias
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significativas en el largo y en el grosor de las fresas cuando se exponen a diferentes tipos de
radiacion incidente artificial.

Pese a gue se tiene conocimiento en cuanto a que el tamafo es uno de los principales
factores que determinan la calidad de las fresas, no existen muchas investigaciones en los
que se compare la variacién del tipo de radiacion incidente con el tamafio de las fresas
cosechadas *’. Esto debido a que en variados estudios se ignora este hecho y segregan las
fresas cosechadas que tuvieran mayor tamafio, un mayor color rojizo, un adecuado grado de
madurez y sin dafios, lo cual muchos articulos se encuentran sesgados por la escogencia del
tipo de fresa, sin evaluar cada fresa individualmente, como se realiz6 en este estudio “°.

Por otra parte, se han hecho andlisis del impacto de la radiacion UV en cultivos como
maiz, trigo, tomate y lechuga y en general estos estudios no mostraron evidencia clara del
efecto de la radiacion ultravioleta en la productividad de los cultivos, lo cual brinda una
similitud con los resultados, utilizando radiacion visible. También, se ha determinado que la
intensidad de la luz que reciben las plantas de fresas si cumple un rol importante en el cultivo
y en la madurez del fruto; pero, especificamente al generar una reduccion de la percepcion
de la irradiacion durante la vida mas corta de las plantas. Ademas, se ha confirmado que el
efecto de la iluminacion artificial depende de la duracion del periodo de luz diario y no de
la dosis diaria total, donde para este caso todas las fresas tuvieron una percepcion de
radiacion y una duracion del periodo de luz diario constante, lo cual no generé un impacto
en la variacion del tamafio de los grupos %1%,

A pesar de que la radiacion parece no tener un impacto significativo en el tamafio de
las fresas, si se ha confirmado que hay otros factores que impactan significativamente esta
propiedad del fruto, entre los que se encuentran: la humedad, variaciones en los regimenes
de riego, variacion del color del plastico protector, asi como cambiar la capacidad reflectiva
de estas mantas a la radiacion solar 328%197:108 Cjick or tap here to enter text.De igual manera,
todas estas variables se consideraron constantes y no se produjo una variacion significativa
del tamafio cultivo en alguno de los grupos cosechados con diferente tipo de radiacion
incidente artificial.

3.2. Determinacion de los parametros que mejoran el proceso de extraccion de los
analitos

3.2.1. Pruebas de disolventes

Para asegurar una correcta extraccion de las antocianinas y de otros compuestos de las
fresas, se deben tomar en cuenta una serie de factores como: el tiempo de incubacion, la
frecuencia de muestreo, el tipo de muestra, la temperatura y el disolvente 1. Para este
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proyecto solo se estudio el ultimo factor, debido a que los demaés se consideraron constantes,
ya que los frutos se cultivaron y se cosecharon bajo los mismos estandares. La importancia
de estudiar el mejor disolvente de extraccion reside en que estos compuestos impactan la
estructura cuaternaria, afectando el color de cualquiera de las estructuras primarias,
secundarias o terciarias de las antocianinas y posteriormente la absorcion maxima. Los
compuestos polifenolicos son selectivamente solubles en diferentes disolventes, por lo cual
la polaridad del disolvente resulta de importancia ya que juega un papel clave con el aumento
de la solubilidad del grupo fenol en las antocianinas %11,

Por esta razon, la literatura reporta que entre los principales disolventes de los
compuestos de las fresas se encuentran el metanol, el agua y la acetona, ademas de sus
mezclas acidas y basicas . Por tal motivo, se realiz6 un estudio sobre el mejor disolvente
reportado por la literatura para el proceso de extraccién de los analitos en las fresas. Se
ejecutd un analisis espectrofotométrico con estas sustancias quimicas, para obtener las
relaciones absorbancia/masa muestra. Con esta informacion, se realizé una comparacion de
muestra K para determinar si algan disolvente reportado por la literatura mejora el proceso
de extraccion de los analitos de las fresas.

Para las pruebas de normalidad y homocedasticidad se obtuvieron valores de 0,0115y
0,133, respectivamente, por lo tanto, debido a que el Estadistico de Levene mostrd un valor
de p-value < 0,05, las pruebas estadisticas resultan una aparente tendencia no normal; no
obstante, posteriormente se realiz6 un gréafico Q-Q (Figura 19) para analizar si existe un
comportamiento lineal y normal de los datos dentro de los cuantiles, observando una
linealidad donde los datos se mantienen dentro de los parametros del grafico, con lo que se
demuestra un aparente comportamiento lineal de los datos. Adicionalmente, debido a que en
este proyecto se esta haciendo analisis exploratorios y no inferencias de los resultados, y que
ademas en investigaciones previas se ha demostrado que al aplicar pruebas paramétricas
como el andlisis de varianza de una via (ANOVA) para el tratamiento de los datos de este
tipo, se obtienen resultados satisfactorios 3%, Por tal motivo, se decidié considerar que los
datos se comportan de manera normal, con el objetivo de utilizar los datos medidos y no
simulaciones como ocurren en los datos no paramétricos. Por lo tanto, utilizando un nivel de
significancia de 5 % para todas las pruebas se obtuvo los resultados mostrados en el Cuadro
24,
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Figura 18. Gréficos Q-Q de las concentraciones de antocianinas en las muestras de fresas, utilizando
distintos tipos de disolventes para realizar las extracciones, utilizando el software JMP-14

Cuadro 24. Pruebas estadisticas aplicadas a las muestras de fresas extraidas con distintos
tipos de disolventes, utilizando el software JMP-14

Normalidad Homocedasticidad Homogeneidad de Anova Test Tukey Test
(Shapiro-Wilk) (Levene) Varianzas (Brown-
Forsythe)
0,133 0,012 0,2671 < 0,001 <0,05

