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Efecto de la incorporacion de polialcoholes,
fructooligosacaridos y péptidos antihipertensivos en un
masmelo depositado.
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Resumen Los masmelos tradicionales se elaboran con sacarosa y jarabe de glucosa, una opcioén para elaborar
masmelos libres de sacarosa, saludables y con componentes funcionales, es el uso de polialcoholes, fructooligosacaridos
(FOS) y péptidos antihipertensivos. El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de la inclusion de Nutraflora®
(FOS), maltitol (M), jarabe de sorbitol (JS) y péptidos antihipertensivos en un masmelo, sobre el modulo elastico (ME) de
los prototipos elaborados. Para esto, se plante6 un arreglo factorial (AF) 3x22 sobre el ME de los prototipos, también, un
disefio completamente al azar (DCA) para comparar un masmelo control y uno de mezclas de vértices extremos (DMVE) para
optimizar la formulacion. Finalmente, se determino el perfil de textura (TPA) del masmelo desarrollado. Las proporciones de
polialcoholes en el AF y el DCA causaron efecto sobre el ME (p<0.05). El DMVE determind las proporciones correspondientes
de 8.45% de FOS; 46.55% de M y 25% de JS. El modelo de regresion obtuvo un r2 = 93.60, r2 (ajustado) = 90.40 y un r2
(prediccion) = 80.03.

Palabras clave: Polialcoholes, fructooligosacaridos, péptidos, maltitol, sorbitol, sucralosa.

Abstract Traditional marshmallows are made with sucrose and glucose syrup; an option for making healthy, sucrose-
free marshmallows with functional components is the use of polyols, fructo oligosaccharides (FOS) and antihypertensive
peptides. The objective of this research was to evaluate the effect of the inclusion of Nutraflora® (FOS), maltitol (M),
sorbitol syrup (JS) and antihypertensive peptides in a marshmallow on the elastic modulus (EM) of the prototypes produced.
A 3x22 factorial arrangement (FA) was proposed to evaluate the effects of the proportions of polyols - FOS, gelatin and
antihypertensive peptides on the EM of the prototypes, followed by a completely randomized design (CRD) to compare a
control masmelo and an extreme vertex mixture design (EVMD) to optimize the formulation. Finally, the texture profile
(TPA) of the developed masmelo was determined. The proportions of polyols in the FA and DCA caused effect on the ME
(p<0.05). The DMVE determined the corresponding proportions of 8.45% FOS; 46.55% M and 25% JS. The regression model
obtained an r2 = 93.60, r2 (adjusted) = 90.40 and r2 (predicted) = 80.03.

Keywords: Polyalcohols, fructoligo-saccharides, peptides, maltitol, sorbitol, sucralose.
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Introduccion

Los masmelos se definen como espumas
estables, de textura esponjosa, con adicion o
no de espesante o gelificante de origen vegetal
o animal, con la posibilidad de ir relleno o
recubierto de componentes permitidos por la
legislacion sanitaria vigente de cada pais o por
el Codex Alimentarius (ICONTEC, 2008). Un
masmelo incluye niveles de sacarosay glucosa
comprendidos entre el 30% y 40% (Hartel et
al., 2018), su sabor dulce, texturas y diversidad
de colores son atractivos para nifios y adultos;
comer dulce en cantidades moderadas es
agradable. Sin embargo, no son productos
basicos en una canasta familiar y su consumo
desproporcionado se relaciona con aumento en
el indice glucémico, caries y obesidad (Periche
et al., 2015). Colombia tiene una produccion
confitera a base de sacarosa de 615,3 billones
de pesos para el afio 2022 y se proyecta para
el afio 2026 una produccion de 700 billones de
pesos, esto indica, un consumo creciente de
sacarosa en la poblacién colombiana (Passport
Euromonitor International, 2022).

Por otra parte, el consumo de bebidas
azucaradas se asocia con niveles altos de
presion arterial incrementando la incidencia
de hipertension, sugiriendo restricciones de
consumo de este tipo de productos (Malik et al.,
2014). En adolescentes americanos se asocio
el consumo de bebidas azucarados a niveles
de presion arterial sistélica elevada (Nguyen
et al., 2009), el 19% de nifios de 11 a 17 afios
que asistian a escuelas en Houston padecian
de presion arterial elevada, el 15.7% tenian pre
hipertension y el 3.2% hipertension; la presion
arterial elevada fue mas comun en nifios con
sobrepeso (Ingelfinger, 2014). Comparaciones
realizadas en varios paises mostraron
niveles de presion arterial elevada en nifios
y adolescentes, 17.3% en Brasil, 13.8% en
Estados Unidos y un 12,3% a 15.1% en Grecia.

La disponibilidad de datos sugiere,
que si la presion arterial elevada se define
como la presion por encima de 120/80 mm Hg,
entonces hasta el 15% de nifios y adolescentes
en los Estados Unidos de América tendrian
esa condicion (Feber y Ahmed, 2010). En el
ano 2004, setenta y dos millones de adultos
en Estados Unidos (35%) tenian hipertension,
definida como presion arterial sistélica 140
mm Hg y/o diastélica 90 mm Hg y otros
cincuenta y nueve millones (29%) tenian pre
hipertension definida entre 120 a 140 mm Hg
(presidn sistélica) o 80 a 90 mm Hg (presion
diastolica).

La presion arterial elevada es un factor
deriesgoparalosaccidentescerebrovasculares,
enfermedades cardiovasculares, enfermedad
renal, mortalidad por todas las causas
anteriores y corta esperanza de vida (Chen et
al., 2013). Resultados de la encuesta Nacional
en Salud del afio 2007, evidencian que en
Colombia el 22,8% de la poblacién entre 18 y 69
afios de edad es hipertensa, incrementandose
a 58.9% en personas arriba de los 60 afios
(Ministerio de la Proteccion Social et al., 2015).
Por lo anterior, el consumo elevado de aztcar
esun factor deriesgo asociado alahipertension
arterial.

Se han caracterizado gran variedad de
compuestos antihipertensivos de diversas
fuentes alimentarias como frutas, verduras,
granos, frutos secos, semillas, legumbres,
derivados lacteos, carnes y aves de corral. La
mayoria de éstos inhiben, in vitro a la enzima
de conversion de angiotensina (ACE) y evitan
la generacion de angiotensina II, compuesto
vasoconstrictorqueaumentalatensionarterial.
Los principales compuestos que tienen este
efecto inhibidor, son flavonoides, flavonoles,
catequinas, antocianinas, polifenoles, taninos
y acidos fenolicos de origen vegetal. Ademas,
algunos polisacaridos, saponinas, esteroles y
pigmentos (Shobako, 2021).
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Péptidos inhibidores de ACE, resultado
de la hidrdlisis de sedimentos de arroz con
contenido proteico, causaron un efecto
antihipertensivo significativo en ratas (Guan-
Hong et al., 2007). Por otro lado, las proteinas
de cereales como el trigo, centeno, cebada
y avena poseen secuencias de aminoacidos
homologas a las de péptidos inhibidores
ACE. Estos cereales, también contienen acido
gamma-amino butirico (GABA), no proteico,
con actividad antihipertensiva demostrada en
ratas y seres humanos hipertensos (Ramos-
Ruiz et al., 2018).

La leche es una fuente de los
componentes bioactivos que previenen
trastornos  cardiovasculares, trastornos
metabodlicos, promueven salud intestinal
y poseen propiedades quimiopreventivas
(Hsieh et al., 2015). Una serie de estudios
epidemioldgicos, sugieren que, la ingesta de
leche y derivados lacteos se relacionan con
riesgos menores de hipertension arterial
(Engberink et al., 2009). Las proteinas y sus
hidrolizados proteicos han presentado efecto
antihipertensivo, inhibiendo la ACE reguladora
de la presion arterial. En los Gltimos 20 afios,
se han evaluado los efectos antihipertensivos
de algunos péptidos, las secuencias peptidicas,
dosis, y reduccion de la presion sistdlica en
ratas, asi como en humanos hipertensos
(Anderson y Moore, 2004). Otra fuente de
péptidos antihipertensivos es el huevo, la
ovoquinina, proteina de la ovoalbimina
hidrolizada por la pepsina, ha demostrado
efecto vasodilatador (Martinez-Maqueda et
al., 2012).

Se consideraron los efectos de los
péptidos antihipertensivos y el factor de
riesgo que representan los azlcares sobre
el incremento de la tension arterial, se
sustituyo la sacarosa y jarabe de glucosa en la
formulacion de masmelos, por maltitol (M),

jarabe de sorbitol (JS) y fructoligosacaricos
(FOS) y para ajustar los niveles de dulzor
se incluyé sucralosa, ademas, péptidos
antihipertensivos de origen lacteo
(LOWPEPT®). Finalmente, se evalud el efecto
que causa la inclusion de polialcoholes, FOS y
péptidos antihipertensivos en la formulacion
de masmelos depositados.

Materiales y métodos

Materiales

Los masmelos prototipo desarrollados estan
compuestos de: fructooligosacaridos (FOS—
Ingredion), maltitol (Ingredion), jarabe de
sorbitol (Ingredion), gelatina 270 Bloom (Cimpa
Colombia), citrato de sodio (Cimpa), sabor
vainilla (Silesia), péptidos antihipertensivos de
origen lacteo (LOWPEPT®, Innaves Biotech).

Los prototipos se desarrollaron en la planta
piloto de confiteria del Centro Agropecuario de
Buga, SENA Regional Valle del Cauca — Colombia.
Las propiedades mecanicas, se determinaron en
los laboratorios de la Escuela de Ingenieria de
Alimentos delaUniversidad del Valle - Colombia.

Metodologia Experimental

Desarrollo de un masmelo prototipo con
incorporacion de polialcoholes, fructooligosacaridos
y péptidos antihipertensivos en su formulacion.
Se constituye de prototipos preliminares que
incluyeron proporciones fijas de agua, citrato
de sodio, saborizante de vainilla, 3 niveles
de edulcorantes; fructooligosacaridos (FOS),
maltitol (M) y jarabe de sorbitol (JS), en las
siguientes proporciones porcentuales: FOS-M-
JS (15-30-35) % w/w; FOS-M-]JS (10-40-30) %
w/wy FOS-M-JS (5-50-25) % w/w; dos niveles
de gelatina tipo B de 270 Bloom al 3.5 y 4% w/w
y dos niveles de péptidos al 1.5 y 3 % w/w. Se
incluy6 sucralosa en los prototipos para ajustar
el dulzor debido al bajo aporte de los polioles.
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Para la elaboracion de masmelos,
se relacion6 una etapa de solubilizacion de
fructoligosacaridos, maltitol, jarabe de sorbitol y
sucralosa a110°C en agua. En paralelo, se hidraté
gelatina mas péptidos en agua, en relaciéon 1:2, a
70°C. Una vez que la temperatura de la solucion
de polioles alcanz6 80°C, se incluy6 la gelatina
hidratada junto con los péptidos, se enfrio el
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sistema a 70°C y se procedid a la incorporacion
de aire hasta alcanzar una densidad de 0.35
a 0.4g/mL, para luego, depositar la masa de
masmelo con la ayuda de embudos sobre moldes
de almidon seco, con un contenido de humedad
del 6%w/w, la Figura 1, ilustra las etapas de

proceso.
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Figura 1

Diagrama de bloques para la elaboracion de masmelos prototipos.

Se corri6 un disefilo experimental
factorial mixto 3x22, con tres réplicas (Tabla
1), para evaluar los efectos de las proporciones
de edulcorantes, gelatina y péptidos, sobre el
modulo de elasticidad (ME) de los masmelos
prototipos  desarrollados. Esta propiedad
mecanica se determindé mediante ensayos de
compresion uniaxial, en un texturémetro EZ
Test Shimadzu, con un accesorio émbolo de 50
mm de didmetro, velocidad de desplazamiento

de 20 mm/min y una deformacién del 50%. Los
masmelos tienen una altura de 20mm #* 1.05 mm
y unradio de 12.5mm + 0.5mm.

El ME se obtiene de la pendiente de la
zona lineal antes del limite de fluencia de la
curva esfuerzo verdadero d(T) Vs deformacion
de Hencky €HF (t), a continuacion se define cada
variable, en la Ecuacion 1:




Efecto de la incorporacién de polialcoholes, fructooligosacéridos
y péptidos antihipertensivos en un masmelo depositado

_F@®  F(@)
A w1,21,

a(T)

Donde:

d(T) : esfuerzo de fractura (esfuerzo verdadero)
(Pa)

F: fuerza de compresion (N)

A: area de contacto transversal (m2)
€ - deformacién de Hencky

l,: longitud inicial (m)

d(t): 1 -1, distancia de la muestra en tiempo t de
la compresion (m)
Tabla 1

Disefio experimental factorial mixto 3x22

ly
x (1o — d(t)) egr (t) = Ln [m]

Entonces ME, definida como la pendiente,
tiene las siguientes unidades expresadas en la
Ecuacién 2:

ME=A (t)/A¢,,

Proporcién de polioles en la
formulacidn inicial (%)

Proporcién de
Gelatina (%)

FOS-M-JS (15-30-35) 3.5
FOS-M-)S (10-40-30) 4
FOS-M-)S (5-50-25)

Donde:

N

2 N

ME =22 = - = Pg

m
Péptidos Variables
(%) respuesta

1.5 ME

3

Nota. Elaboracion propia.

Una vez evaluado los efectos de los componentes
sobre el modulo de elasticidad (ME), se evalu6
el efecto de las formulaciones desarrolladas y
Tabla 2

el masmelo testigo (control) sobre el mismo
modulo, mediante un disefio completamente al
azar (DCA), (Tabla 2).

DCA para las formulaciones con inclusion de polialcoholes y masmelo control

Formulaciones

Médulo de elasticidad

FOS-M-)S (15-30-35)
FOS-M-)S (10-40-30)
FOS-M-)S (5-50-25)

Masmelo control

ME
ME
ME
ME

Nota. Elaboracion propia.

Seguidamente, se indentifico el prototipo con el
modulo de elasticidad (ME) cercano al masmelo
testigo (comercial) y se optimiz6 con un disefio
de mezclas con vértices extremos (Tabla 3).

Estimacion de las propiedades reologicas y
texturales del masmelo prototipo desarrollado.
Se utiliz6 un texturémetro Shimadzu ETZ, cuyas
condiciones operativas y accesorios necesarios
se seleccionaron en pruebas preliminares para

determinar el moédulo de elasticidad (ME)
y perfil de textura (TPA). Los parametros
corespondientes al analisis de perfil de textura
se corrieron con un accesorio émbolo de 50
mm de diametro, a una velocidad de 50 mm/
min y una deformacién del 50%. Los masmelos
tienen una altura de 20 mm % 1.05 mm Yy
un radio de 12.5mm + 0.5mm. Se estimo la
dureza, elasticidad, cohesividad, adhesividad,
gomosidad y masticabilidad y se realizaron diez
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(10) réplicas para los ensayos de compresion
uniaxial y perfil de textura.

Por ultimo, se evaludé sensorialmente
mediante una prueba hedénica de cinco puntos;
el masmelo testigo, dos marcas comerciales y
el masmelo control; en la que participaron cien
jueces con entrenamiento basico en evaluacion
sensorial (aprendices de la tecnologia en control
de calidad de alimentos del Centro Agropecuario
de Bugay Centro Agropecuario de Popayan), con
edades entre 17 y 56 afios.

Tabla 3

Disefio de mezclas con vértices extremos para
masmelos con inclusion de fructooligosacdridos
y polialcoholes

Componentes 3 Puntos del disefio 16
Variables de proceso o]

Grado del disefio 2
Total de la mezcla 0.8

Limites de los componentes de la mezcla (en unidades de

cantidad)
Componente Inferior Superior
FOS 0.05 0.15
M 0.30 0.50
JS 0.25 0.35

Nota. Elaboracién propia.

Resultados y discusion

Desarrollo de un masmelo depositado prototipo
queincorporapolialcoholes, fructooligosacdridos
y péptidos antihipertensivos en su formulacion.

Las proporciones de polialcoholes en el
arreglo factorial causaron efecto estadistico
significativo (p< 0.05) sobre los ME de los
prototipos desarrollados en los que los niveles
de gelatina y péptido no causaron efecto sobre
el ME, las interacciones dobles de los factores
no presentaron diferencia estadistica.

En la Figura 2, se observan los efectos
principales de los factores evaluados, la
proporcion de polialcoholes es el Unico factor
principal que presenta diferencia estadistica,
la literatura no reporta experimentaciones
similares para realizar comparaciones vy
discusiones que evalien la inclusion de
polioles en masmelos libres de sacarosa.

En la tabla 4 se registra el ANOVA para el arreglo
factorial 3x22

La Figura 3, relaciona los intervalos
para las medias de los ME de los prototipos
desarrollados y el masmelo control. El factor
proporcion de polialcoholes en el DCA, causé
efecto estadistico significativo sobre el ME
(p< 0.05), por el contrario, la prueba de Tukey
demostrd que las proporciones de polialcoholes
FOS-M-]JS (15-30-35) yFOS-M-]JS (5-50-25) no
presentaron diferencia estadistica significativa
con el masmelo control y la de polialcoholes
FOS-M-JS (10-40-30) presentdé diferencia
estadistica significativa con el masmelo control
ME (p< 0.05).

Grafica de efectos principales para ME
Medias ajustadas

Proporcién Poli OH

L
%
%
A

<

Todos los términos Gue s muestran estdn en el modelo.

Figura 2

Proporcion gelatina

Media de ME
BB

Propordén péptido

Efectos principales de los factores evaluados sobre ME de los prototipos desarrollados.
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Tabla 4

ANOVA arreglo factorial 3x2?

Fuente DF Adj SS Adj MS F-Valor P-Valor
Modelo 1 5224405 474946 1,25 0,308
Lineal 4 3570962 892741 2,36 0,082
Proporcién Poli OH 2 3276414 1638207 4,32 0,025
Proporcion
gelatina 1 293764 293764 0,78 0,387
Proporcion péptido 1 784 784 0,00 0,964
2-Vias Interacciones 5 1046064 209213 0,55 0,735
Proporcién Poli
OH*Proporcién 2 340755 170378 0,45 0,643
gelatina
Proporcién Poli
OH*Proporcién 2 342904 171452 0,45 0,641
péptido
Proporcion
gelatina*Proporcidn 1 362404 362404 0,96 0,338
péptido
3-Vias Interacciones 2 607378 303689 0,80 0,460

Proporcién Poli
OH*Proporcién

gelatina*Proporcién 2 607378 303689 0,80 0,460
péptido
Error 24 9094303 378929
Total 35 14318708

Nota. Elaboracién propia.

Grafica de intervalos de ME vs. Proporcion Poli OH-FOS
95% IC para la media
16500

16000 -

15500 N

ME
/s

15000 N
14500 |

14000 -
Control FOS-M-JS .( 10-40-30) FOS-M-JS .(15-30-35} FOS-M-JS (5-50-25)
Proporcion Poli OH-FOS
La desviacion estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

Figura 3

Intervalos de medias de los ME de los prototipos de los prototipos desarrollados, proporcion de
polialcoholes y masmelo control.
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La Tabla 5 y 6 registran el ANOVA y el test de
Tukey respectivamente para el DCA.

Identificados los tratamientos con los
ME cercanos al masmelo control, se optimizo
la formulacion mediante un disefio de mezclas
con vértices extremos.

El disefio de mezclas determind las
proporciones de polialcoholes, para alcanzar

equivalente a 8.45% de FOS; 46.55% de M y
25% de JS; el modelo de regresion obtuvo un
r2 = 93.60, r? (ajustado) = 90.4. Las Figuras
4 y 5 relacionan el grafico de contorno y la
superficie de respuesta respectivamente y en
la Tabla 7, se registra el ANOVA para el disefio
de mezclas de los prototipos desarrollados.

La optimizacion de las proporciones de
polialcoholes en la formulacion del masmelo
desarrollado para alcanzar el ME del masmelo

el ME del masmelo control (15.7 Kpa),
Tabla 5

control (15.7 Kpa), se detalla en la Figura 6.

ANOVA para DCA
Analysis of Variance
Fuente DF Adj SS Adj Ms F-Valor P-Valor
Proporcion Poli OH 3 9329592 3109864 3,25 0,031
Error 42 40245401 958224
Total 45 49574993

Nota. Elaboracién propia.

Tabla 6

Test de Tukey para el DCA

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Proporcién Poli OH N Mean Grouping
Control 10 15724,8
FOS-M-JS (15-30-35) 12 15147,7 A B
FOS-M-)S (5-50-25) 12 14954,8 A B
FOS-M-)S (10-40-30) 12 14433,5 B

Means that do not share a letter are significantly different.

Nota. Elaboracién propia.

Grafica de contorno de mezcla para ME
(cantidad de los compenentes)

Figura 4

FOS
0.25

Grdfico de contorno y distribucion de vértices extremos
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Grafica de superficie de mezcla de ME
(cantidad de los componentes)

M
FOS
Figura 5
Superficie de respuesta, disefio de mezclas con vértices extremos
Optima [J:FOS [IM [1)S
D:1,000 A 0,150 050 0,350
ol Act [0,0845] [0.4655) [0,250)
Bajo 0,050 040 0,250
AJUSTES1

Obj: 15700,0 / "R /\
y=151000 === ofm======SrSmmms- - ---oy K~
d = 1,0000

Figura 6

Optimo global para la formulacién del masmelo con inclusion de polialcoholes y péptidos
antihipertensivos
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Una vez determinadas las proporciones de
polialcoholes, se elaboré el masmelo y se
realizaron las mediciones del ME (15.67 +
0.67 Kpa), se compard con el ME del masmelo
control (15.73 + 0.58 Kpa) y se determiné que, el
factor formulacion no causé efecto estadistico
significativo sobre el ME (p> 0.05).

La Figura 7, relaciona las medias del ME para el
masmelo control y masmelo desarrolladoy en la
Figura 8 se representan ensayos caracteristicos
de compresion uniaxial para estos mismos,
desarrollados con inclusion de polialcoholes y
peptidos antihipertensivos.

Modulos elasticos

16000

15900 -
15800 -

15700 a

Pa

15600 r

15500

15400 r

15300

OMasmelo Poli OH-FOS

@mMasmelo Control

ME Masmelo

Figura 7

Grdfica de mddulos de elasticidad ME para el masmelo control y masmelo desarrollado.

Compresion uniaxial

45000
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25000
20000
15000
10000

5000

O(Pa)

OoMasmelo
control

AMasmelo
desarrollado

Figura 8

0,8

Compresion uniaxial para el masmelo control y masmelo desarrollado, siendo o (Pa) el esfuerzo verda-
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Estimacion de las propiedades reologicas y
texturales del masmelo prototipo desarrollado

Los parametros del analisis de perfil
de textura se estimaron para el masmelo
desarrollado y masmelo control, se realizé

Tabla 7

un analisis de varianza unidireccional entre
los dos y se estimd que las formulaciones no
causaron efecto estadistico significativo sobre
los parametros de elasticidad, cohesividad,
adhesividad, dureza, gomosidadymasticabilidad
(p> 0.05). En la Tabla 7 se relacionan las medias
de los parametros estimados.

Parametros TPA para masmelo desarrollado y masmelo control

Masmelos Elasticidad (mm/mm) Cohesividad (mm2/ mm2) Adhesividad (Nxmm)
TPA POLI OH 1.0023 + 0.0020 0.8760 + 0.008 -0.284 + 0.208
TPA CONTROL 1.0028 + 0.0016 0.8787 +0.009 -0.216 + 0.107

Dureza (N) Gomosidad (N) Masticabilidad (Nxmm)
TPA POLI OH 9.0833 +1.7730 7.9622 +1.592 7.9804 +1.595
TPA CONTROL 9.9125 +1.0968 8.7136 +1.008 8.7384 +1.013

Nota. Elaboracién propia.

Determinaciones de dureza estimadas por (Tan
y Lim, 2008) mediante doble compresion en una
maquina de ensayos Instron, reportaron valores
desde 2.05 N en un tiempo cero, hasta 35.23 N en
la semana veinticinco de almacenamiento.

En el mismo sentido, Peleg (2007) determiné
valores, desde 2.8 Nen el tiempo cero, hasta27.33
N en la semana veintidos de almacenamiento
y masmelos elaborados con inclusiéon de
isomaltulosa, jarabe de glucosa y jarabe de
fructosa en diferentes combinaciones, como
sustituto de sacarosa, para la misma propiedad,
registraron desde 4.97 N hasta 27.1 N, para
nivelescon 4% de gelatina de 220 Bloom (Periche
et al., 2015). El masmelo desarrollado presenta
9.08N de dureza, por lo que se encuentra dentro
de los rangos estimados por Tan y Lim (2008),
Peleg (2007) y Periche (2015).

La literatura revisada no report6 datos
de adhesividad y masticabilidad en masmelos
y los registros de dureza reportados por Peleg
y Periche se tomaron de las graficas reportadas
mediante el software GetData Graph Digitizer.

La gomosidad estimada por Periche et
al. (2015), presenta un rango desde 5.8 N hasta
16.09 N. Este autor, también reporta las cifras
de cohesividad, establecidas desde 0.25 para el
masmelo controly 0.73a0.88 paralos que tienen
inclusion de isomaltulosa, jarabe de fructosa
y jarabe de glucosa. Por tanto, el masmelo
desarrollado se encuentra dentro de los rangos
estimados, porque presenta una gomosidad de
7.96 Ny una cohesividad de 0.87.

La elasticidad, parte desde 0.82 para
el masmelo control y 0.8 hasta 0.88 para los
masmelos que incluyeron isomaltulosa, jarabe
de fructosa y jarabe de glucosa reportada
(Periche ., 2015). El valor estimado para
el producto desarrollado es mayor (1.0023);
debido, posiblemente, a la inclusion de gelatina
con mayor grado Bloom (270), lo que aporta
mayor elasticidad y estabilidad de la espuma en
la formulacion.

La Figura 9, muestra las curva TPA para
el masmelo control y el masmelo desarrollado
con inclusiéon de polialcoholes y peptidos
antihipertensivos.
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Figura 9

Grdfica TPA para los masmelos control y prototipo desarrollado.

Los resultados demuestran que el
masmelo desarrollado presenta propiedades
comparables y aceptables, tales como, la
dureza, cohesividad y gomosidad; encontradas
dentro de los rangos caracteristicos para
un masmelo depositado. Los valores para el
modulo elastico, adhesividad y elasticidad,
fueron estimados instrumentalmente.

Por Gltimo, el andlisis de varianza de
la prueba sensorial heddnica de cinco puntos,
determind las formulaciones que causaron
efecto estadistico significativo sobre la
evaluacion sensorial (p< 0.05). En la Figura
10, se establecen las comparaciones entre las
medias de la evaluacién sensorial emitida por
los jueces.

Medias y 95.0% de Tukey HSD
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Figura 10

Grdfica de comparacion entre las medias de la evaluacion sensorial emitida por los jueces
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El masmelo control se codific6 con el
nimero 336, el que tiene inclusion de
polialcoholes, fructooligosacaridos y
peptidos antihipertensivos se catalogd con
el nimero 652, aquellos con codigos 146 y
729 son dos marcas comerciales. Entre estos,
los que presentaron diferencia estadistica
significativa fueron: 146-729 y 652-729 y los
que no la presentaron (p> 0.05) fueron el 336
y el 652, no presentaron diferencia estadistica
significativa.

Masmelos elaborados por Periche
et al. (2015) con inclusiéon de isomaltulosa,
jarabe de glucosa y jarabe de fructosa, fueron
evaluados por 20 panelistas entrenados con
una prueba de aceptaciéon que contiene una
escala hedodnica de 9 puntos; de un total de 18
masmelos desarrollados, se seleccionaron 5
(incluido uno comercial) mediante la técnica
de componentes principales. El analisis de
varianza no report6 diferencias significativas
entre los 5 masmelos evaluados (p> 0.05) y las
caracteristicas sensoriales valoradas fueron:
apariencia, color, aroma, textura, elasticidad,
dureza, gomosidad, cohesividad, dulzura y
preferencia global (Periche et al., 2015).

Conclusiones

El masmelo desarrollado cumple con los
estandares de un masmelo depositado
comercial, el moédulo elastico y los parametros
del perfil de textura estan dentro de las
especificaciones de la literatura.