A partir de las pruebas estadisticas en donde se obtuvo un p-value < 0,001 en los
ANOVA test, se concluye que hay suficiente evidencia estadistica para rechazar la hipétesis
nula, lo cual es indicativo que existe diferencia significativa en el tipo de disolvente utilizado
para mejorar el proceso de extraccion de los analitos de las fresas. Adicionalmente, con el
Tukey test y su respectiva representacion grafica, mostrada en la Figura 20, se pudo
confirmar que el tipo de disolvente que extrae significativamente una mayor concentracion
de polifenoles es el metanol al 80 %. Ademas, en el cuadro inferior de la Figura 20, se tiene
una comparacion entre cada uno de los parametros y se obtuvieron p-values < 0,05 al
comparar el metanol 80 % v/v con los otros tipos de disolventes, indicativo de una diferencia
significativa en la cantidad de antocianinas extraidas, utilizando este compuesto en
comparacion a los otros. Por lo que el disolvente escogido es el metanol 80 % v/v para
realizar las extracciones de los polifenoles de las fresas expuestas a distintos tipos de
radiacion incidente y realizar los respectivos analisis de calidad de estos frutos.
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Figura 19. Tukey Test de las concentraciones de antocianinas en las muestras de fresas, utilizando distintos
tipos de disolventes para realizar las extracciones, utilizando el software JMP-14

Estos resultados se pueden atribuir a que las fresas estan compuestas por un 95 % agua
y solo un 5 % de materia seca, en donde en este pequefio porcentaje se encuentran sustancias
como los polifenoles y entre estos las antocianinas, que les proveen caracteristicas
hidrofébicas a estos compuestos. Por tal motivo el metanol al 80 % v/v fue el mejor
disolvente 232109,

A pesar de la alta solubilidad en el agua de los compuestos polifendlicos, la literatura
al igual que los resultados, confirma que utilizar agua como disolvente no produce un alto
rendimiento de extraccion de las antocianinas 1. En este caso, es preferible utilizar como
disolvente una mezcla de metanol y agua en diferentes proporciones, en este caso metanol
al 80 % v/v y el agua al 20 % v/v, debido a que esta combinacion permite una mejor
solvatacion de los compuestos antioxidantes presentes en las frutas debido a que las
interacciones por puentes de hidrogeno entre los sitios polares de las moléculas antioxidantes
y el disolvente se ven mejorados '*. Adicionalmente, la literatura ha confirmado que al
acidificar las disoluciones como se hizo en todos los casos también mejora la extraccion,
debido a que las disoluciones acidificadas ayudan a que las antocianinas penetren a través
de la membrana celular y se liberen en el tampén de extraccion mas facil 1.

A pesar que se estudiaron los principales disolventes indicados por las metodologias
consultadas para realizar los analisis de calidad de las fresas, también la literatura reporta
otros disolventes para mejorar las extracciones y se ha recomendado la mezcla de
cloroformo:metanol como uno de los mejores disolventes de antocianinas de las fresas,
donde en algunos casos recomiendan acidificarlo hasta pH 3,0 para mejorar la extraccion del
Pelagordinin, una de las principales antocianinas de las fresas %1% De esta manera, el
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metanol al 80 % v/v es el disolvente que se recomienda.

3.2.2. Andlisis de cantidad de extracciones necesarias

Se procedié a estudiar la cantidad de extracciones necesarias para las muestras de
fresas, utilizando el Metanol al 80 % v/v, para asegurar la maxima extraccion posible. Por
lo tanto, cuando se obtuvo las muestras compuestas con diferentes cantidades de
extracciones se aplico un andlisis por Folin-Ciocalteu expresando los promedios de las
concentraciones de las muestras de fresas en miligramos de 4cido galico equivalente por
gramo de muestra medida, como se observa en el Cuadro 25.

Cuadro 25. Promedio de las concentraciones de muestras con diferentes cantidades de
extracciones, realizado mediante la metodologia Folin-Ciocalteu en un lector de microplacas
Biotek modelo Synergy HT

Numero de Extracciones | Concentracion (mg &cido gélico/ Desviacién Estandar
mg muestra seca)

1 0,11 +0,02
2 0,13 +0,02
3 0,12 +0,02
4 0,117 + 0,006

Para realizar los andlisis estadisticos, se tabularon los datos para obtener los graficos
Q-Q. En la Figura 21 se muestra una distribucién normal y la prueba Shapiro Wilk confirma
esta tendencia. Adicionalmente, con la prueba de Levene se confirmé que los datos se
comportan de manera homocedasticos. Por lo tanto, a partir de estos resultados se aplicaron
pruebas paramétricas, utilizando un nivel de significancia de 5 % para todas las pruebas,
obteniendo los resultados mostrados en el Cuadro 26.

75



08

. ~foss

. o3

L]
Porcentaje de quantiles (%)

Count

0 10 20 _j(} 40 . 60 70
Miligramos de dcido galico equivalentes por
miligramo de muestra seca (mg AG/mg MS)

Figura 20. Gréaficos Q-Q de las concentraciones de antocianinas en las muestras de fresas variando la
cantidad de extracciones, utilizando el software JMP-14

Cuadro 26. Pruebas estadisticas aplicadas a las muestras de fresas con diferente cantidad de
extracciones, utilizando el software JMP-14

Normalidad Homocedasticidad Homogeneidad de Varianzas Anova Test
(Shapiro-Wilk) (Levene) (Brown-Forsythe)
0,455 0,159 0,187 0,104

A partir de las pruebas estadisticas en donde se obtuvo un p-value > 0,05 en los
ANOVA test, se concluye que la informacion muestra que hay suficiente evidencia
estadistica para no rechazar la hipotesis nula, lo cual es indicativo de que no existe diferencia
significativa en la concentracion de analitos con respecto a la cantidad de extracciones
realizadas a las muestras de fresas. Adicionalmente, en la Figura 22 se hace una comparacion
mediante un gréafico One-Way Anova de la distribucién de los datos, donde se muestra que
cada grupo posee una distribucion similar, con poca variacién entre los valores extremos. A
partir de esta conclusién se tomé la decision de realizar al menos 3 extracciones a las
muestras de fresas para asegurar que la mayoria de los analitos se hubieran extraido en el
metanol al 80 % v/v ya que la estadistica demostro que no existié una diferencia significativa
en ninguno de los grupos.
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Figura 21. Gréaficos Oneway Anova del nimero de extracciones requeridas para obtener la maxima
concentracion de analito, utilizando el software JMP-14

La teoria confirma que aumentar la cantidad de extracciones se obtiene un mayor
rendimiento en la extraccion de antocianinas 2. Ademas, se ha confirmado que
estadisticamente no existe diferencia significativa entre realizar dos o tres extracciones 1%,
pero si se recomienda que al momento de realizar el proceso de extraccion, este paso se debe
de repetir al menos tres veces para obtener un mejor rendimiento; justificando la cantidad de
extracciones realizadas en el presente estudio 112114,

Adicionalmente, se debe de considerar que, al momento de realizar las extracciones de
antocianinas, se agreg6 Acido clorhidrico diluido (0,1 % v/v) en pequefias proporciones, el
cual se ha confirmado que funciona para que la disolucién acuosa tenga un pH bajo donde
las antocianinas se mantengan estables en un ambiente acido %2,

3.3. Variacion de metabolitos de las fresas expuestas a distintos tipos de radiacion
incidente

3.3.1.Polifenoles totales
De acuerdo con la metodologia planteada, se realiz6 una curva de calibracion de acido

galico, en donde se obtuvo un coeficiente de determinacién de 0,9994, como se ilustra en la
Figura 23.
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Figura 22. Curva de calibracion de &cido gélico realizado por la metodologia de Folin-Ciocalteu y medido en
un lector de microplacas Biotek modelo Synergy HT

A partir de esta curva de calibracion se obtuvo la concentracion de polifenoles totales
en las muestras de fresas expuestas a distintos tipos de radiacion incidente, mediante la
prueba de Folin-Ciocalteu; expresando los promedios de las concentraciones de las muestras
de fresas en miligramos de Acido galico equivalente por gramo de muestra medida, como se
observa en el Cuadro 27.

Cuadro 27. Promedio de las concentraciones de polifenoles totales en las muestras de fresas
expuestas a distintos tipos de radiacion incidente, realizado mediante la metodologia Folin-
Ciocalteu en un lector de microplacas Biotek modelo Synergy HT

Tipo Radiacion Concentracion (mg EAG/g mS) Desviacién Estandar
Control 168 +9
Rojo 151 +8
Verde 170 +20
Azul 170 + 30

A partir de esta informacion, se planted un analisis estadistico de comparacion de
muestras K, para evaluar si existe diferencia significativa en la cantidad de polifenoles
totales de las fresas expuestas a distintos tipos de radiacion incidente. En la Figura 24 se
muestra el grafico Q-Q, en donde los datos a pesar de no mostrar una tendencia
completamente lineal se mantienen dentro de los pardmetros del grafico, y donde
adicionalmente, el grafico de barra inferior muestra una distribucion gaussiana, lo cual en
ambos casos es indicativo que los datos se comportan de manera normal. Debido a que en
este proyecto se esta haciendo analisis exploratorios y no inferencias de los resultados, y que
ademas en investigaciones previas se ha demostrado que al aplicar pruebas paramétricas
como el andlisis de varianza de una via (ANOVA) para el tratamiento de los datos, se
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obtienen resultados satisfactorios 3233337 se decidio considerar que los datos se comportan
de manera normal, con el objetivo de utilizar los datos medidos y no simulaciones como
ocurren en los datos no paramétricos. Por lo tanto, utilizando un nivel de significancia de 5
% para todas las pruebas se obtuvo los resultados mostrados en el Cuadro 28.

o

0.65

=]
N
w

Porcentaje de quanti

.
=
o
@

-2.334-0.01

0.05 0.1 015 . 02 0.25
Polifenoles totales mg de acido gélico
equivalente por mg de masa de muestra

Figura 23. Gréficos Q-Q de las concentraciones de polifenoles totales en las muestras de fresas expuestas a
distintos tipos de radiacién incidente, utilizando el software JMP-14

Cuadro 28. Pruebas estadisticas aplicadas a las concentraciones de polifenoles totales en las
muestras de fresas expuestas a distintos tipos de radiacion incidente, utilizando el software

JMP-14
Normalidad Homocedasticidad Homogeneidad de Varianzas Anova Test
(Shapiro-Wilk) (Levene) (Brown-Forsythe)
< 0,001 0,041 0,052 0,472

A partir de las pruebas estadisticas en donde se obtuvo un p-value > 0,05 en los
ANOVA test, se concluye que hay suficiente evidencia estadistica para no rechazar la
hipétesis nula, lo cual es indicativo que no existe diferencia significativa en la cantidad de
polifenoles totales de las fresas expuestas a distintos tipos de radiacion incidente 15116117,

La literatura confirma que utilizar radiacion artificial si tiene un factor directo en el
aumento de la concentracion de compuestos fenolicos en vegetales verdes, como lechugas
y espinacas *°. Con respecto a las fresas, parece ser que la luz monocromatica no tiene un
factor adecuado para el aumento de estos metabolitos, pero se ha demostrado que si estas
radiaciones se combinan principalmente en una relacion 18:45:37 azul:verde:rojo, se
podria tener un aumento en la productividad bioldgica de hasta el 41 % con respecto a las
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muestras control 2121 Sin embargo, el principal tipo de radiacion que afecta
significativamente el contenido fendlico en los cultivos rojos como el tomate y las fresas
son la radiacion UV . Esto debido a que la radiacion UV-A y UV-B, ocasiona la
formacion de metabolitos secundarios, incluidos compuestos fendlicos y antioxidantes,
ademas que los flavonoides absorben luz en el rango de radiacion UV-A 21, Por eso, para
futuras investigaciones seria adecuado estudiar este espectro de luz para conocer coOmo
puede alterar la concentracion de polifenoles en las fresas, asi como la temperatura y la
duracion de la luz solar que parece ser otras variables que alteran la formacion de
metabolitos secundarios en estos frutos 1°.