Lainclusion de polialcoholes y péptidos
antihipertensivos de origen lacteo, es posible
en una formulacion de masmelos depositados,
sin causar efecto sobre las propiedades
texturales del producto y su médulo elastico.
Por tanto, es posible incorporarlos en los
niveles evaluados en este trabajo, pues,
mantienen las caracteristicas sensoriales
propias de un masmelo comercial.

Enlasformulacionesdelosmasmelosprototipos
desarrollados, se alcanza el médulo elastico y
el perfil de textura del masmelo control. En
estas, las proporciones de maltitol (46,55 %),
jarabe de sorbitol (25%) y fructoligosacaridos
(8,45%) son las responsables de la elasticidad
y las cantidades de gelatina estuvieron en los
niveles de inclusion.

La prueba sensorial hedonica
determiné que el masmelo desarrollado y el
masmelo control obtuvieron calificacion en la
categoria “me gusta” sin presentar diferencia
estadistica.
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Resumen Teniendo en cuenta el desarrollo de los rubros agricolas en el departamento de Antioquia, surge la necesidad
de determinar una linea base que permita centralizar la informacién y tener un punto de partida y de comparacién para
determinar los avances y retrocesos en relacion con los rubros especificos (cacao), para conocer el enfoque inicial de la
poblacidnrespecto al desarrollo de un proyecto. En este trabajo se definenlos atributos ymetodologias paralaimplementacién
de una linea base para productores de cacao (Theobroma cacao L.) de cinco subregiones de Antioquia, Colombia (Magdalena
Medio, Suroeste, Uraba, Occidente y Bajo Cauca). Ademas, se incluye la definicion de los atributos basicos para este proceso,
que contiene ubicacion (georreferenciacion), datos del productor, niicleo familiar, datos del cultivo y conectividad. Asi,
a cada dimension (variable) se le aporta la codificacion (atributo y tipo de informacién), definicién operativa, unidad de
medida, categoria, escala de medida, obtencién de datos e indicadores. Se confirma que esta caracterizacién mediante la
metodologia planteada ofrece versatilidad al momento de la recoleccién de datos en campo, y que la implementacién de
herramientas digitales permitira una mejor centralizacién de la informacién y trazabilidad de los sistemas productivos.

Palabras clave: atributos, dimensiones, linea base, productores, Theobroma cacao L.

Abstract Considering the development of agricultural products in the department of Antioquia, there is a need to
determine abaseline that allows centralizing information and having a starting point to compare and determine the advances
and setbacks in relation to specific products. A baseline study seeks to know the initial situation of the population with
respect to the development of a project. In this work, the attributes and methodologies are defined for the implementation of
a baseline for cocoa producers (Theobroma cacao L.) of 5 subregions of Antioquia, Colombia (Magdalena Middle-Northeast,
Southwest, Uraba, West, Low Cauca). This includes the definition of the basic attributes for the implementation of a baseline
that contains a location (georeferencing), producer data, family nucleus, crop data, and connectivity; each dimension
(variable) is given coding (attribute and type of information), operational definition, unit of measurement, category, scale
of measurement, data collection, and indicators. It is confirmed that the characterization of the baseline for cocoa producers
through the proposed methodology allows versatility at the time of data collection in the field. However, the use of digital
tools allows a better centralization of information and territorial targeting..

Keywords: attributes, baseline, dimensions, producers, Theoroma cacao L.
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Introduccion

El cultivo del cacao en Colombia ha sido
identificadocomounodelosmayorespotenciales
de produccion y exportacion en diferentes
mercados internacionales (Meza-Sepulveda
et al., 2020). Para el primer semestre del 2021,
registré un crecimiento de alrededor del 11 %
en la produccion con respecto al afio anterior.
Las exportaciones del grano y sus derivados
se situaron en 12.621 toneladas (Federacion
Nacional de Cacaoteros [Fedecacao], 2021).

Actualmente, existen en el pais
aproximadamente 65.341 familias cacaoteras,
que cuentan con un area promedio de 3 hectareas
y una produccién total de 63.416 toneladas
(Ministerio de Agriculutra y Desarrollo Rural,
2021a). A nivel nacional, Santander es el
principal productor, con el 41 %, seguido por
Antioquia, Arauca, Huila, Tolima y Narifio, con
porcentajes inferiores al 9 %. Asimismo, el
Departamento Nacional de Planeacion (DNP),
a través de un proceso técnico denominado
“Mision de Crecimiento Verde” (MCV) prioriza
cinco sistemas productivos: café, aguacate Hass,
cacao, ganaderia y papa.

Paralaconstrucciéondelalineabaseanivel
nacional en términos de productividad del sector,
estos resultados nos brindan, en la actualidad,
informacion general de la cadena productiva
de cacao de Antioquia, con un rendimiento de
0,53 ton/ha-afo, donde menos del 10 % de las
Unidades Productivas Agricolas (UPA) emplean
riego, la utilizacion de fertilizantes por parte de
los productores en plantaciones es inferior al 5
%, menos del 10 % de las UPA reciben asistencia
técnica (Departamento Nacional de Planeacion,
2019)y, finalmente, segtin el estudio de laUnidad
de Planificacién Rural Agropecuaria, la mayoria
de las plantaciones de cacao se encuentran en
suelos no aptos (Unidad de Planificacion Rural
Agropecuaria [UPRA], 2015).

Toda esta informacién es de gran
utilidad para la planificacion del sector agricola
a cualquier escala, que debe estar basada en
informacion actualizada, que permita satisfacer
las necesidades puntuales de los agricultores
(Rojas et al., 2014). En Colombia, el cacao no es
la actividad agronémica principal, no se siembra
en grandes extensiones, sino que cuenta con
superficies promedio de cultivo de 3 hectareas,
lo cual solo permite el autosostenimiento de la
mayoria de los productores, que se ubican en
zonas economicamente deprimidas, con bajos
niveles de escolaridad, pocas vias de acceso,
bajos ingresos y con dificultades de orden
publico (Ministerio de Agricultura y Desarrollo
Rural, 2018).

Sin embargo, en los Ultimos afios, este
rubro productivo ha sido utilizado como una
alternativa a los cultivos ilicitos, ya que a nivel
mundial el grano es reconocido como fino de
sabor y aroma, caracteristica que solo posee el 5
% de la produccion mundial (Osorio, 2022). Los
productores se encuentran esperanzados en que
este cultivo puede traer paz y progreso al sector
rural del pais, ya que genera crecimiento en las
economias locales y mejora la calidad de vida de
las comunidades (Sierra, 2016).

En el pais, la historia y geografia,
especialmente en las zonas rurales, son muy
heterogéneas, el desarrollo regional se ha
caracterizado por grandes desigualdades,
debido a esto encontramos campesinado
ubicado en zonas mas “desarrolladas”, con una
fuerte articulacion a las ciudades, y otras con
gran indice de pobreza, especialmente las mas
dispersas y apartadas (Semillas de Identidad,
2018). Por tales razones, se busca analizar
las condiciones y elementos constitutivos
del proceso de produccion del cacao, pues
es necesario caracterizarlo y conocer las
condiciones 6ptimas para su produccion, para
potencializar su cultivo mediante el uso de
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tecnologias, y proponer lineas de desarrollo
que aprovechen los recursos humanos,
tecnoldgicos, institucionales y logisticos
para mejorar los ingresos econdmicos de los
productores (Osorio, 2022).

La investigaciéon de los sistemas de
produccion se ha realizado mediante el uso de
metodologias que orientan los procesos a la
solucion de problemas, por lo que es necesario
el conocimiento del objeto de estudio por
medio de la caracterizacion, la cual consiste
en la obtencion del modelo real de produccion
del sistema, para explicar las interacciones
existentesentrelosdiferentesagroecosistemas
y entre el sistema y su entorno (Malagon y
Prager, 2001).

De ahi que la caracterizacion surja
como una herramienta metodolégica ante la
necesidad de identificar las caracteristicas
técnicas y socioecondémicas de los productores
agropecuarios para mejorar la eficacia de la
investigacion, la transferencia y la asistencia
técnica agropecuaria, facilitando el andlisis
integral de los componentes del sistema
de produccion asi como las limitaciones y
potencialidades del mismo, todo esto permite
la adopcion de recomendaciones tecnologicas,
y contribuye al desarrollo de las zonas
productoras (Mantilla-Blanco et al., 2000).

Hasta el momento, las investigaciones
en cacao se han centrado en el desarrollo de
estudios agrondémicos (Montealegre-Bustos
et al., 2021), biologicos (Lopez-Hernandez et
al., 2018), moleculares (Lopez-Barrera, 2021),
genomicos (Ricafio-Rodriguez et al., 2018),
biotecnolégicos (Wickramasuriya y Dunwell,
2018), de control bioldgico (Aini et al., 2020),
y sobre cadmio (Rodriguez-Bolafio et al.,
2020). Actualmente, muchos investigadores
se centran en el estudio de los parametros
fisicoquimicos relacionados con la calidad del

grano (Escobar et al., 2001), y en mejorar el
proceso de fermentacion (Castro-Alayo et al.,
2019), entre otros. Sin embargo, en cuanto a
las metodologias para la implementacion de
una linea base con informacion de productores
de cacao por municipios o subregiones, la
literatura es limitada (Rojas et al., 2014).

Como una estrategia del Ministerio
de Agricultura y Desarrollo Rural, se plante6
en el 2018, una caracterizacion en la que se
proyect6 crear un “Sistema de Informacion
de la Agricultura Campesina, Familiar y
Comunitaria” mediante recoleccion de
informacion de los productores que, una
vez organizada, sistematizada y analizada,
combinaradatos conorganizacionesy sistemas
productivos (Ministerio de Agricultura vy
Desarrollo Rural, 2021b).

Por lo tanto, el objetivo es disefiar
la metodologia que permita definir los
atributos para implementar la linea base de
los productores de cacao (Theobroma cacao
L.) en el departamento de Antioquia, con el
fin de tomar decisiones de forma adecuada,
de manera que se fortalezca el desarrollo del
gremio cacaotero.

Materiales y métodos

Eldisefio delametodologiaparaellevantamiento
de la linea base de los cultivos establecidos
de cacao combina métodos cuantitativos y
cualitativos. La metodologia que planteada se
enfoca en la descrita por Medianero (2018), la
cual emplea:

1) Delimitacion dela poblacion de estudio,
es decir, el grupo de personas, instituciones
u objetos a ser evaluados. Su descripcion
emplea caracteristicas demograficas, sociales,
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econdmicas, productivas, tecnoldgicas e
historico-culturales. Esta informacion se
obtiene por medio de fuentes secundarias y
entrevistas a técnicos y expertos de la zona.

2) Determinacion de las variables de
estudioconsusdefinicionesoperativas, unidades
de medida y categoria de agrupamiento, en
funcién de la escala de medicion establecida
(para variables cualitativas: muy satisfecho,

satisfecho, indiferente, insatisfecho, muy
insatisfecho; mientras que para variables
cuantitativas se emplean rangos). Dichas

variables deben estar relacionadas con los
objetivos de la intervencion, por lo que estos
deben ser claros, especificos y factibles de medir,
al asociarlos con indicadores de verificacion
(para variables cuantitativas: porcentaje de
aprobacion de los objetivos; mientras que para
variables cuantitativas se empleanlos promedios
calculados de la muestra). La medicion se realiza
con entrevistas o cuestionarios.

3) Seleccion del método de muestreo,
el cual puede ser probabilistico (en el caso de
la asociacion, todos los miembros tienen la
misma posibilidad de ser elegidos) o dirigido,
en el que la escogencia en el muestreo depende
de la caracteristica que se desea medir. Sin
embargo, el muestreo deber ser representativo
de la poblaciéon, es decir, que reproduzca las
caracteristicas propias de los productores.

4) El diseilo de la encuesta debe buscar
resolver el problema planteado, por lo que
intrinsecamente define las hipdtesis y especifica
adecuadamente las variables y las escalas de
medida. Finalmente, se analizan los indicadores,
los cuales resumen la situacion de las unidades
de analisis.

En general, el establecimiento de la
linea base desde el punto de vista metodolégico
planteado por Medianero (2018) recomienda

emplear un decalogo de etapas que abarca,
inicialmente, la seleccion del lugar de estudio
hasta la construccion del informe final.
Estas etapas se agrupan en tres procesos
macros: determinacion del marco muestral,
especificacion de las variables de estudio y
analisis de datos. De tal forma que la linea
base representa la primera valoracion de la
situacion de la poblacién beneficiaria mediante
indicadores ampliamente constituidos de los
beneficios directos, privados y sociales que
conforman la razén de ser del proyecto, y
mediante la aplicaciéon de esta como método
de comparacion se cuantificaria el avance del
proyecto. Aqui ofrecemos una adaptacion a este
modelo metodologico de levantamiento de linea
base para un sistema de produccion de cacao.

Ubicacion

Para el cultivo del cacao, esta metodologia se
centra en los productores que se encuentran
bajo la figura de asociacion, pertenecientes a las
subregiones de Occidente, Magdalena Medio,
Bajo Cauca, Uraba y Suroeste del departamento
de Antioquia (Figura1).

Delimitacion de la poblacién de estudio

En este primer apartado se debe precisar la
poblacion objetivo del proyecto (Medianero,
2018). En este caso, el establecimiento de la
linea base en Antioquia para los productores
de cacao ubicados en cinco subregiones cuenta
con, aproximadamente 4227, distribuidos en
asociaciones del Bajo Cauca (8), Occidente (1),
Magdalena Medio (5), Uraba (17), y Suroeste
(10).

Determinacion de las variables de estudio

La seleccion de variables a evaluar en una linea
base para productores de cacao debe estar
acorde con los objetivos del estudio, de tal
manera que estas se puedan medir, observar,
evaluar o inferir, es decir, que se puedan obtener
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datos en la realidad. Estas variables deberan
reflejar la situacion que afronta la poblaciéon
delimitada o unidad muestral en el proceso

productivo, ya que son estos los actores criticos
en la transformacion de su propia realidad social
(Balcazar, 2003).
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Figura 1

Ubicacidn de las subregiones del departamento Antioquia (Colombia)

Nota. Elaboracién propia con QGIS de cddigo abierto y gratuito.

Ademas de identificar las variables, estas se
deben definir conceptualmente en la encuesta
(dimensién, atributo y tipo de informacion),
se deben establecer las categorias de escala
de medicion que pueden ser métricas,
dimensionales, productivas, etc., dependiendo
del atributo a medir. Toda esta informacion sirve
para generar indicadores o medidas de resumen
para los datos que estén relacionados con el
cumplimiento de los objetivos.

La actividad mas importante de esta
etapa es la identificacion y posterior definicion
de variables, ya que son insumo fundamental
para el proceso de concepcion de un sistema
de seguimiento y evaluacion. En general, una
variable tiene cinco elementos basicos: nombre
o designacion, definiciéon operativa, categorias
o niveles de valores de la variable, métodos
para recolectar los datos de las unidades de
analisis e indicadores o resimenes de los datos
recolectados (Medianero, 2018).

Método de muestreo para linea base

Debido a que no es facil medir a todala poblacion,
se selecciona una muestra aleatoria, la cual esta
definida como un subconjunto de elementos que
mantiene las caracteristicas de la poblacion, por
lo tanto, es un fiel reflejo de esta (Hernandez et
al., 2014).

La metodologia emplea el muestreo
probabilistico para una asociaciéon, el cual
representa un subgrupo de la poblacion de
cacaocultores, en el que todos los elementos
de esta tienen la misma probabilidad de ser
elegidos. Con el fin de calcular el tamarfio de
la muestra, se asume una poblacion finita,
cuyo total esta determinado por el ntmero
de productores dentré de la asociacion. Aqui
adoptamos lo recomendado por Medianero
(2018), de asumir un nivel de significancia del
95 % (Z =1,96), un error de muestreo del 8 %y
una probabilidad de ocurrencia (p) de 0,5. Tales
valores se reemplazan en la férmula para una
poblacion finita (Daniel, 1996):
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_ N+ Zixpxq
T e2x(N-1)+Z2xp=xq

Ecuacion 1. Determinacion de la muestra con
poblacion finita

n

Donde:

n = Tamarfo de la muestra

p = Probabilidad de ocurrencia

q = Probabilidad de no ocurrencia (1 - p)

N = Namero de productores miembros de la
asociacion

e = Error del muestreo

Cuestionario para la linea base de

productores de cacao

Por medio de entrevistas, talleres, grupos
focalesy cualquier técnica cualitativa aplicada de
recopilacion de informacion, se puede conocer la
situacion inicial de la poblacion o un diagndstico
de esta, por medio de un formulario que registra
las respuestas a preguntas con las variables a
medir. Tal formulario se conoce como encuesta,
la cual es definida por Garcia et al. (1993) como
una investigacion realizada sobre una muestra
de sujetos representativa de un colectivo mas
amplio, empleando métodos y procedimientos
estandarizados de interrogacion con el fin de
obtener mediciones cuantitativas de una gran
variedad de caracteristicas objetivas y subjetivas
de la poblacion.

En esta investigaciéon, se diseflaron
preguntas para una encuesta mixta, las
cuales representan un conjunto de procesos
sistémicos, empiricos y criticos de investigacion
e implican la recoleccion y el analisis de datos
cuantitativos y cualitativos (Mariel et al., 2018).
A este tipo de informacion se le conoce como
informaciéon primaria, que determina una
mejor opcion enmarcada en las observaciones y
experimentaciones. Segin Medianero (2018), un

disefio apropiado de encuesta debe considerar:
1) identificar adecuadamente del problema
a investigar, 2) concretar de forma precisa
las hipétesis, y 3) definir adecuadamente las
variables y las escalas de medida.

Con la encuesta se obtiene la informacion
necesaria para llevar a cabo la investigacion, de
tal manera que consigue trasladar el objetivo
de la investigaciéon a preguntas concretas para
los encuestados, homogeniza la obtencion
de la informacion, debido a que las personas
responden al mismo tipo de informacion, y
facilita la codificacion de los datos.

Resultados

Dadas las oportunidades futuras para el cultivo
del cacao, el “Plan Nacional de Desarrollo
Cacaotero de Colombia 2012-2021” se propuso,
para el 2020, alcanzar una produccion total de
156.000 toneladas en el pais, y para conseguir
tales resultados, Antioquia contribuyé con
15.500 acres nuevos y 9.000 mas para renovacion
(Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural,
2021b). Por ello, las oportunidades que se derivan
del comportamiento del mercado internacional,
y que se desarrollan en las subregiones de
Antioquia, representan el 80 % de hectareas
sembradasyel 98 % delaproduccion (Fedecacao,
2021).

Con base en lo anterior, se determinaron
las subregiones de Antioquia como las zonas de
estudio para el levantamiento de la linea base,
dada su importancia y consideraciones como
polos de desarrollo con relacién al cultivo de
cacao en el departamento de Antioquia.

Determinacion del
poblacion de estudio

marco muestral y

El marco muestral para el establecimiento de
la linea base incluye a la poblaciéon de estudio
correspondiente a los productores de cacao
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ubicados en cinco subregiones de Antioquia, la
cual abarcaaproximadamente 4227 productores,
estos se encuentran distribuidos en ocho
asociaciones del Bajo Cauca, una en Occidente,
cinco en Magdalena Medio, 17 en Uraba, y 10
en Suroeste. Se debera emplear la Ecuacion 1
por subregién para determinar el tamaiio de la
muestra por asociacion, ya que todas cuentan
con un numero diferente de productores, y
de esta manera se garantiza que todas sean
abarcadas.

Identificacion de variables de estudio

En este estudio, a partir de las metodologias
planteadas, se identificaron las variables,
divididas en cuatro dimensiones, las cuales
se definen como los aspectos o facetas de una

Tabla 1

Informacion general del productor

variable compleja, y su formulaciéon depende
de como se defina conceptualmente la variable
(Abreu, 2012). Por lo tanto, las dimensiones
sirven para desglosar las variables, en nuestro
caso empleamos: informaciéon  general,
ubicacion geografica, conformaciéon del grupo
familiar y cultivo. En cuanto a las variables
totales, se enmarcan en el desarrollo de un
cuestionario con datos. En este se consideran
variables descriptivas para la poblacion objeto
de estudio, las cuales se estructuran dentro del

modelo de encuesta.

A continuacion, se condensan en las Tablas 1-4,
las diferentes dimensiones para desglosar los
atributos de estudio relacionados con la cadena

productiva del cacao.

Atributo

Tipo de informacién

Fecha diligenciamiento
Nombre productor
Apellido

Numero telefénico

Ndmero de documento

Red Social que mds utiliza

Numero telefénico del WhatsApp

Correo electrénico

Nombre asociacién

Nombre granja o finca

Foto finca

Foto habeas data

Ndmero de encuesta

Nombre completo del extensionista
Apellidos completos del extensionista
Correo electrénico del extensionista

Ndmero telefénico del extensionista

Variable numérica, cuantitativa continua
Variable tipo texto

Variable tipo texto

Variable numérica, cuantitativa continua
Variable numérica, cuantitativa continua
Variable  tipo  texto, cualitativa
policotémica (Facebook, WhatsAapp,
Twitter, entre otros)

Variable numérica, cuantitativa continua
Variable tipo texto

Variable  tipo  texto, cualitativa
policotémica (lista asociaciones de
subregiones)

Variable tipo texto

Variable tipo imagen, formato JPG
Variable tipo imagen, formato JPG
Variable numérica, cuantitativa continua
Variable tipo texto

Variable tipo texto

Variable tipo texto

Variable tipo texto

Nota. Elaboracion propia.
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Tabla 2

Dimension ubicacion, representa la ubicacion geogrdfica del cultivo

Atributo Tipo de informacién
Subregion Variable tipo texto, cualitativa policotémica (lista subregiones)
Departamento Variable tipo texto, cualitativa policotomica (lista departamentos)
Municipio Variable tipo texto, cualitativa policotémica (lista municipios)
Vereda Variable tipo texto, cualitativa policotémica (lista veredas)
Nombre predio Variable tipo texto
Origen de la coordenada Variables cuantitativas continuas
Altitud Variables cuantitativas continuas
Latitud Variables cuantitativas continuas
Longitud Variables cuantitativas continuas

Nota. Elaboracion propia.

Tabla 3

Conformacion del grupo familiar del productor

Atributo Tipo de informacién

Ingrese niimero de padre, madre, hijo(a) abuelo(a), i
, Variable numérica, cuantitativa continua
hermano(a), cuiiado(a), nieto(a), tio(a), sobrino(a)

Nota. Elaboracion propia.

Tabla 4

Distribucidn, desarrollo cultivo y prdcticas de postcosecha

Atributo Tipo de informacién

Orientacién principal de la finca Variable tipo texto
Orientacién secundaria de la finca Variable texto

Cultivo predominante 1 Variable texto

Cultivo predominante 2 Variable tipo texto
Variedades del lote de cacao Variable tipo texto
Siembra 2021 Variable numérica
Siembra 2022 Variable numérica
Produccion por hectérea kg/afio Variable numérica
Cantidad drea de la finca Variable numérica
Cantidad érea de finca utilizada Variable numérica
Cantidad de area de la finca sin utilizar Variable numérica
Realiza transformacién de cacao Variable tipo booleano
Cuenta con certificacion BPA, Global GAP, otra Variable tipo booleano
Cuenta con permiso de concesion de agua, vertimiento Variable tipo booleano
Precio de venta/kg cosecha Variable tipo numérico
Produccion ultima cosecha kg Variable tipo numérico
Cuanto destina autoconsumo kg/afo Variable tipo numérico

Cuanto destina para la venta kg/aio Variable tipo numérico
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Atributo

Tipo de informacién

Proceso de fermentacién (horas)

Proceso de secado (horas)

Frecuencia de podas (formacién y mantenimiento)

Variable numérica
Variable numérica

Variable numérica

Nota. Elaboracion propia.

El conjunto de datos recopilado se emplea para
su analisis, esta informacion se determina
como relevante si sirve para medir las variables
relacionadas con los efectos e impactos del
proyecto (Medianero, 2018). Las variables
discretas se pueden organizar y analizar
mediante estadistica descriptiva, mientras que
las variables continuas pueden emplearse a
nivel comparativo mediante pruebas ANOVA o
pruebas no paramétricas seguin el ajuste de los
datos.

Conclusiones

Las generalidades de la linea base para el cultivo
del cacao propuestas aqui pueden ser aplicadas
a otros campos de produccion agricola u otros
rubros productivos, lo que permitira generar
estudios, rutas de investigacién y aplicabilidad
en otros contextos que requieren lineas de
accion y produccion, para fortalecer la economia
regional.

La metodologia de linea base emplea
también informacion secundaria referente
a la poblaciéon estudiada. Estos resultados
combinados con los obtenidos en las entrevistas
y encuestas (informacion primaria) constituyen
el pilar de la investigacion, cuyo proposito
es la socializacion de estos resultados en un
espacio de retroalimentacion que enriquezca los
procesos de investigacion participativa.

Esta metodologia, al momento de
caracterizar productores de cacao (municipio,
departamento), reducira el tiempo y el trabajo
considerablemente. Ademas, la caracterizacion,
o linea base, de productores de cacao, a partir de

herramientas digitales, unida a otras fuentes de
informacion, facilitara una mejor orientacion
territorial de herramientas politicas integradas
al sistema productivo, y junto a una adecuada
disponibilidad de informacién y procesos de
toma de decisiones, fortalecera la cadena vy
generara valor para la producciéon, potenciando
la comercializacion del producto.
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Resumen = rapido incremento en la obesidad, la hipertension y otras enfermedades crénicas no transmisibles, debido al consumo
de alimentos ultraprocesados como grasas y azucares, y a la situacién de inseguridad alimentaria en muchos paises de América Latina,
ha promovido el desarrollo de alimentos minimamente procesados, seguros y saludables de fuentes no tradicionales, como los frutos
amazonicos, que ademas de nutrir, tienen un efecto benéfico en la salud. El objetivo de esta revision bibliografica fue analizar los principales
compuestos bioldgicos de interés, para evaluar las oportunidades actuales del camu-camu en el desarrollo de alimentos funcionales, teniendo
en cuenta la produccion cientifica anual. Entre los frutos amazdnicos estudiados en los tltimos afios, se destaca el camu-camu, un fruto
amazonico pequerio, que se caracteriza por su alto valor nutricional, especialmente por su contenido de vitamina C, carotenoides, polifenoles
(flavonoides, taninos, antocianinas, etc.) y otros compuestos reconocidos como antioxidantes, cuyo consumo esta asociado a la disminucién
del envejecimiento celular y el estrés oxidativo. Debido a que tiene una vida util relativamente corta, se han desarrollado diversos productos
para garantizar su conservacion por mas tiempo, ademas de asegurar sus propiedades nutricionales y funcionales. Este fruto se aprovecha
para obtener jugos, yogures, helados, mermeladas y refrescos, entre otros productos. Sin embargo, uno de los mayores potenciales actuales
es el uso como ingrediente y/o materia prima en la producciéon de alimentos convencionales, para otorgarles caracteristicas de “alimentos
funcionales”, para generar un beneficio a la salud, mas alla de suplir las necesidades nutricionales.

Palabras clave: materia prima; vitaminas; seguridad alimentaria; Amazonia.

Ab stract The rapid increase in obesity, hypertension, and other chronic non-communicable diseases, due to the consumption of ultra-
processed foods such as fats and sugars and the situation of food insecurity in many Latin American countries, has promoted the development
of minimally processed, safe, and healthy foods from non-traditional sources, such as Amazonian fruits, which in addition to nourishing,
have a beneficial effect on health. The objective of this review was to analyze the main biological compounds of interest, to evaluate the
current opportunities of Camu-camu in the development of functional foods. It was determined to consider the annual scientific production.
Among the Amazonian fruits studied in recent years, Camu-camu stands out, a small Amazonian fruit characterized by its high nutritional
value, especially for its vitamin C content, polyphenol carotenoids (flavonoids, tannins, anthocyanins, etc.), and other compounds recognized
as antioxidants, whose consumption is associated with the reduction of cellular aging and oxidative stress. Because it has a relatively short
shelf life, various products have been developed to guarantee the fruit's preservation for a longer period, in addition to ensuring its nutritional
and functional properties. It is used to obtain juices, yogurts, ice creams, jams, and soft drinks, among other products. However, one of
the greatest current potentials is the use as an ingredient and/or raw material in the production of conventional foods, giving them the
characteristics of “functional foods”, to generate a health benefit beyond supplying nutritional needs.