3.3.2. Antocianinas totales

Para obtener el contenido de antocianinas totales inicialmente se aisl6 y purifico la
cianidina-3-glucoésido de aproximadamente 250 g de moras. Cuando este proceso culmino,
se requirio confirmar que la muestra se encontraba purificada, por lo cual al inyectar una
parte de este analito en el UHPLC+ con detector de arreglo de diodos, Thermo Scientific
Ultimate 3000, se obtuvo un espectro de absorcion con un solo un pico claro
aproximadamente al minuto 1,479 durante la corrida de 25 minutos, lo cual permitid
dilucidar un compuesto claramente purificado en la disolucién, como se observa en la
Figura 26.
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Figura 24.Cromatograma obtenido del extracto de moras aislado y purificado para obtener la antocianina
cianidina-3-glucosido, realizado en un UHPLC+ Thermo Scientific Ultimate 3000
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Posteriormente, para determinar el compuesto que se logré purificar a partir de las
moras, un porcentaje de este extracto fue inyectado en un HPLC-MS Waters Alliance 2695,
el cual gener6 una separacion de iones segun su relacién masa-carga (m/z), en donde el
espectro indic6 que se obtuvo un ion con una relacion masa/carga de 449, como se observa
en la Figura 27. Este es el peso molecular del analito buscado, y como anteriormente en la
literatura se ha obtenido el mismo espectro de masas para este compuesto cuando no ha
existido fragmentacion, se pudo corroborar que la antocianina aislada y purificada de la
mora fue la cianidina-3-glucosido 22123,

Figura 25. Espectro de masas obtenido en un HPLC masas Waters Alliance 2695 a partir de la inyeccion
de una muestra purificada y aislada de moras

Con la antocianina previamente aislada y purificada, se preparé una curva de
calibracién medida espectrofotométricamente, utilizando la metodologia de pH diferencial,
la cual, generd un coeficiente de determinacion de 0,9993, que se observa en la Figura 28.
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Figura 26. Curva de calibracion de la antocianina cianidina-3-glucésido medida por pH diferencial,
utilizando un lector de microplacas Biotek modelo Synergy HT

Mediante la metodologia de pH diferencial se obtuvo la concentracion de antocianinas,
debido a que este es un proceso donde las disoluciones amortiguadoras crean cambios
estructurales reversibles en la composicion de las antocianinas a diferentes pH. Por lo tanto,
debido a que la concentracion de estos pigmentos es proporcional a la diferencia de
absorbancia utilizando diferentes longitudes de onda, este método permite estimar la
concentracion de antocianinas totales 1%.

Por lo tanto, con la curva de calibracién de la Figura 28 se determind la concentracion
de las antocianinas totales de las fresas, usando distintos tipos de radiacién incidente,
utilizando como patron de referencia a la cianidina-3-glicosido, como se observa en el
Cuadro 29, reportando la concentracién en pg de cianidina-3-glucosido equivalentes / ¢

muestra seca.

Cuadro 29. Promedio de las concentraciones de antocianinas totales en las muestras de
fresas expuestas a distintos tipos de radiacion incidente, realizado mediante la
metodologia de pH diferencial en un lector de microplacas Biotek modelo Synergy HT

Tipo Radiacion Concentracion (ug C3G/g MS)| Desviacion estandar
Control 5,49 10,16
Rojo 7,74 +0,82
Verde 9,19 10,85
Azul 8,54 +0,88

A partir de estos datos, se aplico la comparacion de muestras K para evaluar si existe
diferencia significativa en la cantidad de polifenoles totales de las fresas expuestas a distintos
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tipos de radiacion incidente. En la Figura 29 se muestran los graficos Q-Q, en donde no se
muestra una tendencia completamente lineal, pero se mantienen dentro de los pardmetros del
gréafico. Adicionalmente, el gréfico de barra muestra una tendencia normal. Debido a que en
este proyecto se esta haciendo andlisis exploratorios y no inferencias de los resultados, y que
ademas en investigaciones previas se ha demostrado que al aplicar pruebas paramétricas
como el andlisis de varianza de una via (ANOVA) para el tratamiento de los datos, se
obtienen resultados satisfactorios 3233337 se decidio considerar que los datos se comportan
de manera normal, con el objetivo de utilizar los datos medidos y no simulaciones como
ocurren en los datos no paramétricos. Sin embargo, debido a que no se obtuvo equivalencia
de varianzas como se aprecia en el Cuadro 30, se decidio utilizar Welch ANOVA para
concluir la hipétesis. Por lo tanto, utilizando un nivel de significancia de 5 % para todas las
pruebas se obtuvo los resultados mostrados en el Cuadro 29.

Count

4 5 6 7 8 9 10 11 12

Normal(7.75173,1.67389)

Figura 27. Gréficos Q-Q de las concentraciones de antocianinas totales en las muestras de fresas expuestas
a distintos tipos de radiacion incidente, utilizando el software JIMP-14

Cuadro 30. Pruebas estadisticas aplicadas a las concentraciones de antocianinas totales en las
muestras de fresas expuestas a distintos tipos de radiacion incidente, utilizando el software

JMP-14
Normalidad Homocedasticidad Homogeneidad de Varianzas | Welch Anova Test
(Shapiro-Wilk) (Levene) (Brown-Forsythe)
0,2554 0,0275 0,0475 <0,0001

A partir de las pruebas estadisticas en donde se obtuvo un p-value < 0,05 en el Welch
ANOVA test, se concluyé que la informacion muestra que hay suficiente evidencia
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estadistica para rechazar la hipdtesis nula, lo cual es indicativo que existe diferencia
significativa en la cantidad de antocianinas totales de las fresas expuestas a distintos tipos
de radiacion incidente. Adicionalmente en la Figura 30, en la parte inferior se hizo un analisis
Tukey, el cual permitié comparar los promedios entre cada tipo de radiacion incidente, en
donde con un grafico One-Way Anova, se observa que las fresas que no tuvieron radiacion
artificial (Control) poseen una concentracion de antocianinas significativamente menor a los
restantes grupos que tuvieron una radiacion incidente artificial. Sin embargo, los grupos con
radiacion artificial no mostraron una diferencia significativa entre ellos.

Concentracion ug C3G/mg MS

Azul Control Roja Verde
Tipo Radiacion

Figura 28. Tukey Test y grafico Oneway Anova de las concentraciones de antocianinas totales en las
muestras de fresas expuestas a distintos tipos de radiacion incidente, utilizando el software IMP-14

Mediante la metodologia de pH diferencial se obtuvo la concentracion de antocianinas,
debido a que este es un proceso donde las disoluciones amortiguadoras crean cambios
estructurales reversibles en la composicion de las antocianinas a diferentes pH. Por lo tanto,
debido a que la concentracion de estos pigmentos es proporcional a la diferencia de
absorbancia utilizando diferentes longitudes de onda, este método permite estimar la
concentracion de antocianinas totales 1%.

La diferencia de estos resultados se debe principalmente a que la radiacién artificial
aumenta la absorcion de radiacion fotosintéticamente activa y se impulsa la fotosintesis de
manera eficiente en todos los cloroplastos (Terashima et al., 2009a). Al mejorarse la
fotosintesis hace que los diferentes pigmentos fotosintéticos absorban esta energia,
mejorando las caracteristicas quimicas y organolépticas, y con esto se aumente el contenido
de por ejemplo antocianinas, materia seca y las capacidades antioxidantes 24, Para mejorar
la tasa de acumulacién de antocianinas se debe de realizar en condiciones de baja tasa de
fluencia como los bombillos de baja potencia que se colocaron debido a que esta tendencia
se puede revertir si se aumenta la tasa de fluencia 17121125126,

84



Ademas de obtener mayores concentraciones de antocianinas, utilizando radiacion
artificial; la teoria también provee beneficios adicionales a esta tecnologia, entre las que se
destacan el aumento del &rea foliar de las plantas y un aumento en el indice de contenido de
clorofila durante el crecimiento de plantas como de pimientos negros 2. Pero, asi como
ocurre con la generacion de compuesto fenolicos, se ha visto que el tipo de radiacién ideal
para aumentar las concentraciones de antocianinas es la radiaciéon UV, ya que se ha
demostrado que estas longitudes de onda afectan el contenido de fitoquimicos y pigmentos
de las plantas de tomate, debido a que la radiacion UV-B adicional provoca un
enrojecimiento mas temprano y por consiguiente un mayor contenido polifendlico 3.
Adicionalmente, otros factores que pueden alterar las concentraciones de antocianinas son
el pH, concentracion de COg, y el medio de cultivo; siendo interesante estudiar ademas de
la radiacion UV algunos de estas otras variables a futuro, para entender si se puede mejorar
aln mas la calidad de las fresas cultivadas en el sector de Vara Blanca 3412,

3.3.3. Azlcares totales

Determinar el contenido de azUcares en las frutas es de vital importancia ya que estos
determinan el dulzor de la fruta fresca. Ademas, afectan la calidad de los productos
procesados del fruto. Los azlcares postcosecha son sustratos importantes para muchos
metabolitos secundarios, ya que hacen que la planta sea mas resistente a diversos tipos de
estrés *°. En el caso especifico de las fresas, se ha determinado que el contenido de azticares
consiste en sacarosa, fructuosa y aztcares reductores y no reductores . Es por lo anterior
que se realizaron los siguientes analisis para entender como afecta los distintos tipos de
radiacion artificial al crecimiento de fresas.

A partir de la metodologia planteada, se obtuvo una curva de calibracion de glucosa

con un coeficiente de determinacion de 0,9928 medido espectrofotométricamente por el
procedimiento de Fenol-sulfurico, como se observa en la Figura 31.
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Figura 29. Curva de calibracion de glucosa, medido espectrofotométricamente por el método de Fenol-
sulfdrico en un espectrofotometro Thermo Fisher modelo Evolution 350 UV-Vis

A partir de la Figura 31, se obtuvo la concentracion de azucares totales de las fresas
expuestas a distintos tipos de radiacién incidente, como se observa en el Cuadro 31, el cual
detalla los resultados en mg de glucosa / mg muestra seca.

Cuadro 31. Promedio de las concentraciones de azUcares totales en las muestras de fresas
expuestas a distintos tipos de radiacion incidente, realizado por espectrofotometria en un
espectrofotometro Thermo Fisher modelo Evolution 350 UV-Vis

Tipo Radiacion Concentracion (mg Glucosa/mg Desviacién Estandar
Muestra Seca)
Control 3,38 +0,34
Rojo 3,38 +0,95
Verde 3,96 +0,28
Azul 3,61 +0,44

A partir de estos datos, se aplicd la comparacion de muestras K para evaluar si existe
una diferencia significativa en la concentracion de azlcares totales de las fresas expuestas a
distintos tipos de radiacion incidente. Para esto, se generaron los graficos Q-Q de la Figura
32, en donde los datos no muestran una tendencia completamente lineal, pero se mantienen
dentro de los parametros de los cuartiles, mostrando una tendencia normal. Adicionalmente,
debido a que en este proyecto se esta haciendo analisis exploratorios y no inferencias de los
resultados, y que ademas en investigaciones previas se ha demostrado que al aplicar pruebas
paramétricas como el analisis de varianza de una via (ANOVA) para el tratamiento de los
datos, se obtienen resultados satisfactorios 32333637, por tal motivo, se decidié considerar
que los datos se comportan de manera normal, con el objetivo de utilizar los datos medidos
y no simulaciones como ocurren en los datos no paramétricos. Por lo tanto, usando un nivel
de significancia de 5 % para las pruebas se obtuvo los resultados del Cuadro 32.
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Figura 30. Gréaficos Q-Q de las concentraciones de azUcares totales en las muestras de fresas expuestas a
distintos tipos de radiacién incidente, utilizando el software JMP-14

Cuadro 32. Pruebas estadisticas aplicadas a las concentraciones de azUcares totales en las
muestras de fresas expuestas a distintos tipos de radiacion incidente, utilizando el software

JMP-14
Normalidad Homocedasticidad Homogeneidad de Varianzas Anova Test
(Shapiro-Wilk) (Levene) (Brown-Forsythe)
0,043 0,183 0,522 0,361

A partir de las pruebas estadisticas en donde se obtuvo un p-value > 0,05 en los
ANOVA test, lo cual permite concluir que hay suficiente evidencia estadistica para no
rechazar la hipétesis nula, lo cual es indicativo de que no existe diferencia significativa en

la cantidad de azUcares totales de las fresas expuestas a distintos tipos de radiacion incidente.
127,128128129

Por lo tanto, un factor que podria mejorar la concentracion de azUcares totales en las
fresas consiste en emplear otro tipo de lampara debido a que se ha demostrado una relacion
directa entre las concentraciones de azUcar en los tomates y el aumento en la intensidad de
la radiacion y en este caso al utilizar bombillos de 10 Watts pudieron no ser los adecuado
para el cultivo en invernaderos *°. Adicionalmente, se ha confirmado que la mezcla de
distintos tipos de radiaciones como la radiacion Roja/Azul, ha mostrado mejores resultados
en las concentraciones de azUcares, asi como en el sabor, rendimiento y sabor de frutos y
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en este caso las pruebas realizadas solo fueron con luces monocromaticas y no se realizaron
pruebas con combinacion de distintos tipos de radiaciones 1%°.