Keywords: raw materials; vitamins; food security; Amazonian.



https://orcid.org/0000-0002-5288-5272
https://orcid.org/0000-0002-3152-3707
https://orcid.org/0000-0003-2324-5206
mailto:jverac%40uteq.edu.ec?subject=
mailto:jverac%40uteq.edu.ec?subject=
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
https://es.wikipedia.org/wiki/Acceso_abierto
http://revistas.sena.edu.co/index.php/recia/
mailto:jverac%40uteq.edu.ec?subject=
https://orcid.org/0000-0002-7951-2249
mailto:jverac%40uteq.edu.ec?subject=

Uso potencial del camu-camu (Myrciaria dubia)
en el desarrollo de alimentos funcionales

Introduccion

Por su posicién geografica, Colombia es un
pais que cuenta con una amplia diversidad y
variedad de recursos naturales. Pese a esto, las
cifras de inseguridad alimentaria contintan
siendo alarmantes. Se considera que el 12,5 %
de la poblacion se encuentra subalimentada
y los problemas aumentan en las poblaciones
vulnerables del pais. Para mitigar este impacto,
se han planteado diferentes estrategias, una de
ellas es la promocién del incremento de la oferta
agropecuaria (Hodson et al., 2017), con el cultivo
de plantas alimenticias no convencionales.

Las tendencias actuales se enfocan en
el desarrollo de nuevos alimentos o “novel
foods”, los cuales usan materias primas no
convencionales, pero disponibles en la region
(Comision Europea, s. f.). Algunos de estos, se
caracterizan por ser alimentos funcionales, o
alimentos que ademas de su funcién tradicional
de nutrir, tienen compuestos bioldgicos
(compuestos bioactivos) que aportan efectos
positivos en la salud y ayudan en la prevencion
de enfermedades (Mohamed, 2014).

En los ultimos afios, el interés por
los frutos amazdnicos ha incrementado
gracias a que se han encontrado propiedades
interesantes, que pueden ser aprovechadas
para la elaboraciéon de alimentos funcionales.
Las especies, antes subutilizadas, hoy tienen un
nicho de mercado creciente sostenido y son una
oportunidad real parael fortalecimiento regional
y la construccion de tejido social (Instituto
Amazoénico de Investigaciones Cientificas
[SINCHI], 2019). Entre estos frutos amazodnicos
con potencial de produccion, se destaca el
camu-camu, que se caracteriza por ser redondo
y por su alto contenido de acido ascorbico
(Inoue et al., 2008), potasio, carotenoides y
antocianinas; compuestos que le confieren
algunas propiedades bioldgicas antioxidantes,

antimicrobianas y anticancerigenas, entre otras
(Zanatta y Mercadante, 2007).

El Centro de Biotecnologia Industrial
(CBI) de la Regional Valle, ubicado en Palmira,
en los ultimos dos afios ha diversificado sus
lineas de investigacion hacia la biotecnologia
agroindustrial, para el aprovechamiento de la
biodiversidad de nuestro pais y el avance de la
seguridad alimentaria. Durante 2019, el CBI
desarrollé el proyecto SENNOVA “Desarrollo
de un Alimento Funcional a partir de camu-
camu”, que busca aprovechar las propiedades
de este fruto para obtener un producto que
aporte beneficios al consumidor. Como parte
de la documentacion del proyecto, el presente
documento analiza los principales compuestos
biolégicos de interés y evalia las oportunidades
actuales del camu-camu en el desarrollo de
nuevos productos y/o alimentos funcionales.

Metodologia

La revision bibliografica se determind teniendo
en cuenta la produccion cientifica en el periodo
de tiempo de 2005 a 2022. La buasqueda de los
documentos se realizo en las bases de datos
Google, Google Académico y ScienceDirect. Los
criterios de consulta en Google principalmente

fueron: “frutos amazobnicos colombianos”
AND  “produccion”, “frutos amazonicos
colombianos” AND “comercializacion”
y “frutos exoéticos colombianos” AND

“produccion”. Se encontraron 10200 registros
en Google Académico y 373 en ScienceDirect
con los criterios de consulta: “camu camu”
OR “Myrciaria dubia”, en los temas, titulos,
resimenes y palabras clave.

Para la bisqueda de articulos por temas
especificos, en Google Académico se emplearon
las siguientes palabras claves: “camu camu”
AND “products” AND “byproducts” (263
resultados), “camu camu” AND “amazonia”
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AND “Colombia” (972 resultados), ‘“camu
camu” AND “Nutritional composition” (442
resultados), “camu camu” AND ‘“Vitamin C”
(2340 resultados).

Resultados y discusiones

Constituyentes bioactivos y efectos benéficos
en la salud de frutos amazdnicos

Los cambios en el estilo de vida, generados por
el crecimiento econémico y el aumento en la
urbanizacion, han ocasionado la reduccion en
el consumo de preparaciones tradicionales, lo
que conlleva a un incremento en el consumo de
alimentos procesados, que se caracterizan por
tener altos niveles de aztcar, grasa y aditivos
quimicos. Esta situacion puede desencadenar
problemas de sobrepeso, obesidad y otras
enfermedades crénicas no transmisibles
(Organizacion de las Naciones Unidas para
la Alimentaciéon y la Agricultura [FAO] vy
Organizacién Panamericana de la Salud [OPS],
2017).

Particularmente, en Colombia, un 46
% de la poblacion adulta presenta sobrepeso
y obesidad, asociados a una alimentacion
con grandes cantidades de azdcar, grasa y
colesterol, y baja en fibra y acidos grasos
poliinsaturados (Savino, 2011). De acuerdo con
la FAO y la OPS (2017), para combatir estos
problemas es necesario promover la produccion
sostenible de alimentos frescos, seguros y
nutritivos, asegurar su diversidad y oferta en
todos los sectores de la poblacion, educar a la
poblacion en temas nutricionales e informar a
los consumidores sobre la composicion de los
alimentos, especialmente los de alto contenido
de azlcar, grasas y sodio. Es pertinente una
alternativa al consumo de alimentos procesados,
como la generacion de productos organicos y
minimamente procesados, pero listos para el
consumo, de maneraque ofrezcanlaoportunidad
de una alimentacién saludable.

Colombia es un pais con una gran riqueza en
biodiversidad de materia prima, con excelentes
propiedades nutricionales, que pueden ser
aprovechadas para la elaboraciéon y obtencion
de alimentos. Los frutales amazoénicos hacen
parte de esta gran biodiversidad, constituyen
una nueva cadena productiva para la fruticultura
(Instituto Amazonico de Investigaciones
Cientificas [SINCHI] y Ministerio de Ambiente,
Vivienda y Desarrollo Territorial, 2008) vy
representan el patrimonio gastronémico del
pais. En su mayoria, con alto contenido de
compuestosbioactivos,vitaminas, antioxidantes
y micro--nutrientes, y son empleados en la
elaboracion de diferentes recetas originarias de
la region (Malagon, 2017).

Los compuestos bioactivos  son
constituyentes de algunas plantas y alimentos,
que se caracterizan por cumplir funciones
especificas en el cuerpo humano, y brindan
un beneficio adicional a la salud. Un gran
porcentaje de estos son metabolitos secundarios
sintetizados por las plantas, entre los cuales
se encuentran antibidticos, micotoxinas,
alcaloides, pigmentos y fendlicos. Entre
los compuestos fendlicos se destacan los
flavonoides, los acidos fendlicos y los taninos
(Martins et al., 2011).

Varios autores han comprobado
algunas de las funciones bioldgicas de los
compuestos bioactivos, como la actividad
antioxidante, anticancerigena, antiplaquetaria,
antitrombotica, antimutagénica, antialergénica,
antiinflamatoria, antimicrobiana, entre otras
(Azevedo et al.,, 2018; Rajan y Bhat, 2020;
Salomao-Oliveira et al., 2016; Sousa et al., 2021;
Barboza et al., 2022; Nascimento et al., 2022).

Una de las actividades que mas se ha
estudiado por su efecto positivo en la salud es la
capacidad antioxidante. Pese a que la oxidacion
es un proceso bioldgico natural, esencial para
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la produccién de energia en la mayoria de los
organismos vivos, el exceso de especies reactivas
de oxigeno esta asociada con el estrés celular, la
oxidacion de lipidos, el envejecimiento celular
y el desarrollo de algunas enfermedades como
el cancer, la inflamacién y la aterosclerosis,
entre otras. Los antioxidantes son compuestos
quimicos capaces de eliminar el exceso de
dichas especies reactivas, como radicales libres,
descomponedores de peréxido, inhibidores de
oxigeno e inhibidores de enzimas (Rufino et al.,
2011).

Los frutos de la Amazonia colombiana
han estado a una extrema distancia de las
grandes y medianas capitales (representan
el 3 % de la produccion nacional de frutos y
aproximadamente el 80 % de la produccion
tiene como destino otros paises, teniendo en
cuenta que, a nivel internacional, se paga entre
cinco y seis veces mas por el producto) (Alfonso,
2017). Sin embargo, representan un mercado de
nicho, lo que significa que por su baja demanda,
los compradores pueden pagar altos precios, por
ejemplo, el copoazu (Theobroma grandiflorum),
camu-camu y asai (Euterpe oleracea) superan los
$20.000 COP por kilo (Lopez, 2019).

Dentro de los frutos de la Amazonia
mas comercializados estan: uva caimarona
(Pourouma cecropiifolia), macambo (Theobroma
bicolor), araza (Eugenia stipitata), copoazu,
cocona (Solanum sessiliflorum), aguaje (Mauritia
flexuosa), umari (Poraqueiba sericea), camu-
camu, asai, chontaduro (Bactris gasipaes), borojo
(Borojoa patinoi), bacuri (Garcinia madruno
(Kunth) Hammel), guama (Inga edulis), pifia
(Ananas comosus), zapote (Quararibea cordata),
carambola (Averrhoa carambola), acerola
(Crataegus azarolus), aji malagueta (Capsicum
annuum), aji ojo de pez (C. baccatum), y aji
pipi de mono (C. pubescens). Y del lado de los
secos, estan: castafla (Castanea sativa), sacha
inchi (Plukenetia volubilis linneo) y marafion
(Anacardium occidentale) (Lopez, 2019).

En esta region colombiana, se ubican
en el sector de biocomercio, con un 25 %, 17
emprendimientos querealizan aprovechamiento
de productos forestales no maderables (PFNM)
como asai, moriche (Mauritia flexuosa), seje
(Oenocarpus bataua var. bataua), camu-camu y
andiroba (Carapa guianensis), donde uno de los
principales productos son las pulpas congeladas
(SINCHI, 2019).

Segun el Tratado de Cooperaciéon
Amazodnica, dentro de los criterios de
integralidad, se hace necesario avanzar en
aspectos técnicos que aseguren que los pasos
a dar en los afios venideros seran apoyados
por un conocimiento sélido, y por técnicas y
tecnologia de comprobada eficacia y eficiencia
(Pro Tempore, 2002). Una de las alternativas
para potencializar la comercializacion de frutos
amazonicos es obtener mayores volimenes
de produccion, para lo cual, se necesitaria
implementar programas de tecnificacion e
incentivos que ayuden al agricultor a obtener
un mayor rendimiento y ganancia del cultivo
(Nastur et al., 2016).

La amplia disponibilidad de diferentes
compuestos bioactivos y terapéuticos, ademas
de la gran variedad de especies del bioma
amazonico, ha atraido la atencién mundial de
los investigadores y las industrias alimentarias
(Sousa et al., 2021). Entre los frutos amazonicos
investigados en los ultimos afios por sus
caracteristicas, se encuentra el camu-camu,
descrito por Aguirre-Neira et al. (2020) como un
prometedor producto forestal no maderero, que
posee una fuente natural de vitamina C y otros
compuestos relevantes para la salud humana.

Un ejemplo del aprovechamiento
comercial se da en Perd, donde en el 2020, las
exportaciones de camu-camu sumaron USD $
4,7 millones, 71 % mas respecto al 2019 (USD
$ 2,7 millones), donde los principales paises
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exportadores son Estados Unidos (47 %), la
Union Europea (17 %), Japon (8 %), Canada (7
%) y Australia (7 %) (Redagricola, 2021).

Diversos estudios han demostrado que
este fruto contiene componentes bioactivos,
como carotenoides, antioxidantes, vitaminas,
antocianinas,  flavonoides @y  actividad
antiinflamatoria y antimicrobiana, asi como la
capacidad de contrarrestar la obesidad, diabetes,
enfermedades cardiovasculares y proteger la
mucosa del tracto gastrointestinal de la accién
del entorno acido y de las enzimas digestivas
(Nascimento et al., 2013; Paiva y do Amaral,
2015; Guija et al., 2005; Chang, 2013).

Camu-camu

El camu-camu se conoce como cagari, araza
de agua, guayabo, guayabito o guapuro blanco
(Avila-Sosaetal.,2019),esunarbusto Amazonico
de hasta 8 m de altura, perteneciente a la familia
de las Mirtaceas, producido naturalmente en
zonas de inundaciones frecuentes, cerca de
lagos y rios. Se encuentra en la selva tropical
de Colombia, Venezuela, Pera y Brasil. Su fruto
es una baya redonda de superficie lisa, de color
verde en estado inmaduro, trasciende de rojo
hasta negro al madurar, con un diametro de
aproximadamente 2,5 cm y peso promedio de
6,9 g (Chirinos et al., 2010; Hernandez y Barrera,
2010; Zanatta y Mercadante, 2007).

El fruto del camu-camu esta compuesto
por agua (93,2 g/100 g), carbohidratos (4,0
g/100 g), proteina (0,5g/100 g), fibra (0,5 g/100
g), ceniza (0,2 g/100 g), vitamina C (1000-6000
mg/100 g) y compuestos polifendlicos, entre los
que se destaca el acido galico (1000 mg/100 g)
(Sistema Integrado de Informacién de Comercio
Exterior [SIICEX], 2016; Akter et al., 2011;
Arellano-Acuiia et al., 2016). Adicionalmente, es
fuente de minerales (sodio, potasio, calcio, zinc,
magnesio, manganeso, cobre, etc.), aminoacidos
(serina, valina y leucina), pectina y almidén

(Arellano-Acuiia et al., 2016). Las Tablas 1y 2
presentan los principales compuestos bioactivos
reportados en camu-camu, y su composicion
nutricional.

En la agroindustria del camu-camu, se le
da el principal uso a la pulpa, la cual tiene un alto
contenido de acido ascorbico, que varia hasta
6000 mg/100 g. En estos procesos de extraccion
se generan cascaras y semillas, subproductos
con posible aprovechamiento (Sousa et al.,
2015). Las semillas y la piel representan entre el
40y 50 % del peso del fruto, y el rendimiento
de la pulpa refinada es bajo (Santos et al., 2022).
Tanto en la pulpa como en otras partes del fruto,
se encuentran compuestos de interés nutricional
y funcional. Sin embargo, las concentraciones
de antocianinas y B-caroteno se han reportado
como mayores en las cascaras, lo que demuestra
la importancia del consumo y aprovechamiento
total (Azevedo et al., 2018).

Es importante tener en cuenta que
la composiciéon del camu-camu depende del
estado de madurez de los frutos y la ubicaciéon
geografica, entre otros factores. Mientras que
en algunos estudios se reporta el aumento de
vitamina C durante la maduracion del fruto,
otros reportes indican que disminuye su
concentracion (Chirinos et al., 2010; Souza et al.,
2018). En los frutos inmaduros se encontraron
valores de carotenoides mas altos que en aquellos
semimaduros (Grigio, Moura, Carvalho, et al.,
2021; Grigio, Moura, Chagas, et al., 2021). Se
determiné que es una fuente importante de
compuestos bioactivos, presentes en mayores
niveles en los frutos de ambiente seco (cultivo
comercial) que en los de ambiente inundado
(selva amazodnica-Brasil), lo que representa
una oportunidad comercial para aumentar el
volumen de produccion.

Entre los estudios realizados con camu-
camu, Cunha-Santos et al. (2019) evaluaron tres
métodos de extraccion (extraccion por liquido
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presurizado, extracciéon acida y maceracion)
para la obtencién de vitamina C de la cascaray la
pulpa. Los mayores rendimientos se encontraron
con la extraccion acida, que alcanzoé valores de
concentraciéon en peso seco de 38,37 g/100 g =
2,13. Asi mismo, los valores maximos se hallaron
en la pulpa (1297,07 mg/100 g1914,66 mg/100
g), comparados con los obtenidos en la cascara

Tabla 1

(680,08mg/100 g'074,31mg/100 g). Lavitamina
C es reconocida por su actividad antioxidante,
y los resultados de este estudio potencializan
el uso de la cascara y la pulpa de camu-camu
como fuente de esta vitamina, al encontrarla en
valores mas altos que en otras frutas.

Principales compuestos bioactivos presentes en el camu-camu.

Planta: Camu-camu (Myrciaria dubia)

Ingredientes activos Grupo quimico

Actividad bioldgica Referencias

Acido fenélico

Acido eldgico

Acido gélico

Neoxantina
Cis-neoxantina
Violaxantina (-trans*+ cis)
Luteoxantina
5,6-epoxi-luteina
5,8-epoxi-zeaxantina

5,6-epoxi-zeaxanthin

Compuestos Luteina
fendlicos Zeaxantina
Sintaxantina
Lignanos b-Criptoxantina (-trans*+ cis)
b-Criptoxantina (-trans*+ cis)
Vitamina C B-caroteno

Cianidin-3-glucosido
Carotenoides Delphinidin-3-glucosido
Cianidin 3-glucosido
Quercetina
Rutina
Catequina
Kaempferol
Naringenina
Eriodictiol
Flavanoides
Flavononas
Estilbenos

Antocianinas

Antioxidante

Antiinflamatorio ~
(Arellano-Acuiia et al., 2016;

Donado-Pestana et al., 2018;
Akter et al., 2011)

Antidiabético

Hipolipidémica

Nota. Elaboracion propia.
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Tabla 2

Composicion nutricional y bioactiva de fruto de camu-camu.

Compuesto O ercadante, 2007 " Amarahaors) o) (Grgoetal, 201)
Humedad (g/100 g) 94,01 94,1 93,2 -
Proteina (g/100 g) 0,4 0,4 0,5 -
Ceniza (g/100 g) 0,3 0,21 0,2 -
Fibra cruda (g/100 g) 0,1 1,13 0,5 -
Lipidos (g/100 g) 0,2 0,05 - -
Sodio (mg/kg) 11,3 - - -
Potasio (mg/kg) 838,8 470,2 - -
Calcio (mg/kg) 157,3 13,0 280,0 -
Magnesio (mg/kg) 123,8 19,7 - -
Hierro (mg/kg) 53 0,13 5,0 -
Manganeso (mg /kg) 21,1 0,7 - -
Zinc (mg/kg) 3,6 0,7 - -
Cobre (mg/kg) 2,0 0,5 - -
Fésforo - - 150,0 -
Sélidos solubles totales (°Brix) 6,4 - - 6,9
Acidez titulable total (%) 2,86 - 4,05
pH 2,44 2,61 - 3,12
Glucosa (g/kg peso fresco) 8,16 - - -
Fructosa (g/kg peso fresco) 9,51 - - -
Azlcares totales (%) 1,28 - - -
Pectina total (%) 0,21 - - -
Almidén (%) 0,44 - - -
Vitamina C (mg/100 g) 2061,01 (violeta)/ 2910,31 (verde) 2031 2089 -
Tiamina (mg/100 g) - - 0,01 -
Riboflavina (mg/100g) - - 0,04 -
Niacina (mg/100 g) - - 0,61 -
Vitamina B12 (ug/g) - 0,0034 -
Flavonoides (mg/100 g) 13,7 16,9 - 440,9
Antocianinas (1g/g) - 0,74 - 50,7
Carotenoides totales (pg/100 g) 354,8 /1095,3 - - -
Capacidad antioxidante (pmol TE/g) - 52,00 - -
Capacidad antioxidante FRAP (mg/g) - - - 1,7
Capacidad antioxidante DPPH (mg/g) - - - 8,5

Nota. Elaboracion propia.

Do Amaral et al. (2019) estudiaron el efecto encuentran que dicho pretratamiento mejoro
de un pretratamiento de ultrasonido sobre el el contenido de compuestos bioactivos en el
contenido de vitamina C, compuestos fendlicos material v demdas caracteristicas. A su vez,
y actividad antioxidante, entre otros parametros proponen esta tecnologia como alternativa a las
fisicoquimicos del néctar de camu-camu, y tradicionales.
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En la Tabla 3 se presentan diferentes
compuestos bioactivos de pulpa, cascara y
semilla de camu-camu. Se muestran contenidos
similares o mas altos en cascara y semilla,
comparados con la pulpa, producto principal.
Como parte de estos, se encuentran los
polifenoles, que son metabolitos secundarios
presentes ampliamente en frutas, verduras y
cereales, con una importante funcionalidad para
lasalud humana (Coryetal.,2018). Dentro de este
grupo, se reportan para este caso: flavonoides
(glucosidos de quercetina, miricetina, glucésidos
de miricitina, cianidin-3-0-glucésido), taninos
(elagitaninos como vescalagina, castalagina,
casuarictina y la potentillina, acido elagico y
derivados del acido galico) y lignanos (acido
siringico) (Fujita et al., 2015). En la cobertura de
la semilla se ha identificado el flavonoide rutina
(0,13 mg/g ms) y acidos hidroxicinamicos,
como acido fertlico (0,59 mg/g ms) y p-acido
cumarico (0,49 mg/g ms) (Azevédo et al., 2014).

Otro grupo de compuestos bioactivos son
los carotenoides, segin el Instituto Nacional
de Investigacion de la Amazonia (INPA), la
presencia de estos y de antocianinas en el camu-
camu se considera de alto valor nutricional
(Zanatta y Mercadante, 2007). La luteina es el
carotenoide principal, seguido del B-caroteno
y la zeaxantina. También, se identificaron la
neoxantina, la B-criptoxantina, el bcaroteno-
5,6-epoxido y el cis-b-caroteno, en niveles
muy bajos (Azevedo-Meleiro y Rodriguez-
Amaya, 2004). Rufino et al. (2010) determinaron
una concentraciéon de carotenoides, en la
pulpa del mismo fruto, de 1,32 mg/100 g. Asi
mismo, Zanatta y Mercadante (2007) reportan
concentraciones entre 0,35 y 1,09 mg/100 g
(Tabla 2), lo que contribuye a los valores tipicos
de consumo de adultos entre 1y 2 mg luteina/dia
(Institute of Medicine, 2000).

Sobre la optimizacion, de Aratjo et al.
(2018) evaluaron el uso de la tecnologia de
puntos de extraccion con solvente Triton X-114,
para obtener compuestos fendlicos con actividad

antioxidante a partir de residuos de camu-camu,
y hallaron rendimientos superiores al 90 %.
Otras actividades bioldgicas evaluadas en este
fruto han sido la actividad antihiperglicémica
y antihipertensiva, asociadas también con el
contenido de compuestos fenoélicos.

Fujita et al. (2017) usaron tecnologia de
fermentacion con bacterias acido-lacticas de la
mezcladepolvodecamu-camuconlechedesoya,
para incrementar el contenido de compuestos
asociadosalasactividades enunciadas. Apesarde
que el comportamiento durante la fermentacion
del contenido de compuestos fendlicos es estable,
la actividad antioxidante fue superior a medida
que transcurria el proceso, y la concentracion
del polvo de la fruta en la leche era mayor.
Este comportamiento puede estar asociado a
la transformacion sufrida por los compuestos
durante la fermentacion, llevada a cabo por
las enzimas de los microorganismos, donde se
obtienen compuestos con una mejor actividad
biolégica que los encontrados en las materias
primas sin tratamiento. Comportamientos
similares =~ presentaron las  actividades
antihiperglicémica y antihipertensiva, las cuales
estan también asociadas a algunos compuestos
fendlicos. Con estos resultados, se propone a
la fermentacion con bacterias acido-lacticas
como una tecnologia alterna que mejora las
caracteristicas nutricionales y funcionales de
bebidas del fruto objeto de la revision.

Camere-Colarossi et al. (2016) estimaron
la actividad antimicrobiana de extractos del
camu camu-contra dos microorganismos:
Streptococcus mutans (ATCC 25175)y Streptococcus
sanguinis (ATCC 10556), los cuales causan caries
dental, entre otros problemas de salud bucal. Los
extractos metanodlicos presentaron un elevado
poder inhibidor. Aratjo et al. (2020) estudiaron
los efectos antimalaricos, antiesquistosomiasis,
leishmanicidas y antihemoliticos in vitro de
extractosdesemilladecamu-camu.Losextractos
mostraron actividades antiesquistosomiasis
y antimalaricas para las cepas de Plasmodium

33



34

Revista Colombiana de Investigaciones Agroindustriales
Volumen 9 (2). Julio — Diciembre. [p.26-41]

falciparum W2 (resistente a cloroquina) y 3D7
(sensible a cloroquina) en todos los estadios
intraeritrocitarios.

Un estudio de Becerra et al. (2019)
determino el efecto nefroprotector del extracto
de camu-camu en un modelo de nefrotoxicidad
Tabla 3

inducida por la gentamicina en ratas. El analisis
histoldgico evidenci6 pérdida epitelial, infiltrado
inflamatorio intenso y congestiéon vascular en
el grupo gentamicina, mientras que los grupos
que recibieron camu-camu, con el extracto
disminuyeron la gravedad del dafo. Se concluye
que el extracto de camu-camu presentd una
actividad nefroprotectora significativa.

Compuestos bioactivos de pulpa, semilla y cdscara de camu-camu en base seca.

(Sotero etal., 2009)

(Peldez et al., (Fidelis, Aratjo et (Fidelis, Aradjo et

2020) al., 2020) al., 2020)
Pardametro Pulpa Semilla Cascara Pulpa* Semilla Cascara
Polifenoles total
 mg/100 g) 2316,0 2969,2 17905,5 739 5619 3299,9
Flavonoides
(mg/100 g) 994,9 218,7 2012,3 - 1384 242,0
Antocianinas
(mg/100 g) 74,04 35,3 - - 145,3
Elr:g/r?g:)agc) 14337,9 87,0 10506,3 2151 - 15500,0
Carotenoides
totales (mg/100 - - - - 72,1
g)
Capacidad
antioxidante 167,6 399,7 3424 (mg AAE/g 3895 (mg

DPPH (IC50, pg/
ml)

7,43 DPPH) cascara/g DPPH)

Nota. Elaboracion propia.

Desarrollo de alimentos funcionales

El concepto de “alimentos funcionales”
surgio en Japon en los afios 80, como propuesta
paralos Alimentos Destinados a Usos Especificos
de Salud (FOSHU por sus siglas en ingles). Sin
embargo, no hay acuerdos adn en la definicion
de este tipo de alimentos (Stanton et al.,
2005). Una de las definiciones propuestas para
alimentos funcionales fue dada por Marquez
y Marquez (2019), quienes indican que son
“los que se caracterizan por contener diversos
componentes, algunos de los cuales se clasifican
como nutrientes, y afectan a diversas funciones
importantes en el organismo para producir
bienestar y salud y/o disminucién del riesgo de
algunas enfermedades”. En este sentido, el uso
de frutas tropicales y amazonicas nativas en
formulaciones de alimentos funcionales ha sido
un foco de investigacion, debido al contenido

de compuestos bioactivos que las asocia con la
prevencion de enfermedades no transmisibles
(Silvaetal., 2013).

Una de las formas de mayor consumo
de la fruta es la pulpa fresca (Neves et al.,
2015), sin embargo, actualmente se procesan
varios derivados del camu-camu, como pulpa
de fruta, extracto y jugo, que se exportan
principalmente a Japén y Europa (Azevédo
et al., 2014). Este fruto, al igual que las frutas
tropicales, tiene una vida util relativamente
corta en comparacion con los cereales (Grigio et
al., 2015), por tanto, es necesario el desarrollo de
productos que permitan prolongar la vida util y
sus componentes bioactivos. A partir del fruto
de camu-camu, se han desarrollado productos
como jugos de frutas pasteurizados, néctares,
yogures, helados, mermeladas, bebidas
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alcoholicas, refrescos y fruta seca por métodos
convencionales y secado por liofilizacion
(Souza et al., 2013; De Oliveira et al.,, 2013;
Arellano-Acuia et al., 2016). Se demuestran las
posibilidades que hay de producir una amplia
gama de alimentos funcionales.