Pero, asi como ocurre con los andlisis de antocianinas y polifenoles, también se ha
confirmado que la radiacion UV es la que tiene repercusiones en el aumento de azUcares
en las frutas en comparacion a la radiacion LED visible, esto debido a que la fructuosa es
afectada por la radiacion UVA, mientras que las radiaciones UVB y UVC tienen un
impacto significativo con la glucosa *. Adicionalmente, la temperatura sigue siendo otro
factor primordial para la variacion de azlcares en las fresas, ya que la variacion de
temperaturas entre el dia y la noche y el aumento de temperaturas dependiendo de la
estacion, disminuyen significativamente la concentracion de estos analitos 1%, Por esto,
estas dos variables siguen siendo importante estudiarlas en futuras investigaciones para
observar si se obtienen mejores resultados en las concentraciones de los diferentes analitos
que aumentan la calidad de las fresas.

3.4. Anélisis de la calidad de las fresas al ser expuestas a distintos tipos de radiacién
incidente en Vara Blanca de Heredia

Para evaluar algunos de los parametros de calidad de las fresas, los cuales se
explicaron en las previas secciones del capitulo 3, se muestra el Cuadro 33.

Cuadro 33. Evaluacion estadistica de algunos de los parametros de calidad de las fresas al
exponerse a distintos tipos de radiacion incidente

Prueba ¢ Existe Diferencia Significativa? Tipo de radiacion con diferencia
significativa
Polifenoles Totales No -
Antocianinas Totales Si Control
Azlcares Totales No -

Estos resultados demuestran como, en general, para esta investigacion no se logré
obtener una diferencia significativa al utilizar radiacion incidente para aumentar las
concentraciones de polifenoles y azlcares totales, mientras que, para el caso de las
antocianinas totales, solo se determind que efectivamente esta propiedad puede verse
aumentada al usar radiacién artificial, sin embargo, ninguna de las longitudes de onda
evaluadas mostré una mayor eficiencia que otra.

La diferencia de utilizar radiacion natural con respecto a la radiacion suplementaria
artificial se ha confirmado anteriormente ya que aumenta la fotosintesis de las hojas, el
crecimiento de las plantas y se obtienen mejores rendimientos y calidades de frutos, esto
principalmente porque la radiacion artificial contribuye a incrementar el tamafio de las
hojas, mejorando la interceptacion de la luz y la fotosintesis, similar a los resultados
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obtenidos en las secciones previas de esta investigacion . Sin embargo, en variadas
investigaciones también se ha recalcado que la combinacion de diferentes longitudes de
onda (emisiones azules — verde — roja), es cuando se obtienen mejores resultados en el
crecimiento y el desarrollo de las fresas Fragariaxananassa Duch, mientras para este caso
cada muestra se realizd utilizando una longitud de onda fija *2°.

Otro factor que se debe de considerar es que en muchas regiones el cultivo de frutos
como lechugas y tomates en ambientes controlados con radiacion artificial es muy comun,
en donde el uso de las lamparas incandescentes y de sodio de alta presion (HPS) son los
tipos mas comun de fuente de luz eléctrica utilizada en invernaderos comerciales y en los
ultimos afios también el uso de diodos emisores de luz (LED) se ha comenzado a
comercializar debido a que consumen menos electricidad, provee longitudes de onda
especificas y poseen un mayor ciclo de vida. Adicionalmente en estos cultivos, la potencia
que provee estos dispositivos ronda mas de los 100 Watts llegando en casos hasta mas de
600 Watts 119130131 Mientras para esta investigacion, la cual era de manera exploratoria
aplicada a los cultivos de fresas, se utilizaron bombillos de bajo consumo (10 Watts). Es
por esta razon de calidad energética y el tipo de bombillo utilizado que probablemente no
se obtuvieron resultados que pudieran mostrar una diferencia significativa entre cada tipo
de radiacion incidente artificial.

Sin embargo, los resultados revelaron que la radiacion artificial solamente contribuy6
a mejorar la concentracién de antocianinas en los frutos y si para futuras investigaciones
se utilizan bombillos de mejor calidad, tipo LED, se podrian obtener mejores propiedades
y calidad en las fresas como incrementos en el contenido de s6lidos solubles, acidez,
vitamina C, antocianinas, polifenoles, azicares solubles y carotenoides 712”128, Se debe de
tener en consideracion que la variedad de resultados reportados en los diferentes estudios
es muy grande y la efectividad de la irradiacidn artificial dependeran de factores como la
intensidad de la radiacion utilizada, las concentraciones de CO2, la temperatura ambiental,
la época del afio y el tiempo bajo exposicion 132,

CAPITULOV. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

1. Efecto de utilizar radiacion artificial para el crecimiento de fresas en viveros del
sector de Vara Blanca de Heredia

Se confirmo que el invernadero en la finca Gamaliel cumple su objetivo al reducir la
radiacion solar directa, al permitir principalmente el paso de la radiacién difusa y mejorar el
crecimiento de las plantas. La utilizacion de invernaderos en el proyecto Gamaliel se
presenta como una necesidad respaldada a partir de la investigacion realizada.
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En las investigaciones con respecto a la variabilidad y el efecto de utilizar distintos
tipos de radiacion incidente para el crecimiento de fresa, las pruebas estadisticas aplicadas
no encontraron diferencias significativas en la radiacion incidente entre las zonas con
radiacion artificial, mientras la variabilidad observada en la zona control se asocia con la
influencia del plastico negro en la absorcion de radiacion, afectando la homogeneidad en
este caso.

Con respecto al analisis financiero, teéricamente el aumento de produccion compensa
los gastos de la inversion inicial al utilizar radiacion LED. Sin embargo, es fundamental
destacar que estas conclusiones se basan en un andlisis exploratorio y tedrico, y se
recomienda para futuras investigaciones plantear un sistema que utilice equipos
profesionales de irradiacion de luz artificial de cultivos para llevar a cabo investigaciones y
pruebas practicas para validar estos resultados en condiciones reales de cultivo antes de
iniciar una posible produccidn industrial con radiacion artificial.

2. Calidad del agua de la quebrada Azufre para ser utilizada para el cultivo de fresas
por hidroponia en el sector de Vara Blanca de Heredia

La comparacion entre los indices holandés y NSF resalta que ambos confirman la
contaminacion de la quebrada Azufre, en donde los resultados obtenidos de las altas
concentraciones de DBO, la baja presencia de oxigeno disuelto y altas concentraciones de
coliformes fecales, indican la presencia de contaminantes en el agua. La principal causa de
esta contaminacion pudo deberse a la posible liberacion de materia organica, en el cauce de
la quebrada.

La evaluacion de la calidad del agua segun el reglamento costarricense revela que, a
pesar de algunas propiedades fisico-quimicas en rango aceptable, la presencia de coliformes
fecales determina una clasificacion de "No utilizable" para ambas estaciones climaticas,
debido principalmente a las altas concentraciones de material organico y coliformes fecales
que impacta negativamente en la calidad del agua. Por lo que, entre las acciones correctivas
a corto plazo, se recalca la importancia de reducir la contaminacion por coliformes fecales,
incluyendo denuncias y evaluaciones ambientales, mientras a mediano plazo se debe de
llevar a cabo, el proyecto Gamaliel-Prodifresa, en donde la captacion se agua se trasladara a
una nueva fuente de agua en busca de asegurar el acceso sostenible a fuentes de agua seguras
y concesionadas.

3. Variacion en la calidad de las fresas en viveros del sector de VVara Blanca de Heredia
cuando se exponen a distintos tipos de radiacion incidente

El estudio abordo la influencia de distintos tipos de radiacién LED en el contenido de
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polifenoles totales, antocianinas y azucares totales en fresas. Respecto al contenido de
polifenoles y azlcares totales, no se obtuvo una diferencia significativa al utilizar radiacion
incidente artificial, en comparacion al andlisis de antocianinas totales que demostré un
aumento de estos compuestos al utilizar radiacion artificial para irradiar las plantas de fresas,
sin mostrar diferencias significativas por algin espectro especifico de la luz visible.

En general, utilizando bombillos de 10 Watts para irradiar artificialmente las plantas
de fresas, se concluye que el potencial generado no fue suficiente para mostrar una diferencia
significativa en la mayoria de las propiedades fisico-quimicas de las fresas, y se sugiere para
futuras investigaciones el uso de bombillos de mejor calidad, como los LED, para optimizar
mejor las propiedades de las fresas. No obstante, se destaca la variabilidad en los resultados
de diferentes estudios, y se enfatiza la necesidad de considerar factores como la intensidad
de la radiacion, concentraciones de CO-, época del afio y tiempo de exposicion en futuras
investigaciones para obtener mejores resultados.
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Figura 31. Gréficos de variacion de las curvas de los distintos parametros utilizados en el indice de la
Calidad del Agua de la Fundacion Nacional de Saneamiento (NSF) de los Estados Unidos 2
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Cuadro 34. Cuadro 33. Datos obtenidos en los distintos puntos de medicion y las diferentes épocas para
determinar el indice NSF de la quebrada Azufre

Weight Sub-
Factor Factor Resultado Fecha Lugar Q-Value total
36,93 . Quebrada 25,63 4,36
Oxicens Distel 017 40,10 16/1/2023 (Epoca Seca) Invernadero 2045 | 501
xigeno Disuelto , 3
J 42,90 17/7/2023 (Epoca Quebrada 33,11 5,63
46,50 Lluviosa) Invernadero 38,12 6,48
7270,00 . Quebrada 16,98 2,72
16/1/2023 (Epoca Seca
Coliformes Fecales 0.16 5480,00 (Ep ) Invernadero 19,56 3,13
' 14100,00 17/7/2023 (Epoca Quebrada 10,95 1,75
2010,00 Lluviosa) Invernadero 28,70 4,59
6,98 . uebrada 87,35 9,61
16/1/2023 (Epoca Seca) Q
H 011 7,02 Invernadero 88,62 9,75
P ’ 6,25 17/7/2023 (Epoca Quebrada 63,38 6,97
5,95 Lluviosa) Invernadero 53,67 5,90
2,91 . ebrada 71,30 7,84
16/1/2023 (Epoca Seca) Qu
DBO 011 2,15 Invernadero 77,81 8,56
' 5,30 17/7/2023 (Epoca Quebrada 54,55 6,00
3,20 Lluviosa) Invernadero 68,98 7,59
16,61 Quebrada NA NA
18,07 16/1/2023 (Epoca Seca) Invernadero NA NA
-1,46 Promedio 86,00 8,60
Temperatura 0.10 17.41 , Quebrada NA NA
18,48 17/1/2023 (Epoca Invernadero NA NA
Lluviosa) -
-1,07 Promedio 90,00 9,00
1,00 . Quebrada 74,15 7,42
o sfato Total 010 1,00 16/1/2023 (Epoca Seca) Invernadero 7415 | 7.42
’ 1,00 17/7/2023 (Epoca Quebrada 74,15 7,42
1,00 Lluviosa) Invernadero 74,15 7,42
2,91 . Quebrada 81,00 8,10
, 2,96 16/1/2023 (Epoca Seca) Invernadero 8070 | 807
Nitratos 0,10 .
5,43 17/7/2023 (Epoca Quebrada 66,00 6,60
5,51 Lluviosa) Invernadero 65,00 6,50
4,94 . Quebrada 88,00 7,04
Turbides 008 2,71 16/1/2023 (Epoca Seca) Invernadero 9200 | 7.36
’ 4,24 17/7/2023 (Epoca Quebrada 89,00 7,12
2,50 Lluviosa) Invernadero 93,00 7,44
248,00 . Quebrada 1,00 0,07
16/1/2023 (Epoca Seca)
. 108,00 Invernadero 1,00 0,07
Solidos Totales 0,07 -
140,00 17/7/2023 (Epoca Quebrada 1,00 0,07
124,00 Lluviosa) Invernadero 1,00 0,07
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Cuadro 35. Datos obtenidos en los distintos puntos de medicion y las diferentes épocas de los parametros
complementarios de la quebrada Azufre