Una de las formas de comercializacion de
camu-camu mas encontrada es en polvo. Fujita
etal.(2013) reportaron los resultados del proceso
de secado por lecho fluidizado de la pulpa con
diferentes concentraciones de maltodextrina
sobre los compuestos bioactivos y la capacidad
antioxidante y antimicrobiana. El secado de la
pulpa en lecho de goteo generd perdidas de acido
ascorbico (45-64 %), compuestos fenolicos
totales (33-42 %) y proantocianidinas (16-18
%), v laliofilizacion conservo mejor la capacidad
antioxidante (74 a 87 %), en comparacion con el
secado de lecho de goteo (29 a 78 %). El polvo
liofilizado se clasificé como activo, y los polvos
por lecho fluidizado como parcialmente activos,
contra S. aureus.

Vanin y Carvalho (2020) evaluaron
acerola y camu-camu en polvo, y los
caracterizaronenrelacion consus caracteristicas
fisicoquimicas, la actividad antioxidante, y la
concentracion y estabilidad de la vitamina C
en diferentes condiciones de almacenamiento
(30 °Cy 40 °C, 75 % de humedad relativa). Los
polvos almacenados a menor temperatura (30
°C) mostraron una mayor estabilidad de la
vitamina C.

Paiva y das Chagas (2015) desarrollaron
un yogur con tres formulaciones con pulpa
de camu-camu: F1 10 %, F2 13 % y F3 15
%. Los parametros quimicos, fisicos y
microbiolégicos testeados estuvieron dentro
de los limites establecidos por la legislacion, y
la aceptabilidad de la formulacién con 10 % fue
satisfactoria. Conceicdo et al. (2020) estimaron
diferentes capacidades antimicrobianas vy

antiproliferativas in vitro de cascara, semilla
y pulpa del mismo fruto por separado, que
demuestran el potencial bioactivo de estos
subproductos. Adicionalmente, incorporaron la
cascara en una matriz lactea como yogurt, que
permitié enriquecer sus moléculas bioactivas
sin alterar la composicién nutricional. En esa
misma matriz, Fidelis, de Oliveira et al. (2020)
desarrollaron un producto similar que contenia
0,25 g de extracto de semilla de camu-camu/100
g de yogur, el cual fue aceptado sensorialmente,
lo que indica que el extracto puede ser un
ingrediente sostenible para anadir a yogures
potencialmente funcionales.

En un estudio, das Chagas et al. (2021)
desarrollaron una formulacién de galletas con
incorporacion de subproductos de camu-camu
en polvo. El porcentaje maximo de sustitucion
de la harina de trigo en las galletas fue del 20 %.
Demuestran ser fuentes de fenélicos totales (4,4
+ 0,1 mg GAE/ g) y propiedades antioxidantes
(DPPH: 16,03 + 2,26 EC,, mg/ml; FRAP: 1,59
+ 0,06 pmol TEq/g; ORAC: 24,78 + 4,04 pmol
TEq/g) con poco impacto en sus caracteristicas
fisicas.

En el desarrollo de helados, Grigio,
Moura, Carvalho, et al. (2021) evaluaron helados
delechey con leche + cobertura de chocolate, sin
cascara y con cascara de camu-camu liofilizada.
La adicion de cascara de este fruto amazonico
aumentd el contenido de fenoles totales
(pasan de 19,55 a 20,32 mg de acido galico
equivalente/0,1 g de muestra seca), la actividad
antioxidante (DPPH: pasa de 269,48 a 361,03 ug
de equivalente acido ascérbico/0,1 g de muestra
secay FRAP: 1,48 a 1,84 mg sulfato ferroso /0,1
g de muestra seca) y el potencial funcional de las
formulaciones.

Una de las tecnologias empleadas
para evitar la degradacion e inactivacion de
compuestos bioactivos, asi como vehiculo
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de incorporacién de compuestos en matrices
alimentarias, es la encapsulacion (Figueiredo
et al., 2020). Salomdo-Oliveira et al. (2016)
evaluaron la estabilidad del acido ascoérbico
de camu-camu encontrado en las capsulas. La
encapsulacion dela pulpaliofilizada se considerd
satisfactoria en la conservacion de este acido,
hubo una pérdida del 10 % de su concentracion
inicial a lo largo del periodo de estudio durante
60 dias.

Terry y 0Osso (2019) encapsularon pulpa
del mismo fruto en esferas de por medio del
método de extrusion, tamizadas y deshidratadas
a una temperatura de 60 °C, lo que resultd
en 7,40 g de vitamina C/100 g de pulpa. El
extracto (pulpa y cascara) fue sometido a
microencapsulacion con secado por aspersion
con maltodextrina, inulina y oligofructosa.
El aumento de la temperatura de 25 °C a 35
°C influy6 en la liberaciéon de los compuestos
bioactivos en todos los tratamientos, y muestra
una mayor liberacion para las microparticulas de
maltodextrina. Los materiales de encapsulacion
fueron considerados efectivos paralaproduccion
de polvo de extracto. Esto contribuye al mejor
aprovechamiento de esta fruta amazoénica, y la
encapsulacion aument6 la estabilidad de sus
compuestos bioactivos (Figueiredo et al., 2020).

El alto contenido de vitamina C y de
compuestos acidos fenolicos hace que la fruta
sea muy acida, lo que afecta a su palatabilidad y
hace casi imposible su consumo directo (Castro
et al., 2018). Por lo que es un alimento de interés
para enriquecer otras matrices alimentarias. En
la actualidad, existen patentes que salvaguardan
los desarrollos con camu-camu, como la de
Iranzo y Milan (2014), que describe el proceso
para la obtencién de un producto antioxidante
en forma de polvo, que conserva altas
concentraciones de acido ascorbico (entre 7y 15
g/100 g de producto), polifenoles (entre 3500 y
5000 mg/100 g de producto) y proantocianidinas
(entre 3000y 4000 mg/1 00 g de producto).

Conclusiones

El fruto de camu-camu tiene potencial para
ser incluido en preparaciones alimenticias
convencionales y en el desarrollo de alimentos
funcionales que aporten efectos benéficos al
consumidor, debido a su actividad antioxidante,
antihiperglicémica, antihipertensiva,
antiesquistosomiasis y antimalarica. Asi mismo,
puede brindar efecto nefroprotector.

Sin embargo, por la sensibilidad al
procesamiento de muchos compuestos, es
importante emplear tecnologias que permitan la
conservacion de esta fraccion de interés. El uso
de tecnologias como encapsulacion, liofilizacion
y secado por lecho fluidizado, disminuye la
pérdida de los compuestos bioactivos del fruto,
al tiempo que permite la incorporacién de los
productos endiferentes matrices alimentarias. El
usodelas cascarasy semillas es una estrategia de
aprovechamiento de alimentos y de nutrientes.
Existen estudios suficientes y relevantes que
comprueban la viabilidad técnica y tecnoldgica
de la transformacion de este fruto amazonico,
para el aprovechamiento de todas las partes y el
enriquecimiento de matrices alimentarias.

Pese a la variedad de beneficios y
funcionalidades que puede aportar el camu-
camu, la naturaleza de sus componentes
bioactivos los hace altamente sensibles debido a
la ubicacion geografica, el manejo agronémico,
el estado fisioldgico de la fruta y los procesos de
transformacion. Se hace necesaria la evaluacion
de las técnicas y procesos requeridos, acorde
con un diagnoéstico de la cadena productiva, que
permitan la conservacion de los beneficios que
el fruto presenta, a través de los compuestos,
de modo que, al incorporarlo en un producto
alimenticio, sus propiedades funcionales se
mantengan y puedan brindar un efecto benéfico
al consumidor.
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El fruto objeto de esta revision puede ser
incorporado en diversas matrices alimentarias
convencionales (cereales, barras energéticas,
dulces, compotas, gelatinas, yogur, jugos
envasados, jugos en polvo, cerveza, entre otros)
e incluso en el desarrollo de productos junto con
alimentos autdctonos como panela.
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Resumen Fue evaluado el cultivo artesanal de hongo orellana, con cuatro mezclas diferentes de residuos, asi: dos agricolas y dos de
pastos, en la comunidad de Obonuco, Narifio, a través de indicadores como nimero de dias de incubacién, nimero de dias de aparicion de
primordios, rendimiento, eficiencia bioldgica y productividad. Para esta evaluacion fueron realizados cuatro experimentos con diferentes
tratamientos. Los que se comportaron mejor respecto a dias de incubacion y aparicion de primordios fueron los compuestos por sustratos de
cascara de arveja, rastrojo de cultivo de maiz, pasto kikuyo, aserrin, salvado de trigo y 1 % de carbonato de calcio, con aislamiento térmico y
un porcentaje de semilla del 5y 9 %, con 28 y 30 dias de incubacidn, respectivamente. En cuanto al nimero de dias de aparicion de primordios,
fue 28 para ambos tratamientos. El rendimiento de los sustratos vari entre 286 a 296 g, con diferencia significativa (p < 0,05) en algunos
tratamientos. Se obtuvieron eficiencias bioldgicas entre 28,4 y 29,6 %, segin el porcentaje de semilla empleado. La productividad estuvo entre
0,28y 0,30 g de hongo por cada 1000 g de sustrato.

Palabras clave: cuerpo fructifero; eficiencia biolégica; primordios; residuos agroindustriales.

Abstract the artisanal cultivation of Orellana mushroom was evaluated by taking four different mixtures of residues: two agricultural
and two pastures in the community of Obonuco, Narifio, through indicators such as number of days of incubation, number of days of the
appearance of primordia, yield, biological efficiency, and productivity. For this evaluation, four experiments with different treatments were
performed. The treatments that behaved best with respect to days of incubation and appearance of primordia were those composed of pea hull
substrates, corn crop stubble, Kikuyu grass, sawdust, wheat bran, and 1 % calcium carbonate. Regarding the number of days of appearance
of primordia, it was 28 for both treatments, with thermal insulation and a seed percentage of 5 and 9 %, with 28 and 30 days of incubation,
respectively. Substrate yield ranged from 286 to 296 g with a significant difference (p < 0.05) in some treatments. Biological efficiencies
between 28.4 and 29.6 % were obtained depending on the percentage of seed used. The productivity of the fungus was between 0.28 and 0.30
g of fungus per 1000 g of substrate..

Keywords: fruiting bodies; biological efficiency; primordia; agro-industrial waste.
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Produccién de hongo orellana (Pleurotus ostreatus) sobre
residuos agricolas y pastos generados en la comunidad de
Obonuco, Narifio

Introduccion

Mas de 200 especies de hongos se han utilizado
como alimentos funcionales debido a la cantidad
de metabolitos que generan durante las etapas
de crecimiento (Benavides et al., 2015), pero
solo se cultivan de forma comercial 35 especies
(Bellettini et al., 2019). Los hongos son una rica
fuente de nutrientes, en particular de proteinas
(Cateni et al., 2021), calcio, fésforo y hierro
(Nagulwar y More, 2020). De igual forma,
presenta en su composicion tiamina, riboflavina
y niacina, como fuentes de vitaminas (Alzand
et al., 2019). El shiitake ocupa el primer puesto
en el mercado mundial de hongos (Jaramillo
y Albertd, 2019), y el segundo lugar es para los
hongos del género Pleurotus (Duarte-Trujillo et
al., 2020).

Pleurotus spp., de la clase basidiomicetos
y pertenecientes al grupo de “hongos de la
pudricién blanca” (Rahim y Nasruddin, 2019),
producen un micelio blanco, y son cultivados
en sustratos que contienen lignina y celulosa no
compostados (Kabel et al., 2017). Las especies
mas comunes del género Pleurotus son ostreatus,
djamor, citrinopileatus, eryngii, tuber-regium,
pulmonarius y nebrodensis (Carrasco-Gonzalez
etal., 2017).

La versatilidad y adaptabilidad de las
especies de Pleurotus son factores relevantes
para su cultivo, toda vez que toleran un rango de
temperaturas amplio, demuestran resistencia a
enfermedades y plagas, y pueden ser cultivados
en cualquier sustrato lignocelul6sico (Raman et
al., 2021). Presentan un alto rendimiento, mayor
aprovechamiento del sustrato, ausencia de
esporas y amplia tolerancia quimica (Bellettini et
al., 2019). La capacidad de cultivar Pleurotus spp.
ha sido valorada en diferentes residuos agricolas
y agroindustriales, con el uso de diferentes
combinaciones y proporciones de cada residuo.
Entre los materiales, se pueden encontrar paja
de avena (Avena sativa L.), rastrojo de maiz (Zea

mays L.) (Gaitan-Hernandez y Silva, 2016),
palma de aceite (Elaeis guineensis), café (Coffea
arabica), residuos lignocelulésicos de fique
(Furcraea macrophylla) (Benavides et al., 2015)
y alfalfa deshidratada (Romero-Arenas et al.,
2018).

El corregimiento de Obonuco se
encuentra ubicado en el departamento de
Narifio, al sur de Colombia, y a 5 km de la ciudad
de Pasto, en las estribaciones de las faldas
del volcan Galeras. La temperatura promedio
es de 12 °C, con una precipitacion promedio
anual de 840 mm, a una altura de 2800 m s. n.
m. (Genoy et al., 2013). Tiene una poblaciéon
de 6.500 habitantes aproximadamente, y su
principal actividad econémica es la agricultura y
ganaderia, se dedican a cultivar principalmente
arverja y criar especies menores como gallinas,
cuyes, cerdos y conejos. En Obonuco se evidencia
escaso aprovechamiento de residuos agricolas
y pastos, la mayoria de estos se usan como
material en descomposicion para abono natural
de nuevas siembras o, en el caso de los pastos,
para alimento de especies menores.

También es importante destacar que,
en este corregimiento, la alimentacion proteica
basica depende de la cria y sacrificio de especies
menores y gallina criolla. Los hongos tienen un
importante contenido proteico, que puede variar
del 19 al 37 % de peso en seco, de acuerdo con la
especie analizada (Gonzalez et al., 2020). Cuando
se compara el contenido proteico de otros
productos como carne seca (33,20 %), leche
entera (26,32 %), lentejas (22,92 %), frijoles
negros (21,60 %), avena (13,15 %) y arroz blanco
(6,61 %) (Gonzalez et al., 2020), se entiende que
los hongos presentan un contenido importante
de proteinas. El objetivo de esta investigacion fue
evaluar la productividad del cultivo artesanal del
hongo comestible orellana (Pleurotus ostreatus)
sobre las mezclas de cuatro diferentes residuos:
dos agricolas y dos de pastos, en la comunidad
de Obonuco-Narifio.
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Materiales y métodos

Este trabajo se desarrolld en el corregimiento
de Obonuco, Narifio. La investigacion tuvo lugar
entre los meses de agosto y diciembre del 2020,
febrero a diciembre del 2021 y enero a marzo de
2022. Para el desarrollo del cultivo, se construyo
una estructura de 2 mde largox 2,5 m de ancho x
2,5 m de altura, los materiales empleados fueron
madera y plastico negro. Esta estructura fue
dividida en dos partes: la primera ocup6 la mitad,
y fue un area oscura para la fase de incubacion, y
la otra parte present6 una ventanay polisombra
al 70 %, que permitié la ventilacién del recinto
y 12 horas de luz indirecta al dia en la fase de
fructificacion.

Adecuacion del sustrato e inoculacion

Los residuos que se evaluaron como sustrato se
recolectaronendiferentescasasdelcorregimiento
de Obonuco, y fueron acondicionados con
secado bajo el sol. Es importante mencionar
que, durante el desarrollo del estudio, fueron
realizados cuatro experimentos diferentes. En el
primero, los sustratos empleados fueron cascara
de arveja (CA), rastrojos del cultivo de maiz
(RM), pastos kikuyo (KK) y king grass (KG),
cuyas edades variaron desde los 60 hasta los 180
dias; en el segundo, se emplearon los mismos
sustratos del experimento 1, y se incluy6 aserrin
(AS), compuesto principalmente por maderas
de achapo (Cedrelinga catenaeformis) y chanul
(Humiriastrum procera), y salvado de trigo (ST).
En el tercero, fueron empleados los mismos
sustratos del experimento 2, con adicion de 1 %
decarbonatode calciocomercial yunaislamiento
térmico, que consistié en forrar las paredes del
recinto de incubacién con laminas de icopor
de 1 cm de espesor. El cuarto, se realizé con la
adicion 1 % de carbonato de calcio, aislamiento
térmico con icopor y variacion del porcentaje de
inoculacion de semilla en relacién con el peso
del sustrato.

Posterior al secado de los sustratos, en
el caso de los residuos agricolas y los pastos, se
cortaron con tijera, a un tamaiio de particula
entre3y6cmdelargo. Esteprocedimientosehizo
para cada tratamiento y nunca se almacenaron
para evitar contaminacion y plagas.

Los sustratos se pesaron por separado,
de acuerdo con la informaciéon reportada en
la Tabla 1. Todos los residuos se sometieron a
lavado en hipoclorito al 1 % durante dos horas,
y luego se escurrieron en zarandas durante
dos horas mas. Luego, los tratamientos se
sometieron a calentamiento durante dos horas
para esterilizar con vapor de agua, en contacto
directo, a una temperatura de 852 °C. Se utilizd
una estufa convencional de propano como fuente
de energia para el calentamiento del agua. Lo
anterior garantizé que los sustratos quedaran
con una humedad entre 58 y 62 %, y el valor de
pH fue ajustado entre 6 a 7; para tal fin se utiliz6
CaCo3 al 1 % del peso del sustrato en base seca.

Se empled semilla comercial del hongo
Orellana (Pleurotus ostreatus), reproducida
en maiz seco, procedente de la empresa Los
Hongos De Merlin SAS, los gramos de semilla
fueron calculados a razoén del 10 % del peso en
base seca de cada sustrato. Posteriormente,
se mezclo la semilla con el sustrato dentro
de bolsas transparentes, con la garantia de la
asepsia en todo momento, para evitar cualquier
tipo de contaminacion, finalmente las bolsas
se cerraron con un nudo en la parte superior
de la bolsa. En la Tabla 1 se pueden observar de
forma detallada los cuatro experimentos, los
sustratos empleados, la relacion de sustratos en
proporcion y gramos, y el porcentaje de semilla
empleado. En los tratamientos planteados
en esta investigacion, la composicion de los
sustratos se da en gramos con respecto al peso
seco del sustrato en cada bolsa, que tenia un
peso final de 1000 g.
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Desarrollo de los cuerpos fructiferos

En esta etapa, se observaron temperaturas
entre 14,26 y 15 °C, y se tomaron datos de
humedad relativa entre 73,29 y 74 %. Las
bolsas permanecieron durante ocho dias sin
ser manipuladas. Transcurrido este periodo,

Tabla 1

estas fueron monitoreadas de forma diaria, se
hicieron 4 cortes entre 2y 3 cm por cada lado de
la bolsa para permitir el intercambio gaseoso en
los sustratos. Cuando se observo que el micelio
habia colonizado toda la superficie del sustrato,
se dio por terminada esta fase, como se observa
en la Figura 1.

Relaciones de residuos empleados y cantidad de semilla usada en la produccion de hongos orellana
generados en la comunidad de Obonuco, Narifio

Experimento Sustratos Tratamiento Gramos % Semilla
T1: KG + CA relacién 8:2 T1: KG + CA: 800 g + 200 g
T2: KG + RM relacién 8:2 T2: KG + RM: 800 g + 200 g
Cascara de arveja CA L,
T3: KK + CA, relacién 8:2 T3: KK + CA, 800 g + 200 ¢g
Residuos del maiz RM » T1,T2 T3
T4: KK + RM, relacién 8:2 T4: KK + RM, 800 g + 200 g T4’ T5 Té
1 Kikuyo KK o
v T5: KG + KK + CA relacién T5:KG + KK + CA 400 g+ 400 Y T7:10%
King grass KG 4:4:2 g+200¢g (100 g)
Paja de trigo PT T6: KG + KK + RM relacién ~ T6: KG + KK + RM 400g + 400
4:4:2 g+200¢g
T7: PT (control) relacién 1 T7: PT1000¢g
T1: KG + CA + AS +ST: 400 g +
T1: KG + CA + AS + ST relacién 2008+ 2008+ 2008
4:2:2:2 T2: KG + RM + AS + ST: 400 g
) ) T2: KG + RM + AS + ST; *200g* 2008+ 2008
Cascara de arveja CA relacién 4:2:2:2 T3: KK + CA + AS + ST: 400 g
Residuos del maiz RM T3: KK + CA + AS + ST, +200g+200g+2008g T TaT
Kikuyo KK relacién 4:2:2:2 T4: KK + RM + AS + ST: 400 g T1’ T2 1_3(;
2 i T4: KK + RM. relacién 4:2:2: +200g+200g+200¢g I.F.S’ o
King grass KG Aserrin AS & » relacion 4:2:2:2 y( Z)’ 10) o
i T5: KG + KK + CA + AS + ST: 100 g
Salvado de trigo ST T5: KG + KK *CA+AS+ ST 200 g + 200 g + 200 g + 200
relacion 2:2:2:2:2 + 200
Paja de trigo PT T6: KG + KK + RM + AS + ST s ’
" relacion 2:2:2:2:9 T6: KG + KK + RM + AS + ST:
200 g + 200 g + 200 g + 200
T7: PT (control) relacién 1 g+2008g
T7: PT 1000 g
T1: KG + CA+ AS + ST: 400 g
CascaradearvejacA  T1:KG+ CA;ﬁ;; STrelacién ~ *+200g+200g+200g
) . T2:KG + RM + AS + ST: 400 g
Residuos del maiz RM T2:KG + RM + AS + ST; +200g+200g+200g
Kikuyo KK relacion 4:2:2:2 T3: KK + CA + AS + ST: 400 g
King grass KG Aserrin AS T3: KK + CA + AS + ST, +200g+200g+200¢g T, T2T3
salvado de trigo ST relacion 4:2:2:2 T4 KK+ RM + AS + ST: 400 Th, T5, T6
3 . T4: KK + RM, relacién 4:2:2:2  *+200g+200g+200gTs5:  YT7:10%
Carbonato de calcio CC KG + KK + CA + AS + ST: 200
al 1% T5:KG + KK+ CA+AS+ST o4+ 200¢g +200g + 200 g + (100g)

Paja de trigo PT

(aislamiento térmico)

relacion 2:2:2:2:2

T6: KG + KK + RM + AS + ST
relacién 2:2:2:2:2

T7: PT (control) relacién 1

200¢g

T6: KG + KK + RM + AS + ST:
200 g + 200 g + 200 g + 200
g+200g

T7: PT1000 g
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Experimento Sustratos Tratamiento Gramos % Semilla
T1: 5 %
(50 8)
Cascara de arveja CA T2: 6 %
Residuos del maiz RM (60 g)
. 0
Kikuyo KK | 1;37 o7g§o
. T1al T6: KK + CA + RM + AS
Aserrin AS T1al T6: KK + CA FRMTAS L ST.200g + 200 g + 200 g Ta: 8 %
4 + ST relacién 2:2:2:2:2 + 200 8 + 200 4:8 %
Salvado de trigo ST T7: PT (control) g g (80 g)
: contro .
Carbonato de calcio CC T7: PT 1000 g T5:9 %
al 1% (90 g)
Paja de trigo PT T6:10 %
(aislamiento térmico) (100 g)
T7:10 %
(100 g)

Nota. Elaboracion propia.

Figura 1

Produccidn del hongo (P. ostreatus). Nota. A: invasion del micelio en el sustrato: KK + AS + ST. B:
aparicion de primordios en sustrato: KK + CA + RM + AS + ST, relacion 2:2:2:2:2. C: cuerpos fructiferos.

Elaboracion propia.
Fase de fructificacion

Una vez que el micelio colonizé la superficie
del sustrato completamente en los siete
tratamientos del experimento 4, se llevaron las
bolsas al recinto de fructificacion, en donde se
midieron temperaturas de 12 °C y una humedad
relativa de 90 %, las bolsas fueron colgadas a
una altura de 1,20 m, como se ve en la Figura
1. Con un bisturi, se hicieron cortes verticales

y horizontales en los lados de la bolsa para
aumentar el intercambio gaseoso y facilitar la
salida de los cuerpos fructiferos. Los sustratos
se humedecieron con agua potable mediante un
atomizador portatil. Las cosechas se realizaron
de forma manual con el giro del ramillete de
los cuerpos fructiferos del sustrato, cuando el
sombrero del hongo tom6 una forma aplanada.

En esta fase del cultivo, se midio el efecto de los
tratamientos sobre:
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- El nimero de dias que tomaron en aparecer
los primordios, que corresponden al nimero
de dias entre la inoculacion y la aparicion de los
primordios.

- El rendimiento de los sustratos, peso total
de los cuerpos fructiferos para cada una de las
cosechas.

- La eficiencia bioldgica, relacion entre el peso
total de hongos cosechados y el peso seco del
sustrato, se toma cada una de las cosechas y la
suma de las tres, EB = (peso fresco de los hongos
(g)/peso seco del sustrato (g))*100.

- La productividad, los gramos de cuerpos
fructiferos frescos producidos por cada 1000
gramos de sustrato empleado. Productividad =
(g cuerpos fructiferos/1000 g sustrato seco) *
100. Todas las variables se evaluaron sobre tres
muestras por tratamiento.

Andlisis estadistico

Los datos se procesaron y analizaron con los
programas Microsoft Excel y SAS, paraestablecer
diferencias. En las variables que mostraron
diferencias estadisticamente significativas,
se realizaron comparaciones mdltiples con el
procedimiento de Tukey a un nivel (p = 0,05).

Resultados y discusion

Numero de dias en incubacion

En el experimento 1, no se obtuvo colonizacion
de los sustratos, esta situacion probablemente
se present6 porque hubo falta de nutrientes
y por cambios bruscos en la temperatura
durante el proceso. En el experimento 2, donde
se estableci6 la adicion de salvado de trigo
y aserrin como suplementos, se obtuvieron
mejores condiciones de colonizacién. En el
caso de los tratamientos 3 y 4, se presento
aparecimiento de primordios, pero sin la
formacion completa de primordios y cuerpos
fructiferos (Tabla 2). Para el experimento 3, se
establecié un aislamiento térmico con icopor,

el cual mejord la colonizacién, que se presentd
para los tratamientos 3 al 7. Sin embargo, no se
present6 desarrollo del cuerpo fructifero; no se
sabe a ciencia cierta el motivo de la muerte de los
primordios. Al parecer, se dio por las condiciones
climaticas extremas de lluvias, sobre todo en las
noches. En el experimento 4, se pudo evidenciar
que el tratamiento con mejor invasiéon del micelio
fue la mezcla de 20 % KK + 20 % CA + 20 % RM +
20 % ST + 20 % AS + 1 % carbonato de calcioy 7
% SE (T3),y 20 % KK + 20 % CA + 20 % RM + 20
% ST + 20 % AS + 1 % carbonato de calcio y 9 %
SE (T5), con un periodo de incubacion de 28 dias.
Los tratamientos 1, 2, 4, 6 y 7 presentaron un
periodo de incubacion entre 29 y 30 dias, como
se evidencia en la Figura 2.

Soto-Cruz et al. (1999) muestran que
para el crecimiento de P. ostreatus, con el empleo
de sustratos como paja de avena, cascara de coco
y salvado de avena, la fase de incubacién duré
aproximadamente 14 dias, con temperaturas
de 28 °C en un ambiente oscuro. Garzén y
Cuervo (2008) emplearon como sustrato para el
crecimiento del hongo, bagazo de cafia de azticar
(S), aserrin (A), café (C) y tallo de maiz (M), en
diferentes proporciones, los tratamientos T8
(C+A+M+S), TioO(A+M+S), T11 (C + A+
M) y T12 (C+A+S) presentaron 26 dias en la fase
de incubacidén, con temperaturas entre 7 y 34
°C. Las diferencias observadas al comparar los
resultados de los estudios mencionados respecto
a esta investigacion en la cual el nimero minimo
de dias de incubacién fue 28, probablemente
se debié a que la temperatura ambiental del
lugar osciléo entre 14,26 y 15 °C. También,
es importante destacar que los sustratos,
combinaciones y proporciones empleados
para el crecimiento del hongo son diferentes,
teniendo en cuenta que sustratos como el bagazo
de la cafia de azicar y tallo de maiz pueden haber
mejorado la porosidad en el sustrato y evitado la
compactacion, y de esta forma le permitieron
al micelio del hongo una mayor y mas rapida
colonizacion del sustrato.
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Tabla 2

Numero de dias de incubacion del hongo (P. ostreatus) en los 28 tratamientos.