Parametros
Complementarios Lugar Fecha Resultado Clase Fecha Resultado Clase
(Unidades)
17/1/2023
: Quebrada 16/1/2023 4,94 1 ; 4,24 1
Turbiedad (UNT) | - (Epoca Seca) — : L(Ilj\p;ic:)(;a; ) — 1
nvernadero , 1
Temperatura (°C) Quebrada ;6/1/2023 16,61 1 1E/E1£2§3 17,41 1
Invernadero | (Epoca Seca) 18,07 1 Liuviosa) 18,48 1
Potencial de Quebrada 16/1/2023 6,98 1 12/&;(2)223 6,25 1
hidrogeno (pH) Invernadero | (Epoca Seca) 7,02 1 Liuviosa) 5,95 1
Nitratos, NOs Quebrada | 46/1/2023 2,91 1 17El£2§3 9,14 2
(mgN/L) Invernadero | (Epoca Seca) 2,96 1 Liuviosa) 8,92 2
Demanda Quimica Quebrada 16/1/2023 4,30 1 1Z/El£2§3 7,84 1
de Oxigeno (mg/L) | Invernadero | (Epoca Seca) 411 1 Liuviosa) 6,12 1
Cloruros (como Cl) 22289 | 1612003 3,50 1 1Z/E1£(CJ§3 4,22 1
(mg/L) Invernadero | (Epoca Seca) 3,40 1 Liuviosa) 3,84 1
Fluoruros (como F) Quebrada 16/1/2023 0,10 1 1Z/El£2§3 0,59 1
(mg/L) Invernadero (Epoca Seca) 0,10 1 Lluviosa) 0,58 1
Invernadero | (Epoca Seca) 5,00 1 Liuviosa) 5,00 1
. Séliddqfj Quebrada 16/1/2023 <6 1 17/E1/2023 <6 1
uspendidos : oca
Total%s (mg/L) Invernadero | (Epoca Seca) <1 1 L(IU\F/]iosa) <6 1
S6lidos Disueltos | QUebrada | 167115023 244,00 1 1sz1£§:3 138,00 1
(mg/L) Invernadero | (Epoca Seca) 108,00 1 Liuviosa) 120,00 1
. 17/1/2023
Grasas y Aceites Quebrada 16/1/2023 <2.20 1 (Epoca <2.20 1
(mg/L) (Epoca Seca) Liuviosa)
Sustancias activas Quebrada 16/1/2023 0,60 3 17/1/2023 1,32 4
al azul de metileno (Epoca Seca) (Ep_oca
(mg/L) Invernadero 0,54 3 Lluviosa) 1,52 4
Arsénico (mg/L) Quebrach 16/1/2023 <002 (ND) : 17&%253 02 (ED) :
Invernadero | (Epoca Seca) | <0,01 (ND) 2 Liuviosa) | <0.01(ND) 2
17/1/2023
Boro (mg/L) Quebrada 16/1/2023 0,13 1 (Epoca 0,21 2
(Epoca Seca) Lluviosa)
Cadmio (mg/L) | Quebrada (Elg i; Zggfa) <0,003 (NC) 1 <0,003 (NC) 1
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Parametros

Complementarios Lugar Fecha Resultado Clase Fecha Resultado Clase
(Unidades)
17/1/2023
Invernadero <0,003 (NC) 1 (Epoca <0,003 (NC) 1
Lluviosa)
uebrada < 0,02 1 <0,02 1
Cianuro (g ON- | > 16/1/2023 1Z/E1/ 2023
/L) (Epoca Seca) P
Invernadero <0,02 1 Lluviosa) <0,02 1
17/1/2023
uebrada <0,054 (ND 1 ; <0,054 (ND 1
Cobre (mg/L) Q 16/1/2023 (ND) (Epoca (ND)
(Epoca Seca) Vi
Invernadero <0,054 (ND) Lluviosa) | <0054 (ND)
Cromo Total Quebrada 16/1/2023 <0,05 (NC) 17/1/2023 | <0,05 (NC)
: (Epoca
(mg/L) Invernadero | (Epoca Seca) <0,05 (NC) 1 Liuviosa) | <0.05 (NC) 1
Magnesio (mg Quebrada | 16/1/2023 3,98 1 1Z’E1’ 5253 5,38 1
MgCOs/L) (Epoca Seca) P
Invernadero 4,12 1 Lluviosa) 7,12 1
Quebrada 16/1/2023 <0,001 (ND) 1 17/1/2023 | <0,001 (ND) 1
Mercurio (mg/L) : (Epoca
Invernadero | (Epoca Seca) <0,001 (ND) 1 Liuviosa) | <0.001 (ND) 1
Quebrada 16/1/2023 <0,02 (NC) 1 17/1/2023 <0,02 (NC) 1
Niquel (mg/L) E s (Epoca
Invernadero | (Epoca Seca) <0,02 (NC) 1 Liuviosa) <0,02 (NC) 1
Quebrada 16/1/2023 <0,01 (ND) 1 17/1/2023 | <0,01 (ND) 1
Plomo (mg/L) E s (Epoca
Invernadero | (Epoca Seca) <0,01 (ND) 1 Liuviosa) <0,01 (ND) 1
Quebrada 16/1/2023 <0,01 (ND) 2 17/1/2023 <0,01 (ND) 2
Selenio (mg/L) E s (Epoca
Invernadero | (Epoca Seca) <0,01 (ND) 2 Liuviosa) <0,01 (ND) 2
Sulfatos (50472 Quebrada ’16/1/2023 49,59 1 12{;—;5823 53,43 1
(mg/L) Invernadero | (Epoca Seca) 50,23 1 Liuviosa) 48,27 1
Sumatoria de los Quebrada <0,01 3 <0,01 3
Compuestos 16/1/2023 1Z/E1/§2§3
Organoclorados Invernadero | (Epoca Seca) <0,01 3 P <0,01 3
(mg/L) ' Lluviosa) '
Sumatoria de los Quebrada <0,01 3 <0,01 3
Compuestos 16/1/2023 1Z/E1/§2§3
Organofosforados Invernadero | (Epoca Seca) <0.01 3 P <0,01 3
(mg/L) ' Lluviosa) '
Coliformes Fecales | Quebrada 16/1/2023 7270,00 > 17&;5853 14100,00 5
(NMP/100mL) | Invernadero | (Epoca Seca) 5480,00 5 Liuviosa) 2010,00 4
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