Experimento Tratamiento Sustrato (% peso)

Dias de incubacién

Sustrato:

T T1: 80 % KG + 20 % CA

-

Semilla: 10 % SE

Sustrato:
T2 T2: 80 % KG + 20 % RM

Semilla: 10 % SE

Sustrato:
. T3 T3: 80 % KK + 20 % CA

. Semilla: 10 % SE
Cascara de arveja CA

. Sustrato:
Residuos del maiz RM

. T4 T4: 80 % KK + 20 % RM
Kikuyo KK
. Semilla: 10 % SE
King grass KG

Paja de trigo PT sustrato:
T5 T5: 40 % KG + 40 % KK + 20 % CA
Semilla: 10 % SE
Sustrato:
T6 T6: 40 % KG + 40 % KK + 20 % RM
Semilla: 10 % SE
Sustrato:
T7 T7:100 % PT

Semilla: 10 % SE (control)

Sustrato:
T 40 % KG + 20 % CA + 20 % AS + 20 % ST
Semilla: 10 % SE
Sustrato:
T2 40 % KG + 20 % RM + 20 % AS + 20 % ST
Semilla: 10 % SE

Sustrato:
2
T3 40 % KK + 20 % CA + 20 % AS + 20 % ST
Cascara de arveja CA
Semilla: 10 % SE
Residuos del maiz RM
Sustrato:
Kikuyo KK
T4 40 % KK + 20 % RM + 20 % AS + 20 % ST
King grass KG .
Semilla: 10 % SE
Aserrin AS
Sustrato:
Salvado de trigo ST
T5 20 % KG + 20 % KK + 20 % CA + 20 % AS + 20 % ST
Paja de trigo PT

Semilla: 10 % SE
Sustrato:
T6 20 % KG + 20 % KK + 20 % RM + 20 % AS + 20 % ST
Semilla: 10 % SE
Sustrato: 100 % PT
7 Semilla: 10 % SE

(control)
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Experimento Tratamiento Sustrato (% peso) Dias de incubacién
Sustrato:
T1 40 % KG + 20 % CA + 20 % AS + 20 % ST o]

Semilla: 10 % SE

Sustrato:
T2 40 % KG + 20 % RM + 20 % AS + 20 % ST 0
Semilla: 10 % SE
3 Sustrato:
Cascara de arveja CA T3 40 % KK + 20 % CA + 20 % AS + 20 % ST 0

Residuos del maiz RM Semilla: 10 % SE

Kikuyo KK Sustrato:
King grass KG T4 40 % KK + 20 % RM + 20 % AS + 20 % ST 0
Aserrin AS Semilla: 10 % SE
Salvado de trigo ST Sustrato:
Carbonato de calcio CC 1% Ts 20 % KG + 20 % KK + 20 % CA + 20 % AS + 20 % ST 0
Paja de trig9 PT (aislamiento Semilla: 10 % SE
térmico)
Sustrato:
T6 20 % KG + 20 % KK + 20 % RM + 20 % AS + 20 % ST o]
Semilla: 10 % SE
Sustrato: 100 % PT
T7 Semilla: 10 % SE o
(control)
Sustrato:
T1 20 % KK + 20 % CA + 20 % RM + 20 % ST + 20 % AS 30
Semilla: 5 % SE
4 Sustrato:
Cascara de arveja CA T2 20 % KK + 20 % CA + 20 % RM + 20 % ST + 20 % AS 30

Residuos del maiz RM Semilla: 6 % SE

Kikuyo KK Sustrato:
Aserrin AS T3 20 % KK + 20 % CA + 20 % RM + 20 % ST + 20 % AS 28
Salvado de trigo ST Semilla: 7 % SE
Carbonato de calcio CC 1% Sustrato:
Paja de trigo PT (aislamiento T4 20 % KK + 20 % CA + 20 % RM + 20 % ST + 20 % AS 30
térmico) Semilla: 8 % SE
Sustrato:
T5 20 % KK + 20 % CA + 20 % RM + 20 % ST + 20 % AS 28

Semilla: 9 % SE
Sustrato:
T6 20 % KK + 20 % CA + 20 % RM + 20 % ST + 20 % AS 30
Semilla: 10 % SE
Sustrato: 100 % PT
T7 Semilla: 10 % SE 29

(control)

Nota. KG: king grass, CA: cascara de arveja, RM: residuo del cultivo de maiz, KK: kikuyo, PT: paja de trigo, ST: salvado de trigo, AS: aserrin, CC:
carbonato de calcio, SE: semilla. Elaboracion propia.
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Dias

285
25
28.5
28
275
27
T T2 T3 T4 5 Ta 7

Tratamientos experimento 4

Figura 2

Numero de dias de incubacion del hongo (P. ostreatus) en los 7 tratamientos del experimento 4.

Nota. Elaboracion propia.
Aparicion de primordios

Losresultadosdel experimento 4 sonpresentados
en la Tabla 3. Los tratamientos que formaron
primordios de forma mas rapida en la cosecha 1
fueronel 3y5,seguidosdel 6,con 29 dias después
de la inoculacién, los cuales no presentaron
diferencias estadisticamente significativas (p <
0,05) con los demas tratamientos.

El ndmero de dias para la aparicion
de primordios en los hongos orellana,
generalmente se observa entre 22 y 28. Kalmig
y Sargin (2004), emplearon paja de trigo como
sustrato, bajo condiciones controladas, con 12
horas de luz artificial y temperatura de 20 °C,

Tabla 3

estos autores indican que el nimero de dias
para la apariciéon de primordios de los hongos
P. sajor-caju y P. cornucopiae var. citrinopileatus
fue 28 y 22 dias, respectivamente. Curvetto et al.
(2002), encontraron que el nimero de dias para
la aparicién de primordios de cinco diferentes
cepas del hongo P. ostreatus, cultivados sobre
residuos de testas de semilla de girasol y
suplementadas con manganeso y amonio,
bajo condiciones controladas de humedad
relativa entre 80 y 90 %, 12 horas de luz y con
temperatura 21 °C, estuvo entre 24 y 28. En el
presente ensayo, con temperaturas entre 14,26
a 15 °C, humedad relativa entre 73,29 a 74 % y
12 horas de luz, los tratamientos con mas rapida
aparicion de primordios fueron T3 y T5, con 28
dias.

Numero de dias entre la inoculacion y la aparicion de los primordios para los siete tratamientos del

experimento cuatro.

Tratamiento

Sustrato (% peso)

Dias de incubacién

T1 20 % KK + 20 % CA + 20 % RM + 20 % ST + 20 % AS + 5 % SE 30
T2 20 % KK + 20 % CA + 20 % RM + 20 % ST + 20 % AS + 6 % SE 30
T3 20 % KK + 20 % CA + 20 % RM + 20 % ST + 20 % AS + 7 % SE 28
T4 20 % KK + 20 % CA + 20 % RM + 20 % ST + 20 % AS + 8 % SE 30
T5 20 % KK + 20 % CA + 20 % RM + 20 % ST + 20 % AS + 9 % SE 28
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Tratamiento

Sustrato (% peso)

Dias de incubacién

T6 20 % KK + 20 % CA + 20 % RM + 20 % ST + 20 % AS + 10 % SE 29

T7 100 % PT + 10 % SE (control) 29

Nota. CA: cascara de arveja, RM: residuo del cultivo de maiz, KK: kikuyo, PT: paja de trigo, ST: salvado de trigo, AS: aserrin, CC: carbonato de

calcio, SE: semilla. Elaboracion propia.

Rendimiento

Los resultados se pueden observar en la Tabla
4, donde se evidencia que el tratamiento que
presentd mayor rendimiento (g) en la cosecha
1 fue el nimero 5 (20 % KK + 20 % CA + 20 %
RM + 20 % ST + 20 % AS + 1% de carbonato de
calcio y 9 % SE), con una producciéon de 204
gramos, seguido del tratamiento control, con
una produccién de 203 gramos. El tratamiento
2 fue el que tuvo menor rendimiento, con 192,3
gramos y presento diferencias estadisticamente
significativas respecto a los tratamientos 1, 3, 4,

5Y 6.

Sepuedeevidenciarunadisminucionenel
rendimiento de la cosecha 2, esto puede deberse
al agotamiento de los nutrientes de los sustratos

Tabla 4

empleados. Sin embargo, los tratamientos que
tuvieron mayor rendimiento para la cosecha
dos fueron el 6, 5 y 1, con una produccion de
64,6, 63,6 y 62,6 gramos, respectivamente. En
esta cosecha, el tratamiento que tuvo menor
rendimiento fue el 3, con 56,6 gramos, que
presentd diferencias significativas respecto a
los tratamientos 2 y 4. En la cosecha tres, los
tratamientos que tuvieron mayor rendimiento
fueronel 2,1y 4, conunaproducciéonde 32,6, 31,6
y 31,3 gramos, respectivamente. En esta cosecha,
el tratamiento que tuvo menor rendimiento fue
el 5, con 23 gramos. En cuanto al rendimiento
total, los tratamientos que presentaron el mejor
desempefio, fueron el 1y 5, con valores de 296 y
291 gramos, respectivamente.

Rendimiento (g) del hongo (P. ostreatus) (cosechas 1, 2, 3 y total) para los siete tratamientos del

experimento cuatro.

Tratamiento Sustrato (% en peso)

Rendimiento (gramos) por cosecha y total

1 2 3 Total

20 % KK + 20 % CA + 20
T1 % RM + 20 % ST + 20 %
AS + 5% SE

20 % KK + 20 % CA + 20
T2 % RM + 20 % ST + 20 %
AS + 6 % SE

20 % KK + 20 % CA + 20
T3 % RM + 20 % ST + 20 %
AS + 7 % SE

20 % KK + 20 % CA + 20
T4 % RM + 20 % ST + 20 %
AS + 8 % SE

20 % KK + 20 % CA + 20
T5 % RM + 20 % ST + 20 %
AS + 9 % SE

20 % KK + 20 % CA + 20
T6 % RM + 20 % ST + 20 %
AS +10 % SE

100 % PT + 10 % SE

7 (control)

201,3°

62,6 ° 31,62 2962

192,3° 59,3 32,67 284¢

201,3? 56,3¢ 28,6° 286°

197,6° 59,3 31,3° 288°

2042 63,6 23 2912

198 64,6 23,6° 286°

2032 61,6° 23b 288°

Nota. CA: cascara de arveja, RM: residuo del cultivo de maiz, KK: kikuyo, PT: paja de trigo, ST: salvado de trigo, AS: aserrin, CC: carbonato
de calcio, SE: semilla. *Medias con diferente letra dentro de una misma columna tienen diferencia estadisticamente significativa (p < 0,05).

Elaboracion propia.
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Eficiencia biolégica

Los resultados obtenidos para el experimento
4 se muestran en la Tabla 5, los tratamientos
con mayor eficiencia biologica (%) para la
cosecha 1 fueron 5, 1y 3, se presenta la mayor
eficiencia bioldgica en el tratamiento 5, con 20,4
%. Sin embargo, no presenta una diferencia
estadisticamentesignificativa (p < 0,05) respecto
a los demas tratamientos (tratamientos 1, 2, 3,
4y 6). En cuanto a la eficiencia bioldgica total,
se puede decir que los mejores tratamientos
fueronel1y5 (29,6 y29,1) con 5% y 9 % SE,
respectivamente. Jaramillo y Alberté (2019),
utilizaron paja de trigo como sustrato para el
crecimiento del hongo, y obtuvieron eficiencias

Tabla 5

biologicas de 43,93 a 116,04 %, la cantidad de
inoculo fue del 1 al 16,6 %. Diaz et al. (2019),
encontraron eficienciasbiolégicasde 8,65a16,77
% con sustratos con bagazo de cafia de azicar y
paja de arroz, respectivamente, y con un 9,97
% con residuos de la poda de pasto de parques,
sustrato comparable con el investigado en este
estudio. Valera (2019), al evaluar diferentes
sustratos, establecid tres tratamientos, en el
primero, con residuo de uva y tusa de maiz,
obtuvo eficiencias biolégicas de 53,1 a 87,2 %;
en el segundo, con residuo de aceituna y tusa
de maiz, presento eficiencias biologicas de 36,1
a 66,7 %, respectivamente; y en el tercero con,
residuo de uva y de aceituna, obtuvo eficiencias
biolégicas de 45,5 a 90,2 %.

Eficiencia bioldgica (%) del hongo (P. ostreatus) (cosechas 1, 2, 3 y total) para los siete tratamientos

del experimento cuatro.

Tratamiento Sustrato (% en peso)

Eficiencia biolégica (%) por cosecha y total

1 2 3 Total
T 20 % KK + 20 % CA + 20 % RM + 20 % ST + 20 % AS + 5 % SE 20,1° 6,3 3,2 29,67
T2 20 % KK + 20 % CA + 20 % RM + 20 % ST + 20 % AS + 6 % SE 19,22 5,9° 3,3° 28,47
T3 20 % KK + 20 % CA + 20 % RM + 20 % ST + 20 % AS + 7 % SE 20,17 5,6° 2,9° 28,6%
T4 20 % KK + 20 % CA + 20 % RM + 20 % ST + 20 % AS + 8 % SE 19,8° 5,9 3,12 28,8°
T5 20 % KK + 20 % CA + 20 % RM + 20 % ST + 20 % AS + 9 % SE 20,4° 6,4° 2,3 29,1°
T6 20 % KK + 20 % CA + 20 % RM + 20 % ST + 20 % AS + 10 % SE 19,72 6,52 2,4° 28,6%
T7 100 % PT + 10 % SE (control) 20,2° 6,2? 2,3° 28,7°

Nota. CA: cascara de arveja, RM: residuo del cultivo de maiz, KK: kikuyo, PT: Paja de trigo, ST: salvado de trigo, AS: aserrin, SE: semilla. *Medias
con diferente letra dentro de una misma columna tienen diferencia estadisticamente significativa (p < 0,05). Elaboracion propia.

Productividad

Los resultados se presentan en la Tabla 6. Se
toma el peso acumulado de las tres cosechas,
la cantidad de sustrato seco y el nimero total
de dias para producirlos. El tratamiento 1 fue
el que presenté mayor productividad, con 0,30
kg de cuerpos fructiferos en 1000 g de sustrato;
respecto a los demas tratamientos (3, 4, 5y
6), la productividad estuvo entre 0,29 g de
cuerpos fructiferos por 1000 g de sustrato seco.
Garzon-Gomez et al. (2008), destacan que los

tratamientos con mayor productividad y con
diferencias  estadisticamente significativas
respecto de los demas, fueron los que tenian
mezclas de café, con o sin aserrin, con bagazo de
la cafia de azudcar y/o tallo de maiz (tratamientos
8,9, 11y 12), donde el tratamiento 8 presento la
mayor productividad, con 0,905 kg de cuerpos
fructiferos frescos producidos en 100 kg de
sustrato seco, respecto a los demas tratamientos
(1, 3,5, 6,7y10), que presentaron productividad
entre 0,324V 0,494 kg de cuerpos fructiferos por
100 kg de sustrato seco.
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Tabla 6

Productividad (1000g dia) -1) del hongo (P. ostreatus) (total de 3 cosechas) para los siete tratamientos

del experimento cuatro.

Tratamiento

Sustrato (% en peso)

Productividad (1000 g dia)-1

20 % KK + 20 % CA + 20 % RM + 20 %

m ST + 20 % AS + 5 % SE 0,30
T2 20 % KKS; iozzoozAAg 306°{;0Rsl\é| +20 % 0,28
T3 20 % KKsi_I-_ 3023002AA; 30;@:;’!\ +20% 0,29
T5 20 % KKS; iozzoozAA; fogogoRle +20 % 0,29
Te 20 % KKS_F Egg/oo/fﬁgf?o"/g/oRé\{\E +20 % 0,29
T7 100 % PT + 10 % SE (control) 0,29

Nota. CA: cascara de arveja, RM: residuo del cultivo de maiz, KK: kikuyo, PT: paja de trigo, ST: salvado de trigo, AS: aserrin, SE: semilla.

Elaboracion propia.

Conclusiones

La supervivencia y multiplicacion de los hongos
esta relacionada con varios factores, que pueden
actuar individualmente o tener interacciones
efectos entre ellos. La combinaciéon de las
variables temperatura del aire, humedad, tipos
de sustrato, porcentaje de semilla, proporcionan
un efecto sinérgico que optimiza la produccion
del hongo. Por lo cual, cada tratamiento actia de
forma particular de acuerdo con la combinaciéon
de sustratos agricolas y de pastos, incorporacion
de aserrin, salvado de trigo, carbonato de calcio,
condiciones del area de incubacion y cosecha,
como también las condiciones climaticas.
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Resumen elfrutodelafresa (Fragaria x ananassa) es un alimento ampliamente consumido a nivel mundial, y al cual se le han atribuido
una amplia gama de propiedades beneficiosas para la salud humana, mayoritariamente asociadas a su potencial antioxidante. La bisqueda
de fitoquimicos bioactivos en la fresa se ha enfocado en el fruto, mientras que el perfil bioquimico de las hojas ha sido poco estudiado y sigue
siendo poco aprovechado, a pesar de constituir una fuente potencial de metabolitos bioactivos que podrian ser utilizados en la formulacién
de productos para el sector alimenticio, industrial y farmacéutico. Ademas, se ha reportado mayor contenido de polifenoles bioactivos en las
hojas de fresa que en el fruto, y las hojas de fresa podrian ser una fuente importante de acido elagico, un compuesto antioxidante bioactivo
poco abundante en la dieta humana pero de gran potencial biomédico. Este articulo de revision bibliografica tiene como objetivo evaluar las
caracteristicas del cultivo de fresa (Fragaria x ananassa) en Costa Rica, con miras al aprovechamiento integral de los residuos agroindustriales
de este cultivo. La informacién consultada demostré que la comercializacién del cultivo de fresa se enfoca en el fruto, mientras que las
hojas y el resto del material vegetativo de la planta se descartan periddicamente, y podrian ser incorporados en nuevas cadenas productivas.
Este tipo de estrategias son de especial importancia para paises pequefios en desarrollo y con economias de base agricola, para mejorar el
aprovechamiento de los residuos agroindustriales y darles un mayor valor agregado a los cultivos, en beneficio del ambiente y l1a salud humana.

Palabras clave: economia circular, fresa, hoja, polifenoles, agroindustria.

A b stract Strawberry fruit (Fragaria x ananassa) is a widely consumed food worldwide and has been characterized to have a wide range of
beneficial properties for human health, mostly associated with its antioxidant potential. The search for bioactive phytochemicals in strawberry
has focused mainly on the fruit, while the biochemical profile of the leaves has been little studied and continues to be underutilized, despite
being a potential source of bioactive metabolites that could be used in the formulation of food, industrial and pharmaceutical products. In
addition, higher bioactive polyphenol content has been reported in strawberry leaves than in the fruit, and strawberry leaves could also be
an important source of ellagic acid, a bioactive antioxidant compound, which is limited in the human diet but has great biomedical potential.
This literature review aims to evaluate the information available on the characteristics of strawberry crops (Fragaria x ananassa) in Costa
Rica, targeting towards the comprehensive use of the agro-industrial residues of this plant. The information reviewed confirmed that the
commercialization of strawberry cultivation focuses on the fruit, while the leaves and the rest of the plant's vegetative material are discarded
periodically, but could be incorporated into new production chains. Such strategies are especially important for small developing countries
with agricultural-based economies, to improve the use of agro-industrial waste and provide added value to crops, aiding both the environment
and human health.

Keywords: circular economy, strawberry, leaf, polyphenols, agroindustry.
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Introduccion

Las economias circulares buscan optimizar
el uso de los recursos, extender su vida util
y minimizar la generaciéon de residuos. Esto
se hace a través de criterios de reutilizacion,
re-fabricacion, reciclaje y revalorizacion de
residuos en nuevos procesos productivos (Toop
et al., 2017). La recuperacion de fitoquimicos
bioactivos a partir de desechos agroindustriales
ofrece la posibilidad de convertirlos en
ingredientes naturales innovadores de alto
valor, que pueden ser incorporados en diversas
cadenas productivas.

Diversos estudios han demostrado el
potencial antioxidante y los beneficios de la
fresa (Fragaria x ananassa) para la salud humana
(Afrin et al., 2016; Basu et al., 2014; Fierascu,
et al., 2020; Forbes-Hernandez et al., 2016;
Giampieri et al.,, 2017, 2015; Golovinskaia y
Wang, 2021; Miller et al., 2019). Sin embargo, la
buisqueda de fitoquimicos bioactivos en la fresa
se ha enfocado mayoritariamente en el fruto,
mientras que el perfil fitoactivo de sus hojas
ha sido poco estudiado, a pesar de que se ha
evidenciado que las hojas de las fresas son mas
ricas en compuestos polifendlicos bioactivos
que la pulpa del fruto (Karlund et al., 2017, 2014;
Michalska et al., 2017).

Aunado a esto, en el cultivo tradicional
de fresa, la seccion vegetativa se descarta de
forma periddica, con lo que se desaprovecha
materia prima de alto potencial biotecnolégico
(Barquero et al., 2007; Instituto Interamericano
de Cooperaciéon para la Agricultura [IICA],
2017; Sato et al.,, 2019). Por lo tanto, esta
revision bibliografica se enfoca en describir
las caracteristicas del cultivo de fresa en Costa
Rica, con miras al aprovechamiento integral del
potencial bioactivo de sus residuos vegetativos.

Metodologia

Para esta revision exhaustiva de literatura,
se utilizaron los motores de busqueda Google
Académico, Pubmed, y Science Direct. Los

términos debusqueda (eninglés) fueron “fresa”,
“Fragaria”, “Fragaria x ananassa”, “hoja”,
“polifenoles”, “extractos”, y “residuos”. Se
seleccionaron las publicaciones de los dltimos
10 afios, y se amplio el periodo de busqueda
para algunos contenidos especificos relevantes
(“descripcion botanica”, “cultivo”, “Costa
Rica”). Se excluyeron las publicaciones en
idiomas distintos al inglésy espafiol, los reportes
de otras especies de fresa (excepto algunas
menciones relevantes respecto a Fragaria vesca),
y los documentos de enfoque estrictamente
microbiolégico, fitopatolégico, y genético. Del
total de 180 publicaciones cientificas o técnicas
compiladas, se seleccionaron los 78 documentos
consultados en esta revision.

La literatura fue administrada mediante
Mendeley. Para la comparacion del contenido de
polifenoles en variedades de Fragaria x ananassa
se consideraron solamente las variedades mas
relevantes para Costa Rica.

Las estadisticas respecto a la produccion
mundial de fresa se consultaron en FAOStat.
(Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura [FAO], 2021), en la
seccion de “cultivos y productos de ganaderia”,
con los criterios de busqueda “todos los
paises”,  “produccion-cantidad”,  “fresa-
cultivos primarios”, y “2020”. El porcentaje de
produccion de los paises mencionados en este
articulo se calcul6 respecto al total mundial.

Resultados y discusion

Cultivo de fresa (Fragaria x ananassa):
Descripcion botdnica

El género Fragaria (familia Rosaceae) incluye mas
de 20 especies distribuidas en todo el mundo, que
pueden ser diploides, tetraploides, hexaplolides
y octaploides, a partir de un genoma haploide
de 7 cromosomas (Palei et al.,, 2015; Staudt,
1999, 2009). Las plantas de fresa (Figura 1) se
reproducen asexualmente mediante estolones
0 apomixis, o sexualmente por autogamia o
alogamia (Marta et al., 2004).
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Las especies diploides suelen ser
autoincompatibles, mientras que las poliploides
pueden ser autofecundables (Marta et al., 2004.).
Algunos autores separan las variedades de fresa
en tipos de dia-largo, dia-corto, o dia-neutral.

Flor Fruto
~°o
N’
a
Receptaculo
Carpelo Aguenio

Figura 1l

Embrién

Endospermo

Sin embargo, esta clasificaciébn no debe ser
considerada estandar, ya que no solamente el
fotoperiodo influye en el crecimiento vegetativo
ylafloracion, sino que también intervienen otros
factores tales como humedad y temperatura
(Massetani et al., 2011; Warner et al., 2021).

Hoja
trifoliada

Principales estructuras anatomicas de la planta de fresa

Nota. Adaptado de la descripcién de Liu et al. (2020) y Demchak (2013).

Hojas y tallo. La fresa moderna cultivada
(Fragaria x ananassa Duschene, 2n = 8x = 56)
es una planta perenne, herbacea, con tallos
rastreros, y hojas trifoliadas (Liston et al., 2014;
Staudt, 1999). Las plantas de fresa presentan
un tallo comprimido (corona) a partir del cual
crecen (en forma de roseta) las hojas, estolones,
inflorescencias y nuevas coronas (Demchak,
2013). La propagacioén vegetativa ocurre a partir
de los estolones (Demchak, 2013).

Flor. Las especies de la familia Rosaceae
usualmente presentan flores con cinco sépalos,
cinco pétalos y numerosos estambres (Liu et
al., 2020). En la fresa, los pétalos rodean de
20 a 35 estambres, cada uno conformados por
un filamento y una antera (Demchak, 2013).
La flor es una inflorescencia, compuesta por
un tallo engrosado llamado receptaculo (Liu
et al., 2020), el cual esta cubierto por hasta

500 pistilos, en cuyas bases se encuentran los
ovarios (Demchak, 2013). La inflorescencia
crece en el extremo apical de la corona de hojas,
y la floracion es inducida principalmente al
aumentar la temperatura (entre 15 °C y 30 °C),
con influencia del fotoperiodo (Massetani et al.,
2011). Las inflorescencias de F. x ananasa son
cimas, con flores hermafroditas, de simetria
radial con cinco o seis pétalos, usualmente
de color blanco con posibles tonos color rosa
(Liston et al., 2014; Staudt, 1999).

Fruto. La parte carnosa del fruto de
fresa surge del engrosamiento del receptaculo
floral, mientras que los multiples carpelos se
convierten en aquenios secos, que contienen el
embrion (Liu et al., 2020). Por ello, no es una
verdadera baya, sino un agregado accesorio,
donde las semillas (de aproximadamente 1
mm de largo) son el verdadero fruto de la
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especie (Fait et al., 2008; Demchak, 2013).
Cada receptaculo diferenciado contiene varios
centenares de semillas (aquenios), embebidas
en su epidermis (Fait et al., 2008). El desarrollo
es principalmente inducido por la liberaciéon de
auxinas desde los aquenios fecundados (Fait et
al., 2008).

Sistema Radicular. Las plantas de
fresa tienen un sistema radicular fibroso y
relativamente superficial (entre 15 a 30 cm
de profundidad), por lo cual requieren ser
protegidas de la desecacion (Demchak, 2013).

Variedades. Existen numerosas
variedades de fresa que se cultivan a nivel
mundial. En CostaRica (Tabla1),lamas cultivada
reportada para el 2007 fue Oso Grande (Barquero
et al., 2007). Sin embargo, segin el Programa
de Investigacion y Transferencia de Tecnologia
Agropecuaria-Fresa de Costa Rica [PITTA-
Fresa] (2022), las variedades mas cultivadas
Tabla1

actualmente en el pais son San Andreas (53%),
Festival (26%), Albion (23%), Oso Grande (3%),
Cabrillo (2%), Portola (1%), Rubillen (1%) y Real
(1%). También se ha reportado en Costa Rica
el cultivo de Camino Real, Elyana (IICA, 2017),
Tioga, Douglas, Chandler, Brighton, y Selva (
Ministerio de Agricultura y Ganaderia de Costa
Rica [MAG],2014). Se refleja la gran variabilidad
y flexibilidad de opciones del cultivo.

Cultivo de fresa (Fragaria x ananassa):
Aspectos agronémicos

La fresa moderna comercial (F. x ananassa) esta
adaptada parael cultivo en multiples condiciones
agricolas y climaticas, aunque principalmente
se produce en clima templado y subtropical, con
temperaturas idoneas de 22 °C a 25 °C durante
el dia, y de 7 °C a 13 °C durante la noche (Saroj et
al., 2021). La floracion se inhibe a temperaturas
superiores a los 26 °C; por lo tanto, en las
regiones tropicales, el cultivo de la fresa sélo es
viable comercialmente en zonas altas mas frias
(Warner et al., 2021).

Contenido de azucares y polifenoles reportados en el fruto de variedades de fresa (Fragaria x

ananassa) de interés comercial para Costa Rica

Pardmetro®> Tioga Douglas Chandler Selva Festival

Albién

Camino
Real

San Oso

Andreas Grande Referencia

Elyana

Aziicares

(Kumari et

7,25 %

Totales (% 0 8 6,62 6,50
otales (%) 5,07 5, , )5 0,33

al.,2020;
7,65 + Nunes e_{al.,
0,07 2021; Uriin et
al., 2021)

Totales (mg _ 4,25 * 11,03 +
g 1,96 1,97

16,15

42,42

(Cordenunsi
etal., 2003;
47,2 — _ _ Paparozzi
40,56 58,8 etal., 2018;
Ruan etal.,
2013)b

Glucosa (g
100 g7)

1,99~ 2,7-
15,51 14,42

(Oguz et
al., 2017;
Ornelas-Paz
etal., 2013;
Pinheiro et al.,
2021; Ruan et
al., 2013)

1,7 1,84 -

Fructosa (g

100 g—|) - - - 1)95 1)6

2,18 — 3,7 —
19,18 17,43

(Oguz et
al., 2017;
Ornelas-Paz
etal., 2013;
Pinheiro et al.,
2021; Ruan et
al., 2013)
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Pardmetroa Tioga Douglas Chandler Selva Festival

Albién

Camino
Real

San Oso

Andreas Grande Referencia

Elyana

Sacarosa (g
100 g°)

1,89 —
7,73

(Oguz etal.,
2017; Ruan et
al., 2013)

8,71 - 1,02 -

Polifenoles
totales (mg - 0,77
EAG g)

1,67 £ 0,92 0,91 —
0,15 - 1,36 3,1

1)10 - 2)57 -
2,88 3,15

(Kobi etal.,
2018; Lema-
Rumiriska
etal., 2021;
Nunes et
al., 2021;
1,40 * Ornelas-Paz
0,00 etal., 2013;
Paparozzi
etal., 2018;
Pinheiro et al.,
2021; Singh et
al., 2011; Uriin
etal., 2021)

Flavonoides

0,58 0,36 +

(mg EC g™) - - 0,07 0,07

(mgEQg™M) - - - - 2,32

0,44 +
0,07 (Paparozzi

1,56 2,09

etal., 2018;
Pinheiro et al.,

2021)
1,64 -

Antocianinas

(mg ECG g™) - 0,57 1,04 0,65 0,99

(mg EPG g™) - - - - -

(mgg™) - - - - -

0,16 —
0,62 0,00

0,21 £ 0,18 +
0,01 0,02

(Carvalho

etal., 2021;

Chaves et

al., 2017,

Kobi et al.,
0,22 * 2018; Lema-

Rumiriska
etal., 2021;
0,16 £ Nunes et al.,
0.04 2021; Nunes
etal., 2005;
Singh et al.,

0,52 - - -
2011)

Nota. a. EAG: equivalentes de acido gélico; EC: equivalentes de catequina; EQ: equivalentes de quercetina; ECG: equivalentes de cianidina-3-
glucésido; EPG: equivalentes de pelargonidina-3-glucdsido. b. Se evaluaron plantas en tres condiciones ambientales (invierno, primavera y
verano), se muestra sélo la mayor concentracién obtenida. Elaboracién propia.

En Costa Rica, un pais tropical (8° 02' — 11° 13'
N) con condiciones de menos de 12 horas de luz
diaria, la zona mas apta para la produccion de
fruto se encuentra entre los 1300y 2000 m.s.n.m.
con temperaturas entre 10 °C a 20 °C (Barquero
et al., 2007). El Ministerio de Agricultura y
Ganaderia de Costa Rica recomienda el cultivo
en suelos livianos, preferiblemente arenosos
y con buen drenaje, con pH entre 5,5y 6,5, asi
como sembrar en los primeros meses de la época
lluviosa (mayo, junio y julio) y cosechar en los
primeros meses de la época seca (noviembre
y diciembre), con lo cual se pueden reducir
problemas fitosanitarios causados por humedad,
y se coincide con las fechas de mejor precio en el
mercado internacional (Barquero et al., 2007).

La fresa es usualmente cultivada en ambientes
controlados, bajo condiciones de iluminacién
y temperatura reguladas (Warner et al., 2021).
En las zonas altas de Costa Rica (Figura 2),
principalmente mediante sistemas de “ambiente
protegido” de elaboracion propia, con coberturas
de suelo (eras recubiertas por plastico), de aire
(tinel y macrotinel), y con sistemas de riego
por goteo (Barquero et al., 2007).

Se recomienda sembrar en eras de 0,70 m
de ancho y 0,40 m de alto (0,35 cm entre eras),
con dos hileras por era (0,35 m entre hileras,
y 0,30 m entre plantas), y no mas de 40 m de
largo por era (IICA, 2017). También, en sistemas
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hidroponicos (Saroj et al., 2021), mediante el uso
de sustratos organicos e inorganicos y medios
de cultivo especializados, con buenos resultados
(Imran et al., 2022).

La propagacion tradicional de la fresa
comercial (F. x ananassa) se realiza mediante
multiplicacion por estolones. Sin embargo, esta
técnica implica alta vulnerabilidad a agentes
patolégicos, lo cual puede causar pérdidas de
hasta el 50% de la producciéon (Ruiz et al., 2018).
Las plantas obtenidas mediante técnicas de
cultivo de tejidos in vitro son mas costosas que
las obtenidas por técnicas convencionales (Palei
et al., 2015). No obstante, la micropropagacion
in vitro ha permitido la produccion masiva
de plantas de fresa con alta homogeneidad
genética y con caracteristicas mejoradas, tales
como periodos de propagaciéon mas cortos,
mayor cantidad de flores y de rendimiento de
frutos por hectarea, mas estolones por plantas,

superior resistencia y tolerancia a factores de
estrés bidtico y abidtico, y mayor vigor (Ruiz et
al., 2018).

Se han reportado multiples protocolos
eficientes para la micropropagacion y la
regeneracion in vitro de la fresa a través de
organogénesis adventicia o embriogénesis
somatica, con diversos tipos de explantes
tales como hoja, tallo, pedinculos, estolones,
estipulas, tallos rastreros, raices, anteras,
embriones, sépalos, protoplastos, y peciolos
(Husain et al., 2011). El explante preferido parala
multiplicacion ha sido el cultivo de meristemos
de apices de los estolones, en medios con alta
concentracion de citoquinina y bajos niveles de
auxinas, lo cual promueve la brotacion axilar
(Husainetal., 2011; Palei et al., 2015). Las técnicas
in vitro también han facilitado variabilidad

respecto al contenido de compuestos bioactivos
(Palei et al., 2015).

Figura 2

Cultivos de fresa (Fragaria x ananassa cv. Festival) en Llano Grande, Cartago, Costa Rica

Nota. A. Flor. B. Fruto. C. Hoja. D y E. Cultivos en invernadero y en campo, respectivamente. Se ha reportado que las hojas de la variedad Festival
tienen mayor contenido de polifenoles totales en comparacién con otras variedades. Elaboracién propia.
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Cultivo de fresa (Fragaria x ananassa):
Aspectos econdmicos

La produccion global de fresa se ha triplicado
en las dltimas dos décadas. Para el 2020, la
FAO reporté 12,2 millones de toneladas de
fresa cultivada en 79 paises, donde la mayor
produccion se realiz6 en China (27,3%), seguida
por Estados Unidos (8,7%), Egipto (4,9%),
México (4,6%), Turquia (4,5%) y Espaiia
(2,2%) (FAO, 2021). Mas del 95% se realiza en el
Hemisferio Norte (Kim et al., 2011).

En Costa Rica, el VI Censo Nacional
Agropecuario (Instituto Nacional de Estadistica
y Censos [INEC], 2015) menciona la existencia
de 342 fincas dedicadas a este cultivo en Costa
Rica para el 2014, con una extension total de
227,3 hectareas de area sembrada, ubicadas
en las provincias de Cartago (38,6%), Alajuela
(21,6%), San José (20,8%), Heredia (16,4%),
y Limon (2,6%), de las cuales un 58,8% de las
fincas reportaron producciéon para venta en el
mercado local y sblo 0,9% para exportacion.
Por lo tanto, la mayor parte de la produccién de
fresa en Costa Rica se destina a los mercados y
consumo local.

La fresa es comerciablemente disponible
en todo el mundo de forma fresca o congelada, y
enalimentosprocesadostalescomomermeladas,
néctar, y puré (Prasad et al., 2022). En Costa Rica,
el consumo anual de este fruto alcanz6 los 3,03
kg por persona en el 2015 (Programa Integral de
mercadeo Agropecuario de Costa Rica [PIMA],
2016). De forma similar, en Estados Unidos fue
de 4,5 kg por persona en 2014, mientras que enla
Union Europea el consumo anual es de alrededor
de 5 kg por persona (Simpson, 2018).

Aunadoaloanterior,lashojasdelasfrutas
tipo baya han sido utilizadas medicinalmente en
diversas culturas, también las hojas de varias
especies de Fragaria (Ferlemi y Lamari, 2016;
Villamil-Galindo et al., 2020). Por ejemplo, las

hojas de fresa silvestre de la especie Fragaria
nubicula se utilizan como antiséptico, laxante,
diurético y astringente; para detener la diarrea
y la disenteria; para tratar el resfriado, latos y la
fiebre; y para aliviar dolor de oido, foranculos,
y ulceras bucales y estomacales (Roshan et al.,
2019). Sin embargo, el perfil fitoactivo de las
hojas de fresa ha sido menos estudiado que
el de fruto, y sigue siendo poco aprovechado,
a pesar de constituir una fuente potencial de
metabolitos bioactivos que pueden ser utilizados
en la formulacion de productos para el sector
alimenticio, industrial y farmacéutico.

Importancia de los polifenoles en el cultivo
de fresa

Los polifenoles (Figura 3) constituyen un
gran grupo de fitoquimicos que comparten como
caracteristica central la presencia de al menos
un grupo fenol en su estructura quimica (Fraga
etal., 2019). Estos son los principales pigmentos
en frutas, vegetales y cereales. Poseen diferentes
funciones en la planta, como la atraccion de
polinizadores, y la proteccion de la planta contra
la radiacion ultravioleta y la contaminacién viral
y microbiana (Fraga et al., 2019).

El interés actual por los pigmentos
polifenélicos se debe a su potencial
bioactivo en la prevenciéon o tratamiento de
enfermedades croénicas, tales como afecciones
cardiovasculares, cancer, diabetes y obesidad.
Ademas, tienen efectos anti-inflamatorios y
anti-neurodegenerativos. Por lo tanto, son
compuestos promisorios para el desarrollo de
productos de comerciales de consumo humano,
con potenciales beneficios biomédicos (Forbes-
Hernandez et al., 2016).

El fruto de fresa contiene abundancia
de compuestos antioxidantes, principalmente
vitamina C (hasta 60 mg 100 g peso fresco)
(El-Hawary et al., 2021) y polifenoles, entre
estos, antocianinas (responsables del color
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rojo del fruto; primordialmente pelargonidinas
y cianidinas), asi como; taninos hidrolizables
(e.g. elagitaninos) y condensados (e.g.
proantocianidinas), flavonoles (e.g. quercetinas,
kaempferol,fisetina),flavanoles(e.g.catequinas,
procianidinas), y acidos hidroxicinamicos (e.g.

acido cumarico, elagico, y ferulico) (Aaby et al.,
2012; da Silva et al., 2008; Fierascu et al., 2020;
Van de Velde et al., 2013). Ademas, luego de las
moras y las frambuesas, las fresas representan
una de las principales fuentes de acido elagico
en la dieta (da Silva et al., 2008; Michalska et al.,
2017).

Polifenoles
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El fruto objeto de revision, esta incluido dentro
de las 100 fuentes alimenticias mas abundantes
de polifenoles, y ocupan la posicion 89 dentro de
los alimentos y bebidas que proveen mas de 1 mg
de polifenoles totales por 100 g ingeridos (Prasad
etal.,2022). Lavariabilidad y el contenido exacto
de compuestos fenolicos en las distintas especies
y variedades dependen de muchos factores, tales
como las cualidades genéticas, las condiciones
de cultivo, la madurez del fruto, el tiempo de
almacenamiento y las condiciones ambientales
(Aaby et al., 2012; Fierascu et al., 2020).

Al igual que en otras frutas tipo baya,
como la mora, la frambuesa y los arandanos,
se ha demostrado que las hojas de la fresa son
mas ricas en compuestos polifendlicos que la
pulpa del fruto (El-Hawary et al., 2021; Ferlemi
y Lamari, 2016; Karlund et al., 2014; Michalska
et al., 2017; Zhu et al., 2015). Por ejemplo, El-
Hawary et al. ( 2021) reportaron 62,37 + 0,1 ug
EAG mg de polifenoles totales y 67,1 + 0,4
pg equivalentes de rutina mg™ de flavonoides

totales en hojas de fresa variedad Festival, en
comparacion con un contenido de 20 + 0,1 ug
EAG mg™ de polifenoles totales y 9,52 + 0,2 ug
equivalentes de rutina (ER) mgde flavonoides
totales en frutos de la misma variedad. Esto
representa aproximadamente tres veces mayor
cantidad de polifenoles totales y siete veces
mayor cantidad de flavonoides totales en la hoja
respecto al fruto. Algunos de los mas abundantes
reportados en hoja, incluyen kaempferol,
quercetina, acido clorogénico, acido cafeico y
ellagitaninos (El-Hawary et al., 2021). Estos
ultimos se han reportado en concentraciones
hasta nueve veces superiores en hoja (82 mg g,
peso seco) respecto al fruto de la fresa (Karlinska
etal., 2021).

Al igual que con el fruto, es esperable que
elcontenido polifenélicodelashojasdifieraentre
cultivares, sistemas de cultivo, y condiciones
ambientales; por ejemplo, Villamil-Galindo et
al. (2021) reportaron un mayor contenido de
polifenoles totales en las hojas de la variedad
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Festival (14,97 g EAG kg™) respecto a las de San
Andreas (8,93 g EAGkg™), y alas de Camino Real
(6,14 g EAG kg). De forma similar, El-Hawary
et al. (2021) reportaron mayor contenido de
polifenoles totales (62,37 + 0,1 pg EAG mg™) en
la variedad Festival respecto a la Tamar (42,63 +
0,2 ng EAG mg™), aunque levemente inferior a
las Winter Dawn (66,58 + 0,2 pg EAG mg™), Red
Merlin (72,1 + 0,1 pg EAGmg™)y Suzana (72,63 +
0,1 ug EAG mg™). Sin embargo, Festival present6
mayor contenido de flavonoides totales (67,1
+ 0,4 ng ER mg™) en hoja respecto a las demas
variedades mencionadas (con valores entre
52,89 + 0,1y 65,79 + 0,1 ug ER mg) (El-Hawary
etal., 2021).

Consideraciones para la revalorizacion de
los residuos vegetativos del cultivo de fresa
en Costa Rica

Los residuos agroindustriales pueden ser
revalorizados mediante diversas estrategias,
entre estas, la transformacién para uso como
materias primas en otras cadenas productivas,
la generacion de combustibles y la explotacion
térmica. Ademas, algunos se emplean para
la alimentacion animal o se aprovechan para
compostaje que se reincorpora a los cultivos
agricolas (Vargas y Peréz, 2018). Sin embargo,
la mayoria de los desechos agroindustriales no
son procesados o descartados apropiadamente;
muchos son eliminados mediante quema
o vertidos en suelos y aguas, lo que causa
contaminaciéon ambiental, con efectos nocivos
para el ambiente y la salud de los organismos
vivos (Vargas y Peréz, 2018).

El cultivo de fresa genera gran cantidad
de residuos agroindustriales, ya que solo se
emplea el fruto y el resto de la planta (hojas,
calices, tallos, y demas tejido vegetativo) no se
utiliza (Villamil-Galindo et al., 2020, 2021). Al
ser perenne, la planta produce constantemente
nuevos tallos y hojas, por lo tanto, se acumula
eventualmente gran cantidad de hojarasca,
lo cual favorece el aumento de humedad y

la proliferaciéon de plagas; debido a esto, el
material vegetativo viejo se poda de forma
periodica, usualmente después de los ciclos
de cosecha (Barquero et al., 2007). Ademas,
para renovarlo, las plantas viejas se deben
arrancar completamente del suelo, con la raiz,
y deben ser retiradas del campo de siembra;
todo este material organico puede ser utilizado
en compostaje, aunque se recomienda su
tratamiento con fungicidas-acaricidas para el
control de plagas (IICA, 2017). Hasta donde es de
nuestro conocimiento, no existe en Costa Rica
un método estandarizado para la eliminacién
de los residuos del cultivo de fresa, mas alla de
su utilizacion en compostaje o alimentacion
animal, lo cual implica la subutilizaciéon o
pérdida potencial de compuestos bioactivos de
alto valor para otras industrias.

Se ha reportado ampliamente Ia
revalorizacion de los residuos del fruto de
fresa no consumido y de los desechos del
procesamiento industrial (Cubero-Cardoso
et al., 2020; Rodriguez-Gutiérrez et al., 2019;
Serrano Moral, 2015; Tumbas et al., 2015;
Vazquez-Gonzalez et al., 2020). Sin embargo, los
desechos vegetativos, que pueden representar
hasta el 20% de la produccion total, son poco
aprovechados (Villamil-Galindo et al., 2020,
2021).

Algunos de los efectos reportados
para extractos de hoja de fresa con posibles
aplicaciones biomédicas incluyen: actividad
antioxidante in vitro (Cvetkovi¢ et al., 2017);
inhibicion de la proliferaciéon contra células
humanas de leucemia (HL60) (Skupien et al.,
2006), y contra células humanas de carcinoma
hepatocelular (Hep-G2); alivio del deterioro
cognitivo causado por diabetes (en ratas)
(Zhang et al., 2020); efecto hipoglicémico (en
ratas) (El-Hawary et al., 2021; Shaheen, 2019);
potencial analgésico (en ratas) (Kanodia y
Das, 2009) y usos cosméticos (Ziemlewska et
al., 2022). Ademas, se han detectado efectos
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antimicrobianos de la hoja de fresa contra
Helicobacter pylori (Cardoso et al., 2018), Bacillus
subtilis, Salmonella choleraesuis y Micrococcus
litius (Al-Deen et al., 2013).

Conclusiones

Considerandoelincrementomundialenel cultivo
de fresa en las Ultimas décadas, las condiciones
en zonas altas tropicales con climas templados,
dosis elevadas de irradiacion solar favorables
para la produccion de polifenoles antioxidantes
(Karlund et al., 2014), asi como el perfil
fitoactivo subutilizado de sus hojas, los residuos
vegetativos del cultivo de fresa representan
una fuente relevante y poco aprovechada de
materia prima con alto potencial bioactivo.
Siguiendo el ejemplo de multiples experiencias
que han revalorizado cultivos tropicales
para la generacién de alimentos funcionales,
nutracéuticos, cosméticos, alimento animal, y
biocombustibles (Cadiz-Gurrea et al., 2020).

Por lo tanto, y de especial importanciapara
paises pequeiios en desarrollo y con economias
de base agricola, es imperativo implementar
mecanismos para mejorar el aprovechamiento
de los residuos agroindustriales para darle un
mayor valor agregado a los cultivos, con miras
hacia una economia circular y en beneficio del
ambiente y la salud humana.
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Resumen 1a purificaciéon de enzimas celulasas constituye un paso critico para su produccién debido a que a menudo resulta ser muy
costoso. El objetivo de este estudio fue evaluar la precipitacion salina de celulasas producidas por Aspergillus niger UC33 en fermentacién en
estado sélido, para incrementar el rendimiento y pureza de la enzima con el menor costo posible. Se empleé el programa Design-Expert
11.1.2 para el disefio experimental y la optimizacién de las condiciones experimentales. El sulfato de amonio se utiliz6 para la precipitaciéon
entre 60 y 90 % de saturacion, se emplearon entre 1y 3 h de precipitacion y las temperaturas utilizadas fueron 4 y 25 °C. Las condiciones
6ptimas encontradas para maximizar el rendimiento y la pureza fueron 68,97 % de saturacién con sulfato de amonio, tiempo de precipitacién
de 1,28 h y temperatura de 25 °C. En estas condiciones los valores de rendimiento, pureza y costo, fueron: 74,81 %, 1,26 y USD $ 0,2609,
respectivamente. El peso molecular de la enzima fue 38,47 kDa y la actividad celulolitica fue de 31,854 UL

Palabras clave: celulasas, cromatografia de intercambio idnico, disefio factorial, optimizacién, purificacion de enzimas

Ab stract the purification of cellulase enzymes is a critical step for their production because it is often very expensive. The objective
of this study was to evaluate the saline precipitation of cellulases produced by Aspergillus niger UC33 in solid-state fermentation, to increase
the yield and purity of the enzyme at the lowest possible cost. The Design-Expert 11.1.2 program was used for the experimental design and the
optimization of the experimental conditions. Ammonium sulfate between 60 and 90 % saturation was used for precipitation, among 1 and 3
h of precipitation time were employed and the temperatures applied were 4 and 25 °C. The optimal conditions found to maximize yield and
purity were 68.97% saturation with ammonium sulfate, precipitation time of 1.28 h and temperature of 25 °C. Under these conditions, the
yield, purity and cost values were: 74.81%, 1.26 and USD $ 0.2609, respectively. The molecular weight of the enzyme was 38.47 kDa and the
cellulolytic activity was 31.854 IU.

Keywords: cellulases, ion exchange chromatography, factorial design, optimization, enzyme purification.
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Introduccion

Las enzimas son moléculas bioldgicas que
son producidas por todos los seres vivos,
generalmente se denominan “biocatalizadores”.
Actualmente, las industrias basadas en
enzimas adquieren mayor importancia que
las industrias basadas en reactivos quimicos,
debido a la seguridad del proceso, el bajo costo
de refinacion, elevados rendimientos, control
de proceso eficiente y fundamentalmente, por
ser amigables con el medio ambiente (Ejaz et al.,
2021).

Las celulasas son enzimas industriales
ampliamente usadas, las cuales se encuentran
disponibles comercialmente desde hace mas
de 30 afios (Ejaz et al., 2021; Han y He, 2010;
Lee et al., 2016; Pathak et al.,, 2014; Raju y
Bawa, 2006; Sathya y Khan, 2014; Singhania
et al, 2010). La celulasa es un complejo
enzimatico compuesto por tres enzimas: i)
endoglucanasa, (EG) o 1,4-B-D-glucano-4-
glucanohidrolasa; ii) exoglucanasas, incluyen
1,4-B-D-glucano-glucanohidrolasa (también
conocida como celodextrinasa) y la 1,4-B-D-
glucano-celobiohidrolasa  (celobiohidrolasa,
CBH); iii) B-glucosidasa (BGL), o B-glucosida-
glucohidrolasa (Hasunuma et al., 2013). Estas,
hidrolizan los ligamentos B-1,4-glucosidicos
de la celulosa para generar glucosa, celobiosa y
celo-oligosacaridos como productos primarios
(Lodha et al., 2020).

El proceso completo de bioconversion
de la celulosa en glucosa ocurre en dos etapas,
por lo que la clasificacién de las celulasas esta
basada en la etapa de despolimerizacion del
sustrato que estas atacan (Siqueira et al., 2020).
Asi, las exoglucanasas y endoglucanasas son
responsables de la primera etapa, la cual conduce
a la reduccion del grado de polimerizaciéon de
la celulosa en la etapa de licuefaccion, libera
celobiosa; la segunda etapa es realizada por
la B-glucosidasa que escinde la celobiosa en
glucosa. La glucosa generada mediante esta
hidrolisis puede ser fermentada posteriormente
para producir biocombustibles (Ejaz et al., 2021).

Varios microorganismos pueden producir las
celulasas, entre los cuales se incluyen bacterias
y hongos, mediante el consumo de una gran
variedad de sustratos. La habilidad para secretar
grandes cantidades de proteina extracelular
es caracteristica de ciertos hongos, y algunas
cepas son mas adecuadas para la produccion
de mayores niveles de celulasas extracelulares
(Doi y Kosugi, 2004). De esta manera, a escala
industrial la mayoria de las celulasas son
producidas a partir de hongos (Siquiera et al.,
2020).

Mientras que varios hongos pueden
metabolizar la celulosa como fuente de energia,
solo algunas cepas son capaces de secretar un
complejo de enzimas celulasa, lo cual tiene una
aplicacién practica en la hidroélisis enzimatica de
estamolécula biologica. Ademas de Trichoderma,
otros hongos tales como Humicola, Penicillium
y Aspergillus, tienen la habilidad de rendir
elevados niveles de celulasas extracelulares
(Sukumaran et al., 2005). En dependencia del
microorganismo, la enzima producida tiene una
estructura diferente y mecanismo de enlace con
el sustrato (Juturu y Wu, 2014; Rabinovich et al.,
2002)

Los sustratos procedentes de residuos
lignocelulésicos de las industrias pueden
resultar factibles y amigables con el medio
ambiente para el cultivo de microorganismos
productores de celulasas, especialmente
hongos filamentosos, tales como Aspergillus
niger UC33. Entre los diferentes residuos
industriales de la industria azucarera, la miel
final es de naturaleza principalmente celuldsica
y los microorganismos presentes alli tienen la
capacidad de degradar la celulosa en glucosa
para su crecimiento y desarrollo normal (Islam
y Roy, 2018).

La demanda de carbohidrasas tales como
amilasas, hemicelulasas y celulasas crecera en
los proximos afios, ya que forman parte de los
procesos de produccion de biocombustibles.
Este incremento de la demanda del mercado de
enzimas se debe principalmente al crecimiento
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del bioetanol, el cual esta ascendiendo mas
rapido que otras industrias de aplicacion de
enzimas (Behera y Ray, 2016; Singhania et
al., 2010). Esta aplicaciéon en la cadena de
produccion de biocombustible incrementa
la demanda e investigacion en las celulasas,
particularmente considerando que el mercado
de los biocombustibles se espera que crezca en
los proximos afios, reemplazando el 30 % de los
combustibles de petrdleo para el 2025 (Beheray
Ray, 2016).

Aunque la produccion comercial
de celulasa se lleva a cabo por medio de
la fermentacion sumergida fangica, la
fermentacion en estado sodlido (FES) también
puede aplicarse para la produccion de este
complejo enzimatico. Debido a que la FES se
realiza en ausencia de agua libre, se observa que
es mas adecuada para los hongos filamentosos
(Holker et al., 2004), pues presenta un consumo
de energia mas bajo, mayor productividad,
menor demanda de esterilizacion y menor costo
de procesamiento downstream (Manan y Webb,
2017). Los hongos generalmente coexisten
simbidticamente en sustratos sdlidos en la
naturaleza, por lo que su co-cultivo en FES es
beneficioso en la produccion de celulasa (Lodha
etal., 2020).

Los bioprocesos aplicados para
la produccion de celulasas han sido
exhaustivamente estudiados y optimizados,
pero también resulta necesario enfocarse en los
procesos downstream, ya que estos incrementan
la estabilidad de la enzima para aplicaciones
posteriores (Siqueira et al., 2020). Varios autores
han investigado tanto la produccién (Abdullah
et al., 2021; Afzal et al., 2019; Ahmed et al., 2015;
Cerdaetal., 2017; Faheina et al., 2015; Igbal et al.,
2011; Kumar et al., 2018; Liu et al., 2019; Lodha
et al., 2020; Malik y Javed, 2021; Mrudula y
Murugammal, 2011; Nehad et al., 2019; Oliveira
et al., 2020; Sajith et al., 2014; Sulyman et al.,
2020; Zahra et al., 2020; Zapata et al., 2018),
como purificacion de celulasas (Afzal et al., 2019;
Ahmed et al., 2015; Amritkar et al., 2004; Bakare
etal., 2005; Farinas et al., 2011; Hamdan y Jasim,
2018; Igbal et al., 2011; Islam y Roy, 2018; Kumar

et al., 2018; Liu et al., 2019; Malik y Javed, 2021,
Nehad et al., 2019; Oliveira et al., 2020; Sajith et
al., 2014; Sulyman et al., 2020; Wu et al., 2010).

La seleccion de las etapas de purificacion
en el procesamiento downstream después de
la fermentacion depende fuertemente en el
mercado potencial, el costo de procesamiento,
la calidad final requerida y la tecnologia
disponible. La necesidad de la purificacion
efectiva de proteinas desde el punto de vista
econdmico a escala industrial ha traido consigo
la aparicion y evolucion de un ndmero de
técnicas que suministran protocolos rapidos,
eficientes y econdmicos en menores etapas de
procesamiento (Amritkar et al., 2004).

Actualmente, la principal limitacion que
presenta el uso de las celulasas en la industria es
el elevado costo de produccion de esta enzima
(Sulyman et al., 2020). En este sentido, la
purificacién de moléculas bioldgicas de este tipo
es uno de los obstaculos mas grandes para su
produccion y comercializacion (Das et al., 2013;
Yang et al., 2013). El procesamiento downstream
para la produccion de enzimas/proteinas puras
puede constituir generalmente un porcentaje
importante en el costo de produccion total,
especialmente si los requerimientos de pureza
final son rigurosos, el cual puede llegar hasta
un 80 % del costo total del proceso (Oliveira
et al., 2020). Por consiguiente, la produccion
de celulasas con bajos costos es un método
interesante para agregar valor al biocombustible
y al mercado de enzima (Siqueira et al., 2020).

De estamanera, el objetivo de este estudio
fue evaluar la precipitacion salina de celulasas
producidas por Aspergillus niger UC33 en FES,
para incrementar el rendimiento y pureza de la
enzima al menor costo posible.

Materiales y Métodos

Microorganismo y propagacion del inéculo

Se utilizé la cepa UC33 de Aspergillus niger
conservada a 4 + 1 °C en medio papa-dextrosa-
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agar (PDA), procedente de la coleccién del grupo
cientifico de Desarrollo de Bioprocesos de la
Universidad de Camagiiey, Cuba.

La propagacion del indculo se realizo
mediante el método propuesto por (Leon-
Reveloetal.,2017). Elmicroorganismo se cultivo
en placas Petri con 10 mL de medio de cultivo
solido. Elmedio se compuso de 10 g/L extracto de
levadura(BioCen,Cuba),10g/Lpeptona(BioCen,
Cuba), 20 g/L dextrosa (Applichem, Alemania)
y 15 g/L agar técnico (BioCen, Cuba). Se inocul6
siguiendo la técnica de estriado. Después de
72 horas de incubacion a 30 °C, se cosecharon
los conidios, los que fueron arrastrados con
agua destilada estéril. La concentraciéon de
conidios se determiné por conteo en la camara
de Neubauer. Esta suspension de conidios se
inoculd en una concentracion de 1x107 conidios/
mL en un medio liquido. El medio liquido para
la produccién de micelio se compuso de 10 g/L
extracto de levadura (BioCen, Cuba), 10 g/L
peptona (BioCen, Cuba) y 43g/L miel final de
cafia (Central azucarero, Cuba). Se incubd a 30
°C y 150 rpm de agitacion durante 30 horas en
un agitador orbital de mesa (BioBase Sk-300D,
China).

Material lignoceluldsico
pretratamiento

inductor y su

El método para el pretratamiento se realizo
segiin lo describe Leon-Revelo et al. (2017).
Se utiliz6 un medio compuesto de afrecho
cervecero proporcionado por la cerveceria
Tinima y la cascara de arroz procedente de una
fabrica de pienso local, ambas localizadas en la
provincia de Camagiiey. A la cascara de arroz se
le hizo un pretratamiento con acido sulfurico
(Applichem, Alemania) al 1 % durante 2 h, a
temperatura ambiente. Sin embargo, al afrecho
cervecero no se le hizo pretratamiento debido a
que este constituye un residuo de la fabricacion
de cerveza que recibe pretratamientos térmicos
y enzimaticos durante el proceso de maceracion
de la cebada, lo que hace factible el ataque de las
enzimas celuloliticas. Las materias primas se
secaron a 70 °C durante 24 h y se guardaron en
bolsas plasticas hasta su posterior uso.

Fermentacion en estado sélido (FES)

La fermentacion se llevo a cabo con el método
establecido por Leon-Revelo et al. (2017).
Se fermentaron 5 g de medio humedo en
erlenmeyers de 250 mL. Se utiliz6 como material
lignoceluldsico la mezcla de cascara de arroz y
afrecho cervecero previamente tratados, con
una disolucion de aditivos (bajo solicitud de
patente) con relacion sélido-liquido de 1:6. La
humedad de la masa total himeda (MTH) fue
de 57,67 %. El pH inicial del medio sélido fue de
4,5. Seincubd a 30 °C durante 30 horas en cultivo
estatico. El muestreo se realiz6 cada 6 horas en
condiciones asépticas.

Extraccion del crudo enzimdtico

El procedimiento para la extraccion del crudo
enzimatico se realiz6 de acuerdo con lo descrito
por Leon-Revelo et al. (2017), sin ninguna
modificacion. Para ello fue necesario suspender
el material fermentado en agua destilada en una
relacion de 1:9 y agitarlo a 200 rpm por 1 h a
temperatura ambiente en el agitador orbital de
mesa (BioBase Sk-300D, China). Seguidamente,
el material suspendido y la biomasa fingica
se separaron por centrifugaciéon (10 000 rpm
durante 15 min). El sobrenadante filtrado se
utilizé como fuente para desarrollar el presente
estudio.

Diserio experimental

El software Design-Expert 11.1.2 se utilizd para
la realizacion del disefio experimental mediante
la metodologia de superficie de respuesta
(MSR). Se selecciond un disefio optimo-I, que
tuvo un total de 36 ejecuciones incluida una
réplica, y dividido en dos bloques. Las variables
independientes fueron la concentracién de
sulfato de amonio desde 60 a 90 % (-1;1), el
tiempo de precipitacion de 1 a 3 h, (-1;1) y la
temperatura de forma categorica, 4 y 25 °C. Las
variables de respuesta fueron: el rendimiento
(%), la purezay el costo de la etapa (USD S).

La pureza (fold purification, en inglés)
se determind mediante la relacion entre la
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actividad especifica al concluir la precipitacion
y la actividad especifica del crudo enzimatico.
Ademas, Design-Expert 11.1.2 se utilizé para el
analisis de varianza de las respuestas (ANOVA,
por sus siglas en inglés), para el analisis de
regresion, la evaluacion de bondad de ajuste,
para la determinacion del R?, el R> ajustado y el
R? predicho.

Asimismo, se obtuvieron las ecuaciones para
predecir el comportamiento de las respuestas
en funcion de los factores experimentales o
variables independientes. Igualmente, se utiliz6
la funcion de optimizacion numérica para
encontrar las condiciones 6ptimas que permiten
logara un maximo de rendimiento y pureza al
menor costo posible.

Precipitacion salina

Los experimentos se realizaron de acuerdo con
el disefio propuesto y fueron divididos en dos
etapas principales. En una primera etapa se
llevé a cabo la precipitacion salina con sulfato
de amonio. Cada corrida experimental se
realiz6 con un volumen total de 10 mL del crudo
enzimatico, previamente conservado a -70
°C. La cantidad de sulfato de amonio a aiadir,
para lograr las concentraciones necesarias en
cada caso (60, 75 y 90 %), se calcul6 mediante
el uso de la herramienta en linea Ammonium
Sulfate Calculator (EnCor Biotechnology Inc.,
2022). El sulfato de amonio fue adicionado en
pequefias cantidades, gradualmente, y se agito
hasta lograr que se disolviera totalmente. Una
vez formados los conglomerados proteicos
se colectd el precipitado producido mediante
la centrifugacién a 7000 g por 30 min en una
centrifuga refrigerada (Eppendorf, 5430R,
Germany). Se separé el sobrenadante del
precipitado por decantacién y este udltimo se
resuspendi6 en 1 mL de tampodn citrato 50 mM,
PH 4,8.

En la segunda etapa se procedié con
las determinaciones de actividad enzimatica y
cuantificacion de proteinas, a partir de las cuales
se calculan los parametros de rendimiento,
purezay costo que permiten evaluar el proceso.

Actividad  celulasa, concentracion de
proteinas, pureza y rendimiento

Para la determinacion de la actividad celulasa,
se utilizé un ensayo indirecto en el que los
productos de la reaccion fueron detectados
espectrofotométricamente tras su conversion
en derivados coloreados. La extension de la
hidrdlisis enzimatica de celulosa en glucosa
(azucar reductor) se valoré mediante el método
del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) (Chaplin,
1994). La solucion de DNS se prepar6 utilizando
0,5 g del reactivo (Applichem, Alemania), 15 g
de tartrato doble de sodio y potasio (Applichem,
Alemania), 0,8 g de hidréxido de sodio (Merck,
Alemania) y agua destilada hasta completar
50 mL. Se conservd a 25 + 2 °C. La solucion
sustrato se prepar6 empleando 0,5 g de
carboximetilcelulosa (Merck, Alemania) y 50
mL de tampodn fosfato 50 mM a pH 7,0. La misma
se conservd en tubos Corning de 15 mL (Merck,
Alemania) a - 20 °C.

Para desarrollar la hidrélisis enzimatica
se afiadieron 100 pL de solucién sustrato y 100
PL de celulasa diluida convenientemente en
tubos Eppendorf de 1,5 mL (Merck, Alemania).
Se dejo reaccionar durante 10 min a 30 °C e
inmediatamente después se adicionaron 100
uL de reactivo DNS. Los tubos se taparon y se
agitaron en un equipo Vortex (IKA, Alemania),
se incubaron en Bafio Maria por 5 min a una
temperatura de 95 a 100 °C. Seguidamente la
reaccion se detuvo colocando los tubos en un
bafio de hielo. Se afiadié 1 mL de agua destilada
y se tomaron 200 pL de la mezcla final para
depositar en una microplacayleerlaabsorbancia
a 540 nm (Fluorescence microplate reader,
Eppendorf, AG).

Para la curva de calibracion de azicares
reductores totales (ART) se utiliza una gama
de diluciones desde 0 hasta 2,5 mg/mL de
glucosa (Applichem, Alemania) y buffer citrato
de sodio 1 M (Merck, Alemania) como solucion
stop. Las muestras de los precipitados se
hicieron reaccionar con la solucion sustrato
para determinar la actividad CMCasa y solucion
papel de filtro (PF) de igual concentracion
(10 g/L), para medir la actividad PFasa. En el

73



74

Revista Colombiana de Investigaciones Agroindustriales
Volumen 9 (2). Julio — Diciembre. [p.69-85]

crudo se cuantificaron los ART y para ello no
fue necesario utilizar la solucion sustrato. Se
efectuaron diluciones de 1/10 y 1/100 del crudo y
de los precipitados, respectivamente.

Para calcular la actividad celulasa (CMCasa y
PFasa), se utiliz6 la siguiente ecuacion:

)

A= -FD

Ecua.1

Doénde:
A: es la actividad enzimatica en UI/mL,

(CMC-ART): diferencia de concentracion entre
los ART que resultan de la actividad de la enzima
frente al sustrato CMC con los ART presentes en
el crudo, Mglc: masa molar de la glucosa (181 g/
mol),

FC: factor de conversion de unidades (FC = 1
000),

t: tiempo que demora en transcurrir la reaccion
(60 min)yvy,

FD: factor de dilucion (FD = 13).

Delmismomodo,laactividad PFasase determiné
por la ecuacién 1 con la variaciéon del sustrato
CMC por PF.

La actividad enzimatica total presente en el
volumen utilizado para la

precipitacion se calculd mediante la ecuacion 2.
At = AVp Ecua. 2

Doénde:

At: actividad enzimatica total en UI,

A: actividad enzimatica expresada en Ul/mL
(derivada de la ecuacién 1) y,

Vp: Volumen de precipitacion (Vp = 10 mL).

La concentracion de proteinas se
determiné mediante el método de Bradford
(Bradford, 1976) y la actividad especifica
dividiendo la actividad total entre Ila
concentracion de proteinas totales. La pureza
se determiné dividiendo la actividad enzimatica

especifica del precipitado entre la actividad
enzimatica especifica del volumen de crudo
utilizado en la precipitacion. El rendimiento se
calcul6 dividiendo la actividad enzimatica total
del precipitado entre la actividad enzimatica
total del volumen de crudo utilizado en la
precipitacion, multiplicado por 100.

Determinacion del costo de la etapa de
precipitacion

El costo de la etapa de precipitacion con sulfato
de amonio se basé en la ecuacion 3.

Cps = C(nn,),s0, T CE Ecua. 3

Doénde:
C,: costo de la precipitacion,
C(NH4)2504 : costo del sulfato de amonio y,

C,: costo de la energia consumida, considerando
el costo de la agitacion mecanica (CAM), de la
refrigeracion (C,) y de la centrifugacioén (C_,),

CE :CAM + CR + CCf.

En cuanto a los costos, para el caso del
sulfato de amonio se emple6 del catalogo de
Applichem (ITW Reagents Division, 2022) y se
calcul6 el de la energia consumida teniendo en
cuenta los equipos utilizados y el tiempo de uso
de los mismos. Se tom6 como base de calculo que
1 kWh cuesta 0,33 CUP, de 1-100 kWh. La unidad
monetaria del costo fue convertida de CUP a USD
seglin la tasa vigente en la actualidad (25 CUP = 1
USD). Este costo se determind para cada corrida
del experimento y se evalu6 de igual forma que
las demas variables respuesta del disefio.

Caracterizacion electroforética de la enzima
de interés

Mediante la revision de la literatura se observo
que las celulasas obtenidas por Aspergillus niger
sp. y otros hongos, presentan generalmente
un punto isoeléctrico inferior a 6,0 (Marin,
2007). Basado en este dato se selecciond un
intercambiador anidnico para fraccionar la
muestra mediante cromatografia de intercambio
ionico.
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La muestra se desalinizé en una columna PD-
10 (Promega) con Shephadex G-25 y luego
se eluyé con tampdn Tris-HCl 20 mM, pH
7,0. Posteriormente, se aplicé a una columna
HiTrap FF (Promega) de un volumen total de 1
mL empacada con el intercambiador aniénico
DEAE-Sefarosa. La elucion se realiz6 mediante
un gradiente escalonado de concentraciéon de
NaCl en tampén Tris-HCl. Las fracciones se
colectaron con 0,15, 0,20 y 0,30 M de NaCl.
A las fracciones eluidas se les cuantifico la
concentracion de proteinas y se les determind
la actividad endoglucanasa como se describié
anteriormente.

La electroforesis desnaturalizante de
proteinas en gel de acrilamida-bisacrilamida
se realizo mediante el método de Laemmli
(1970). Para la misma se emple6 un gel de 12
% de acrilamida y la corrida se efectué a una
intensidad constante de 35 mA. Como patron de
peso molecular se emple6 el marcador de amplio
rango de la firma Bio-Rad. Una vez concluida
la electroforesis, la presencia de las bandas de

Tabla 1

proteinas en el gel se reveld mediante la tincion
con plata, empleando el método desarrollado
por Heukeshoven y Dernick (1985). El peso
molecular de las bandas de interés se calculd
mediante el patron electroforético, se grafica
el logaritmo de base 10 del peso molecular de
las bandas del marcador versus el Rf (relacion
de la distancia de migracion de las bandas de
proteinas con respecto al frente de corrida).

Resultados y discusion

Influencia de la concentracién de sulfato
de amonio, el tiempo de precipitacion y la
temperatura, en la precipitacion de celulasas
producidas por Aspergillus niger UC33 en FES

En este estudio, las variables y los niveles
seleccionados se fijaron teniendo en cuenta la
influencia de estas en la etapa de precipitacion
salina de celulasas y en el estado del arte de otros
estudios similares. De esta forma, el disefio
experimental y los resultados de cada respuesta
se relacionaron en la Tabla 1.

Disefio experimental con los correspondientes valores observados para el estudio de la influencia de la
concentracion de sulfato de amonio, el tiempo de precipitacion y la temperatura, en el rendimiento, la
pureza y el costo de la etapa de precipitacion de celulasas

Conc. de Sulfato
de Amonio (%)

Tiempo de

Num. de corrida precipitacién (h)

Temperatura (°C)

Respuesta 1:
Rendimiento

Respuesta 2:
Pureza

Respuesta 3:
Costo

1 90 1
2 90 2
3 75 1
4 90 2

90 1
6 60 1
7 75 2
8 60 3
9 75 2
10 75 3
n 60 3
12 90 3
13 60 2
14 60 1

25
4
4

25
4
4
4

25

25
4
4

25
4

25

77,42 1,12 0,36
53,06 0,94 0,34
60,61 1,91 0,27
88,5 1,3 0,36
67,59 1,17 0,34
46,54 1,53 0,21
72,01 1,38 0,27
29,35 0,94 0,22
73,33 1,46 0,29
55,1 0,74 0,27
57,78 0,8 0,21
82,62 0,95 0,36
45,27 0,81 0,21
47,27 1,55 0,22
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Conc. de Sulfato Tiempo de

Num. de corrida

Temperatura (°C)

Respuesta 1: Respuesta 2: Respuesta 3:

de Amonio (%)  precipitacién. (h) Rendimiento Pureza Costo
15 90 3 4 61,31 0,84 0,34
16 75 3 25 68,93 1,17 0,29
17 60 2 25 36,08 1,29 0,22
18 75 1 25 69,8 1,18 0,28

Réplica

19 90 1 25 59,27 0,83 0,36
20 90 2 4 68,56 0,97 0,34
21 75 1 4 70,84 1,1 0,27
22 90 2 25 75,38 0,92 0,36
23 90 1 4 70,51 1,1 0,34
24 60 1 4 35,68 1,39 0,21
25 75 2 4 68,93 1,18 0,27
26 60 3 25 54,63 1,1 0,22
27 75 2 25 77,82 1,25 0,29
28 75 3 4 74,84 1,19 0,27
29 60 3 4 32,69 0,95 0,21
30 90 3 25 63,76 0,73 0,36
31 60 2 4 36,48 1,26 0,21
32 60 1 25 49,37 1,19 0,22
33 90 3 4 63,03 0,86 0,34
34 75 3 25 72,32 1,08 0,29
35 60 2 25 52,49 1,15 0,22
36 75 1 25 73,02 1,21 0,28

Nota. Elaboracion propia.

Mediante el analisis de superficies de respuestas
estimadas (Figura 1), se encontré que a una
temperatura de 25 °C se obtienen los mejores
resultados de las variables de respuesta. Asi,
para un valor de concentracién de sulfato de
amonio, a medida que aumenta el tiempo de
precipitacion aumenta también el rendimiento,
se alcanzan valores maximos entre 1y 2 h
de precipitacion. Se evidencié también que,
para un mismo tiempo, el rendimiento varia
con la concentracion de sulfato de amonio,
encontrandose los mayores rendimientos
al utilizar entre 75 y 90 % de saturaciéon con
sulfato de amonio.

Por otra parte, la pureza de las celulasas
fue mayor cuando se precipité durante 1a 2 h,
utilizando la misma concentracién de sulfato
de amonio (Figura 1c). Ademas, para un mismo

tiempo de precipitacion, se observé que la
pureza de las celulasas aumenté a medida
que disminuy6 la concentracion de sulfato de
amonio. Este comportamiento puede deberse a
que, al incrementar la concentracion de sulfato
de amonio, no solo aumenta la precipitacion
de la enzima de interés, sino que también este
aumento condiciona la precipitacion de la
totalidad de las enzimas presentes en el crudo, y
disminuye asi la pureza de la enzima de interés.

Con relacion al costo de la precipitacion,
segun las condiciones empleadas, se encontré
que el costo de la precipitacion aumenta
fundamentalmente con la concentracion de
sulfato de amonio. También, utilizando una
misma concentracion de sulfato de amonio el
costo increment6 a medidas que aumenté el
tiempo de precipitacion (Figura 1d).
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Desirability

B: Tiempo de precipitacion (h) 15 72

6 A: Sulfato d io (%
1760 : Sulfato de amonio (%)

Pureza (%)

B: Tiempo de precipitacion (h) 15 72

1760 A: Sulfato de amonio (%)

Figura 1

B: Tiempo de precipitacion (h) 15

Rendimiento (%)

B: Tiempo de precipitacion (h) 15

Costo ($)
o

6 A: Sulfato d io (%)
1760 : Sulfato de amonio (%)

Influencia de la concentracion de sulfato de amonio y el tiempo de precipitacion

Nota. a): deseabilidad (nivel en que la combinacion de variables independientes satisface las metas que se definieron para las variables de
respuestas). Las banderas indican las respuestas estimadas para las condiciones 6ptimas predichas. b): el rendimiento, ¢): la pureza y d): el
costo de la etapa de precipitacion de celulasas producidas por Aspergillus niger UC33 en FES. Elaboracion propia.

Segun el andlisis de varianza los datos de la
respuesta rendimiento, se ajustaron mejor a un
modelo cuadratico. A, C y A2 fueron términos
significativos del modelo (P < 0,05). Asi, los
coeficientes R?, R> ajustado, y R> predicho
fueron iguales a: 0,7401, 0,6602 y 0,4631,

respectivamente (Tabla 2). La ecuacién del
modeloobtenidoentérminosdefactoresactuales
puede ser utilizada para hacer predicciones
de la variable de respuesta rendimiento, para
distintos niveles de cada factor:

Rendimiento (%)= -341,2022+9,8864A+8,1054B+0,0014AB-0,0593A2-2,1475B> Ecua. 4
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Tabla 2

Andlisis de varianza (ANOVA) para el modelo Cuadrdtico. Respuesta 1: Rendimiento

Sum. de los df Media de los

Fuente cuadrados cuadrados Valor- F Valor-P
Bloque 1,38 1 1,38
Modelo 5841,73 8 730,22 9,26 < 0.0001 Significativo
A':;f:;?ode 3936,77 1 3936,77 49,91 < 0.0001
1
de precipitacien 936 1 339,36 430 0,048
AB 0,0072 1 0,0072 0,0001 0,9924
AC 96,56 1 96,56 1,22 0,2787
BC 0,2563 1 0,2563 0,0032 0,9550
A2 1426,31 1 1426,31 18,08 0,0002
B2 36,89 1 36,89 0,4677 0,5001
Residual 2050,96 26 78,88
Total de corridas 7894,07 35
R2 0,7401
R2 ajustado 0,6602
R2 predicho 0,4631

Nota. Elaboracién propia.

Los datos de pureza se ajustaron mejor a un respectivamente (Tabla 3). La ecuacion del
modelo cuadratico. A, B y A2 fueron términos modelo obtenido en términos de factores
significativos del modelo (P < 0,05). Los actuales para hacer predicciones de la respuesta
coeficientes R?, R?> ajustado, y R> predicho pureza para distintos niveles de cada factor, fue:
fueron iguales a: 0,5903, 0,4643 y 0,2561,

Pureza (%)= -1,7022+0,0953A-0,2139B-0,0042AB-0,007A%-0,0483B> Ecua. 5

Tabla 3

Andlisis de varianza (ANOVA) para el modelo cuadrdtico. Respuesta 2: Pureza

Sum. de los df Media de los

Fuente cuadrados cuadrados Valor- F Valor-P
Bloque 0,0702 1 0,0702
Modelo 1,30 8 0,1625 4,68 0,0012 Significativo
A-Sufato de
amonio 0,2072 1 0,2072 5,97 0,0216
B-Tiempo de 0,6468 1 0,6468 18,64 0,0002
precipitacion
C-Temperatura
de precipitacién 0,0023 1 0,0023 0,0673 0,7973
AB 0,0638 1 0,0638 1,84 0,1869
AC 0,0117 1 0,0117 0,3373 0,5664
BC 0,1262 1 0,1262 3,64 0,0677
A2 0,2233 1 0,2233 6,44 0,0175
B2 0,0187 1 0,0187 0,5386 0,4696
Residual 0,9021 26 0,0347

Total de corridas 2,27 35
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Fuente S:LT&:’;LO: df Nl?,f:,:;;gs Valor- F Valor-P
R2 0,5903
R2 ajustado 0,4643
R2 predicho 0,2561

Nota. Elaboracion propia.

Losdatosdecosto seajustaron mejoraunmodelo
cuadratico al igual que las otras respuestas. A,
B, C, AC, BC y A fueron términos significativos
del modelo (P < 0,05). Los coeficientes R?
R? ajustado, y R? predicho fueron iguales a:

1,000, 1,000 y 1,000, respectivamente (Tabla
4). También, la ecuacion del modelo obtenido
en términos de factores actuales, puede ser
utilizada para hacer predicciones de la respuesta
pureza, para distintos niveles de cada factor:

Ecua. 6
Costo (USD S) = 0,014788 + 0,002489A +1,74963-7B - 2,1857672° AB + 0,000016A2 - 3,8835/ B>

Tabla 4

Andlisis de varianza (ANOVA) para el modelo cuadrdtico. Respuesta 3: Costo

Sum. de los

Media de los

Fuente cuadrados df cuadrados Valor- F Valor-P
Bloque 0,0000 1 0,0000
Modelo 0,1198 8 0,0150 6,645E+05 < 0,0001 Significativo
A_::‘f::?ode 0,1170 1 0,1170 5,192E+06 < 0,0001
I;r_:iepr;g:igs 3,109E-07 1 3,109E-07 13,80 0,0010
;:e_-:)i:l'i):irtz::t;g?l 0,0025 1 0,0025 1,112E+05 < 0,0001
AB 0,0000 1 0,0000 0,0000 1,0000
AC 0,0002 1 0,0002 7800,00 < 0,0001
BC 3,109E-07 1 3,109E-07 13,80 0,0010
A2 0,0001 1 0,0001 4396,75 < 0,0001
B2 0,0000 1 0,0000 0,0000 1,0000
Residual 5,858E-07 26 2,253E-08
Total de corridas 0,1198 35
R2 1,0000
R2 ajustado 1,0000
R2 predicho 1,0000

Nota. Elaboracion propia.

Condiciones 6ptimas para la precipitacion
de celulasas con sulfato de amonio

Mediante la funcion de optimizacion del Design-
Expert 11.1.2, se encontraron las condiciones
Optimas para maximizar el rendimiento y la
pureza, lo que minimiza el costo y mantiene las
variables independientes en el rango utilizado.
Lascondiciones6ptimasestimadasfueron: 68,99
% de sulfato de amonio, tiempo de precipitacion

iguala1,28 hytemperaturade 25 °C (Tabla5). En
estas condiciones los valores predichos para las
respuestas rendimiento, purezay costo, fueron:
74,81 %, 1,26 y USD S 0,2609, respectivamente
(Tabla 6). Las condiciones optimas predichas
se validaron experimentalmente mediante tres
réplicas, los valores promedios se encontraron
dentro del intervalo de prediccién con 95 % de
confianza, lo que demuestra la fiabilidad de la
metodologia empleada (Tabla 6).
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Tabla 5

Condiciones dptimas estimadas para maximizar el rendimiento y la pureza, al minimo costo posible,
en la etapa de precipitacion de celulasas con sulfato de amonio.

Factores

Condiciones éptimas

Concentracién de sulfato de amonio (%)
Tiempo de precipitacién (h)
Temperatura de precipitacién (°C)

68,97
1,28
25

Nota. Elaboracidn propia.

Tabla 6

Valores predichos y observados experimentalmente de las variables respuestas en las condiciones

Optimas estimadas.

Valores n (NGm. IP bajo Valores IP alto
Respuestas X PR Desv. Estand.
predichos réplicas) 95 % observados 95 %
Rendimiento (%) 67,04 3 8,88162 52,6306 74,81 78,07
Pureza (%) 1,354 3 0,186274 1,09028 1,26 1,62382
Costo (USD $) 0,265 3 0,000150 0,26062 0,2609 0,261058

Nota. Elaboracién propia.

En las condiciones optimas encontradas, el
maximo rendimiento que se obtuvo fue de 74,81
%, el cual es superior a los resultados obtenidos
por otros autores (Ijaz et al., 2014), quienes
lograron un 18,97 % de rendimiento, empleando
el mismo paso de purificacion de celulasas
obtenidas por FES a partir Aspergillus niger. Sin
embargo, otros autores (Ahmed et al., 2015)
obtuvieron rendimientos de 76,4 % utilizando
80 % de saturacion con sulfato de amonio para
la precipitacion del crudo enzimatico producido
por Aspergillus niger. También, Farinas et al.
(2011), alcanzaron 56 % de recobrado al emplear
el 80 % de saturacion con sulfato de amonio,
durante 3 h a una temperatura de 10 °C.

En cuanto a la pureza, en las condiciones
Optimas ésta fue de 1,26, esto significa que se
logré purificar la enzima de interés mediante la
precipitacion con sulfato de amonio hasta 1,26
veces el valor obtenido en el crudo enzimatico.
El nivel de pureza alcanzado fue superior
al obtenido por Ijaz et al. (2014), Igbal et al.
(2011) y Hamdan y Jasim (2018) en condiciones
experimentales similares. En cambio, otros
autores han obtenido mayor grado de pureza. Sin
embargo, no tuvieron en cuentala determinacion

de condiciones 6ptimas globales, donde también
se considerara maximizar el rendimiento y la
pureza y minimizar el costo (Afzal et al., 2019;
Ahmed et al., 2015; Nehad et al., 2019).

El costo de la purificacion en las
condiciones 6ptimas predichas en este estudio
fue de USD $ 0,2609. La purificacion de celulasas
parasuposteriorusoenlaobtenciondebioetanol,
constituye la etapa de mayor influencia en los
costos de producciéon de este biocombustible.
En este estudio, no se consideraron todas las
partidas que influyen en el costo de produccién
debido a que la investigacion se encontraba en
etapas tempranas, y no se cuenta con un sistema
productivo establecido para la purificacion de
celulasas. Por tanto, el costo de la etapa se calculd
en consideracion a dos de los factores que mas
influyen en la precipitacion: cantidad de sulfato
de amonio y tiempo. De esta forma, el objetivo
fue trabajar en disminuir los costos asociados
a la precipitacion con sulfato de amonio desde
etapas tempranas. De este modo, se lograron
aportes positivos para el establecimiento futuro
delapurificacion de celulasas a escala productiva
aplicando los resultados de este estudio.
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Caracterizacion electroforética de las
fracciones obtenidas
En la Figura 2 se muestra el patron

electroforético de las fracciones eluidas de la
columna cromatografica mediante un gradiente
escalonado de concentraciones de NaCl (0,15,
0,20y 0,30 M).

En el extracto se evidencia la presencia
de bandas de proteinas que presentan un amplio
rango de peso molecular desde 21 hasta mas de
100 kilodaltons (kDa), las mas representadas
en la zona de 40 kDa aproximadamente. De

igual forma, la fraccién 1 muestra una amplia
distribucion con respecto al peso molecular. Sin
embargo, presenta poca actividad celulolitica
(Figura 3). La fraccion 2 exhibe visiblemente un
grado mayor de pureza y despliega dos bandas
predominantes en el rango de 30 a 40 kDa, con
una disminucion en la presencia e intensidad de
practicamente todas las bandas de peso superior
y una ausencia total de bandas de peso inferior a
30 kDa. Esta fraccién mostré la mayor actividad
enzimatica especifica (Figura 3). La fraccion 3
también manifiesta un mayor grado de pureza
en comparacion con la primera fraccion, pero
con una actividad enzimatica especifica inferior
a la segunda fraccion (Figura 3).

PM (kD) 1 2 3 4

——
01,0 — -
56,2 —| S
0.5 — | — TP —

e —

29,0 ——— '
21,0 -—::I_—_n—— e prmsems — - ——

Figura 2

Patron electroforético del extracto con actividad celulolitica obtenido a partir de Aspergillus niger y de

las fracciones resultantes de la cromatografia de intercambio iénico.
Nota. PM: patrdn de peso molecular, 1: extracto de celulasas, 2: fraccion 1 eluida con 0,15 M de NaCl, 3: fraccion 2 eluida con 0,20 M de NaCl y 4: fraccion 3

eluida con 0,30 M de NaCl. Elaboracién propia.

Al integrar el analisis de las bandas de
proteinas presentes en cada fraccion con el
valor de la actividad enzimatica especifica de las
mismas, se obtuvo como resultado preliminar la
identificacion de una banda con probabilidad de
ser responsable de la actividad endoglucanasa.
Enlafraccion 2,labanda reforzada esta presente
alrededor delos 38 kDa, también se observa, pero
con menor intensidad en la fraccion 3, y casi de
forma insignificante en la fraccién 1. El resto de

las bandas principales presentes en la fraccion
2 no presentan coincidencia en la fraccién 3.
Teniendo en cuenta que estas dos fracciones
son las de mayor actividad enzimatica especifica
(16,5 y 12,9 Ul/mg, respectivamente), es
probable que la proteina representada por esta
banda sea, al menos en parte, la responsable de
la actividad endoglucanasa del crudo enzimatico
obtenido a partir de Aspergillus niger UC33.
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El calculo del peso molecular de la banda
identificada en la fracciéon 2 arroj6 un valor de
38,47 kDa. El peso molecular de endoglucanasas
producidas por Aspergillus niger se encuentran

18
16
14
12
10

Actividad especifica (Ulimg)

(=T S - -]

en el rango de 30 a 45 kDa, seglin otros autores
(Devi y Kumar, 2012; Ijaz et al.,, 2014). Este
dato refuerza la probabilidad de que la banda
propuesta corresponda a una endoglucanasa.

Extracto 75% 0,15 moliL NaCl 0,20 moliL NaCl 0,30 mol/L NaCl

Figura 3

Fracciones

Actividad enzimdtica endoglucanasa especifica del crudo enzimdtico obtenido a partir de Aspergillus
niger y las fracciones obtenidas mediante cromatografia de intercambio idnico.

Nota. Elaboracién propia.

Conclusiones

Las variables tiempo de precipitacion,
concentracion de sulfato de amonio y
temperatura influyen significativamente en la
precipitacion de celulasas. La determinacion
de los valores Optimos de las variables
experimentales, teniendo en cuenta la
interrelacion entre ellas, permite maximizar, a
lavez, el rendimiento y la pureza de celulasas. La
precipitacion de celulasas con el uso de sulfato
de amonio constituye un método eficiente para
garantizar buenos resultados de rendimientos y
pureza, a un bajo costo de la etapa.
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Resumen 1a guanabana (Annona muricata L) es un fruto que ha presentado diferentes beneficios a la salud humana. Se han empleado diversas
porcionesdelaplantaenmedicinatradicional paradisminucion deinflamacién, fiebre, tosy asma. El fruto promueve ciertaactividad antihiperglucemiante
y adelgazante en el organismo; adicionalmente se ha empleado como remedio anticancerigeno. Debido a lo anterior, el objetivo de este trabajo fue
revisar y analizar diversos resultados de investigaciones experimentales realizadas con diferentes partes de la guanabana, para considerar su actividad
glucémica y su efecto antitumoral para una posible aplicacién a futuro. Para desarrollar el presente trabajo, se revisaron diversos articulos, revistas
y libros de servidores virtuales que contenian las caracteristicas solicitadas para el tema tratado. Los resultados demostraron la presencia de ciertos
componentes como taninos, flavonoides, catequinas, quercetinas y polifenoles. Entre los principios activos mayormente presentes en la guanabana
estan las acetogeninas anonaceas; estos fitoquimicos naturales producidos en las raices, corteza, tallos y hojas del arbol, asi como en las semillas de los
frutos, se ha demostrado diversos efectos benéficos. Hojas, frutos, raices y semillas, han sido considerados componentes con efectos antidiabéticos;
ciertas investigaciones demostraron que la administracién diaria de extracto de hojas en ratas disminuy? los niveles sanguineos de glucosa, triglicéridos
y colesterol; otros estudios suministraron por treinta dias un extracto de guanabana con jengibre, con una disminucion en el dafio hepatico causado por
diabetes mellitus. Las acetogeninas presentes en la guanabana, han sido estudiadas por su actividad antitumoral ya que estos compuestos pueden inhibir
selectivamente el crecimiento de las células cancerigenas. Los polifenoles del fruto demostraron efecto antioxidante, los cuales pudieran presentar
efectos coadyuvantes con los tratamientos contra el cancer. A pesar de los beneficios, se debe tener precaucion en caso de ingerirse en grandes cantidades
y por periodos prolongados debido a potenciales efectos adversos.

Palabras clave: guanabana; cancer; efecto glucémico; acetogeninas; polifenoles.

Ab stract Soursop (Annona muricata L.) is a fruit that has presented various benefits to human health. Different parts of the plant have been used in
traditional medicine to reduce inflammation, fever, cough, and asthma. The fruit promotes some antihyperglycemic and weight loss activity in the body;
additionally, it has been used as an anticancer remedy. Due to all of the above, this work aimed to review and analyze different results of experimental
research conducted with different parts of the soursop, considering its glycemic activity and its antitumor effect, for a possible future application.
Several articles, journals, and books from virtual servers which contained the characteristics requested for the topic in question were reviewed to prepare
this paper. The results showed the presence of certain components such as tannins, flavonoids, catechins, quercetins, and polyphenols. Among the
active principles most present in soursop are the annonaceous acetogenins; these natural phytochemicals produced in the tree’s roots, bark, stems, and
leaves, as well as in the fruit’s seeds, have demonstrated diverse beneficial effects. Leaves, fruits, roots, and seeds have been regarded as components
with anti-diabetic effects; some research showed that the daily administration of leaf extract in rats decreased blood levels of glucose, triglycerides, and
cholesterol; other studies administered an extract of soursop with ginger for thirty days, showing a decrease in liver damage caused by diabetes mellitus.
The acetogenins present in soursop have been studied for their antitumor activity since these compounds can selectively inhibit the growth of cancer
cells. The fruit's polyphenols have demonstrated antioxidant effects, which could have co-adjuvants effects in cancer treatments. Despite the benefits,
caution should be exercised if ingested in large quantities and for prolonged periods due to potentially adverse effects.

Keywords: soursop; cancer; glycemic effect; acetogenins; polyphenols.
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Propiedades, beneficios y efectos de la guanabana
(Annona muricata L.) sobre la glucemia y el cancer

Introduccion

Determinados padecimientos de indole créonico
que no se transmiten, diabetes y cancer
especificamente, son afecciones que tienen una
prevalencia e incidencia que se ha vuelto mayor
cada dia. En el caso de la diabetes, que es un
desorden metabolico cronico (Rothman-Kabir,
2018), los pacientes requieren ciertos cuidados
como tratamiento inicial con control dietético; si
la alimentacion equilibrada no basta, se empieza
un tratamiento farmacoldgico. En ocasiones,
esto no es suficiente cuando la diabetes esta muy
avanzada, por lo que se someten a tratamientos
que suelen ser invasivos como el suministro de
insulina (Inzucchi y Sherwin, 2012; Perel, 2018)
produciendo molestias a largo plazo. Por su
parte, las enfermedades cancerigenas son de los
motivos principales de muerte alrededor de todo
el mundo (Siegel et al., 2018); es un padecimiento
que puede afectar cualquier parte del cuerpo y
que debe ser tratado para evitar su proliferacion.

En la actualidad, se realizan
investigaciones con diferentes tipos de
tratamientos para enfermedades cronicas de
este estilo (Wang et al., 2018). Sin embargo,
varios de estos aun son considerados invasivos,
como sucede con los pacientes sometidos a
quimioterapia, pues los farmacos y compuestos
empleados afectan a todo el organismo sin
diferenciar entre tejidos sanos y enfermos. Como
una manera de afrontar estos problemas de
salud, se han planteado diferentes alternativas
como terapias con el empleo de hormonas,
electromagnetismo o tratamientos menos
invasivos como el consumo de extractos de
alimentos o productos naturales (Siti et al.,
2009).

Para los pacientes con algin
padecimiento de los mencionados
anteriormente, una alternativa natural ha sido
la guanabana (Annona muricata L.), sometida
a diversos estudios que demuestran efectos
terapéuticos y eficaces propiedades contra el
cancer (Anuragi et al., 2016). De igual manera, se
considera que los compuestos de dicha planta,

especificamente las acetogeninas, presentan
propiedades antioxidantes (Vitetal., 2014); estos
compuestos funcionan de manera especifica en
tumores, como sucede con pacientes con cancer
(Qazi et al., 2018), y ayuda en el metabolismo
glucosidico a mejorar la sensibilidad ala insulina
en personas que viven con diabetes.

En este sentido, los alimentos
funcionales presentan en su composicion
quimica y bioquimica diversas sustancias
activas que pueden generar beneficios para el
sistema gastrointestinal y nutrimental, que
definitivamente impactan en la salud del cuerpo
humano en la disminucion de la probabilidad
de enfermedades. Estos alimentos, han tomado
mayor interés en los ultimos afios debido a
los beneficios que promueven con su ingesta
moderada (Fuentes-Berrio et al.,, 2015). La
guanabana, fruto ingerido de diversas formas
a nivel mundial, se usa de manera tradicional
por la facilidad de su cosecha, asi como por los
efectos clinicos que se le han adjudicado. Debido
a lo antes mencionado, este trabajo tiene como
finalidad reportar las caracteristicas y beneficios
del consumo del fruto (Anuragi et al., 2016), asi
como de otras porciones de la planta ya sea en
forma de té o en infusiones y mencionar algunos
aspectos negativos que puede causar su ingesta
excesiva.

Los beneficios terapéuticos de Ila
guanabana hasta ahora reportados son en
contra de distintos tumores humanos y agentes
patégenos en cultivos in vitro. Sistemas
de modelos animales han sido probados
para determinar su capacidad para atacar
especificamente la enfermedad, mientras
ejercen poco o ningun efecto sobre la viabilidad
celular normal. Se han informado mas de 212
ingredientes fitoquimicos en extractos de
guanabana encontrados en diferentes partes del
arbol (Coria-Téllez et al., 2016).

Los componentes bioactivos especificos
responsables de los principales beneficios
anticancerigenos (Gomes et al., 2010; Yahid et al.,
2018), antioxidantes, antiinflamatorios (Hamid

87



88

Revista Colombiana de Investigaciones Agroindustriales
Volumen 9 (2). Julio — Diciembre. [p.86-101]

et al, 2012) antimicrobianos (Coria-Tellez
et al., 2016) y otros beneficios de esta planta,
incluyen diferentes clases de acetogeninas
anonaceas (metabolitos y productos de la via
policétida), alcaloides, flavonoides, esteroles
y otros. Un estudio fitoquimico realizado con
extractos de la planta de Annona muricata L.,
demostré una elevada concentracién de los
compuestos anteriormente mencionados, asi
como saponinas, terpenoides, cumarinas y
antraquinonas (Gavamukulya et al., 2014).

Metodologia

Para la elaboracion de esta revision cientifica,
se consideraron los articulos cientificos, libros
o capitulos de libro que tuvieran relacion
directa con las caracteristicas investigadas de
la guandbana (Annona muricata L); se reviso
informacion publicada del afio 2004 a la
actualidad, se consider6 la relevancia de los
trabajosy surelacion con el tema, y se emplearon
articulos de libre acceso en buscadores como
Scielo, ResearchGate, Google académico,
PubMEd y Redalyc.

Entre los temas revisados en las distintas
fuentes bibliograficas estan las caracteristicas
generales y funciones de diferentes partes de la
Annona muricata L en el organismo humano, la
actividad de diversos metabolitos sobre el cancer
y la diabetes mellitus, y los efectos negativos de
la guanabana debido al consumo excesivo que
pudiera presentarse.

Resultados y discusion

Morfologia de la guandbana

La guandbana, graviola o corosol, con nombre
cientifico Annona muricata L., es un arbol frutal
perteneciente a la familia de las Annonaceae;
varia de un tamafio pequefio a mediano de hasta
ocho metros de altura; su follaje es aromatico,
de hojas lustrosas, flores medianas y solitarias
con pétalos amarillentos muy gruesos. Este

arbol (Figura 1a) se encuentra principalmente
en diferentes zonas del tropico entre éstas,
Africa del norte, ciertas partes de Asia, asi como
centro y Suramérica. En América, la region del
caribe, Guatemala y México son los principales
centros de produccion, siendo este Gltimo pais el
principal productor de Centroamérica, mientras
que en Suramérica son Venezuela, Brasil y
Colombia (Bernardi et al., 2017).

La produccién de la guanabana es
practicamente durante todo el afio. Sin embargo,
el periodo es mayor de octubre a diciembre en
las regiones mas calidas. En el caso México, los
estados de Nayarit, Michoacan y Colima son los
principales productores de Annona muricata L.,
generan hasta 16 mil toneladas anuales (Leiva et
al., 2018).

El fruto de la Annona muricata L. es de
aspecto ovalado y acorazonado (Figura 1b);
presenta pulpa de color blanco formada por
pequeiias estructuras en forma de “ampolletas”
adheridas entre si por la fibra que la caracteriza,
tiene un tamafio mediano-grande que alcanza
un peso de hasta 7 kg; en el interior de las
ampolletas tiene semillas de color negro (Figura
1c) y sabor agridulce; posee un sabor unico,
agradable y aromatico, pero en su forma fresca
no es tan popular como otras frutas tropicales.
La parte externa también conocida como
cascara, presenta suaves espinas de color verde
olivo, un poco mas intenso que el resto de toda la
epidermis.

Debido al sabor presentado por la pulpa,
es muy empleada en la industria alimentaria
para ser consumida directamente en su estado
natural o en combinacién con otros frutos o
procesos industrializados. Sin embargo, la
Annona muricata L., no es tan comin como otros
alimentos de esta naturaleza (Gavamukulya et
al., 2017).

El contenido de agua encontrado en la
pulpa de Annona muricata L., es de 82,8 g/100g;
ademas proporciona lipidos, sales minerales,
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potasio, fésforo, hierro, calcio, zinc, magnesio y
sodio (Leiva et al., 2018); presenta las vitaminas
hidrosolubles B y C, asi como la provitamina A.
El peso mas comun de la guanabana es de 4 kg,
su longitud llega a ser entre 20 v 30 cm. aunaue

Figura 1l

estas mediciones pueden variar. El aporte
energético de la guanabana es de 53 cal por cada
100 g de la pulpa, presenta 1 g de proteina, 14,6
g de carbohidratos y 0,97 g de lipidos (Jiménez-
Zurita et al., 2016).

Diferentes aspectos morfoldgicos de la Annona muricata

Nota. a) drbol, b) fruto, y c) semillas. Elaboracién propia.
Componentes activos de la Annona
muricata L.

Muchos compuestos quimicos y sustancias
activas han sido encontrados en la guanabana,
en su mayoria acetogeninas (ACG’s) anonaceas
(Figura 2); estas sustancias son fitoquimicos
producidos tanto en tallos, como en las hojas

OH

R=OH6 O
Figura 2

Estructura qufmica de las acetogeninas
Nota. Elaboracidn propia.

Las acetogeninas presentan gran
importancia por su actividad biolégica, segin
Garcia (2009), son compuestos formados
por cadenas de 32 a 34 atomos de carbonos
combinados en el carbono secundario con un
radical 2-propanol formando una Y-lactona;
segun la estructura, pueden presentar hidroxilos
enlasparteslateralesalosextremos delacadena.
Depende del namero de anillos presentes en su
estructuraquimica, estos fitoquimicos se pueden
clasificar en (Figura 3) Acetogenina mono-THF,
Acetogenina adyacente bis-THF, Acetogenina
no adyacente bis-THF y Acetogenina sin anillos
(Zeng, 2004).

del arbol. Se producen en corteza, raices y
semillas de los frutos. Entre las plantas de la
familia Annonaceae en las que se han encontrado
estos fitoquimicos, se encuentran la Annona
cherimolia, Annona glabra, Annona muricata,
Annona esquamosa y otras (Florez y Martinez,
2010).

R o]

1,203

Usos de la Annona muricata L. en la medicina
tradicional

A partir de la década pasada, se ha
incrementado la popularidad de la guanabana
debido a sus propiedades para el tratamiento
naturaldealgunasenfermedades. Lasactividades
terapéuticas que se le adjudican se presentan
a partir de diferentes partes de la planta; tales
como la pulpa de la fruta, las semillas, las hojas
y la corteza (Avila et al., 2012). En este sentido,
en areas nativas de Suramérica y Africa, Annona
muricata es parte de sus costumbres por muchos
afios; para la medicina tradicional, el fruto y las
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hojas presentan efectos en la disminucién de
problemas digestivos, asi como de hipertension,
inflamacion, fiebre, tos y asma, entre otros
padecimientos (Clement et al., 2016).

Se ha establecido que el consumo regular
de la guanabana incrementa la produccién de
leche materna después del parto. A la Annona
muricata L. también se le ha atribuido una
aplicacion astringente para la diarrea y la
disenteria. Aunado a esto, se han tratado los
malestares de cabeza y problemas de la artritis

Acetogeninna mono-THF

R
OH R

con una mezcla del fruto inmaduro con aceites
como el de olivo (Ramirez y Pacheco, 2011).
Estudios han demostrado (Florence et al., 2013)
que ciertos componentes bioquimicos del arbol
en cuestion presentan actividad antioxidante,
antihiperglucemiante, antiartriticos y
hepatoprotectores, entre otros. Debido a la
presenciadecompuestosantioxidantesenciertas
partes de este mismo arbol, se ha estudiado
su efecto anticancerigeno para diversos tipos
de cancer. Sin embargo, se necesitan mas
investigaciones para comprobarlo.

Acetogenina adyacente bis-THF

R

Acetogeninas no adyacentes bis-THF

Sin anillos
MR _

SUBCLASIFICACION DE ACETOGENINAS CON ANILLOS
LACTONA TERMINALES

o) o
@ 0 \Q/\
o
R1=H10H o
R2=11101

Cetolactonas Cis o Trans

Figura 3

Clasificacion de las acetogeninas segun su estructura quimica

Nota. Elaboracién propia.

La corteza del arbol al igual que las hojas
de la Annona muricata L. se pueden consumir
en forma de té; estas ultimas se usan en la
medicina tradicional para tratar dolores de
cabeza, hipertension, tos y asma. Las hojas se
emplean como antiespasmodicos, sedantes y
para la afeccion cardiaca; adicionalmente, se
han empleado estudio en ratas para controlar
la diabetes y algunas de sus complicaciones
(Holanda et al., 2014). El té elaborado con las
flores del arbol de la guanabana ha presentado
una aplicacion como expectorante. A su vez, la
pulpa es alta en fibra, la cual ayuda a formar las
heces fecales y mejora el transito intestinal. Los
polisacaridos presentes, son parte fundamental

para tratar los problemas del intestino delgado
como la inflamacién y ulceracion. De igual
manera, ciertas investigaciones con extractos
etandlicos de la cascara y de la pulpa han
demostrado efecto antimicrobiano y ante
infecciones causadas por virus, respectivamente
(Zorofchian et al., 2014).

Funciones generales de la Annona
muricata L.

Surgen diversas investigaciones en las que
utilizan extractos de diferentes partes de la
plantade Annonamuricataque demuestran efecto
en células tumorales y sobre el metabolismo
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de la glucosa entre los mas importantes
(Tabla 1). En ese sentido, se han estudiado
diversas bioactividades inmunosupresivas,
pesticidas, antimicrobianas, hepatoprotectoras,
antiinflamatorias y ansioliticas (Adeyemi et al.,
Tabla 1

2009). Flérez y Martinez (2010) demostraron
que algunas acetogeninas de Annona muricata L.
y otras plantas de la familia Annonaceae han sido
usadas como pesticidas de origen biolégico para
acabar con determinadas plagas.

Estudios de diversas partes de la Annona muricata L. y sus funciones en humanos

Funcién en el

. Parte de la planta
organismo

Fraccién Referencia

Efecto en células

Extracto crudo de hojas de

guandbana Lépez (2016)

Compuestos aislados en hoja de

tumorales Hojas ., Duefias (2019)
(Céncer) guanabana
Extracto de hojas de guanabana Indrawati et al. (2017)
Extracto etanol)co de hojas de Arroyo et al. (2009)
Hojas guandbana

Efecto
hipoglucemiante.
Diabetes

Extractos de hojas, corteza,
frutos y semillas

Compuestos aislados

Compuestos aislados de

Zorofchian, Rouhollahi et al. (2015)

Carbono-Delahoz y Dib-

acetogeninas diazgranados (2013)

Nota. Elaboracion propia.

Entre los principales componentes de la
Annona murica L., se encuentran acetogeninas,
flavonoidesy taninnos (Gajalakshmi et al., 2012).
En este sentido, investigaciones realizadas
en diferentes porciones del arbol (hojas,
frutos, corteza), comprobaron la existencia
de mas de 45 tipos de acetogeninas; cada uno
de estos compuestos analizados demostr
efectos sobre la salud. Sin embargo, ademas
de los efectos beneficiosos, algunas de las
acetogeninas (alrededor de 21tipos) encontradas
principalmente en hojas, presentaron una
actividad citotdxica.

Se ha encontrado contenido fendlico
en extractos acuosos y etanolicos de cascaras y
semillas de guanabana, lo que demuestra una
actividad antioxidante (Moncada et al., 2012).
Investigaciones recientes (Lourenco et al., 2019),
han indicado amplios beneficios de polifenoles
como un buen antioxidante natural, siendo atin
mejor quelos sintéticos. Ain con estosbeneficios,
el consumo debe ser moderado (Giilcin, 2012).
Adicionalmente, se considera que la guanabana
presenta actividades antimicrobianas que puede

combatir una amplia gama de infecciones
fingicas y bacterianas, y a cierto tipo de gusanos
y organismos parasitos (Leiva et al., 2018).

El propoésito de esta revision se enfoco
mayormente en las investigaciones realizadas
en el tratamiento de la diabetes mellitus 2 y
del cancer, debido a que son enfermedades
peligrosas para la poblacion, incluso mortales si
no se detectan y controlan a tiempo. También, se
abordaron algunos de los aspectos que pudieran
llegar a ser perjudiciales como un consumo
excesivo de la especie en cuestion.

Efecto del consumo de la guandbana sobre
la glucemia

En los ultimos afios, México y otras partes
de mundo, han tratado de dar soluciones a
problemas de sobrepeso y obesidad debido a
que conlleva a enfermedades como el sindrome
metabolico o la diabetes. Debido a lo anterior,
surgen investigaciones para obtener la respuesta
de diversos concentrados metanélicos obtenidos
de la guanabana sobre la actividad glucidica
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en animales de laboratorio que han sido
diabetizados (Damayanti et al., 2017). En este
estudio, después de 15 dias de administracién de
100 mg/kg de extracto de la pulpa de guanabana
alasratas, se demostré un efecto significativo en
los niveles glucosidicos en sangre delos animales
hiperglucémicos tratados, en comparacion con
las ratas no tratadas con extracto de guanabana.
Estos resultados, proporcionaron un indicio de
que la guanabana puede promover la pérdida
de peso y actividad antihiperglucemiante en el
organismao.

Por otra parte, un estudio similar
realizado con roedores, en el que se empled un
extracto etanolicoapartirdehojas de guanabana,
demostr6 un buen control glucosidico vy
sugiere una accion protectora sobre las células
B-pancredticas. A pesar de lo investigado, ain
se desconoce completamente el mecanismo
de accion de los componentes del extracto
(Adeyemi et al., 2010). Sin embargo, tanto las
hojas, frutos, raices y semillas de la guanabana,
han sido considerados componentes con efectos
antidiabéticos (Malviya et al., 2010).

Para el caso especifico de la diabetes
mellitus 2, diversos estudios consideran la
aplicacion tradicional de Annona muricata L.
contra la enfermedad mencionada. En ese
sentido, ratas diabetizadas con estreptozotocina
fueron tratadas con 100 mg/kg de un extracto de
hojas de guanabana con metanol como solvente;
el estudio fue realizado por dos semanas
consecutivas y se redujo significativamente la
concentraciéon de glucosa en sangre de 21,64 a
4,22 mmol/L. Ademas, aplicando la misma dosis
del extracto de guanabana en ratas, se redujo
significativamente el colesterol sérico total, las
lipoproteinas de baja densidad, asi como los de
muy baja densidad y los triglicéridos (Adeyemi
etal., 2009).

Un estudio similar al anterior es el de
Damayanti et al. (2017), en el que se evalud el
extracto acuoso de las hojas de guanabana contra

la diabetes y reportd actividades antidiabéticas
prometedoras; demostré una disminucion en el
peso corporal, triglicéridos, indice glucosidico,
colesterol total y LDL. Los resultados fueron
sometidos a pruebas de laboratorio con ratas
diabetizadas a partir de estreptozotocina,
presentandose un aumento significativo en los
niveles sanguineos de glucosa. Posteriormente,
una dosis de 100-200 mg/kg (segin el peso de la
rata) apartir de un extracto acuoso de lashojas de
guanabana fueron suministradas diariamente;
la respuesta obtenida fue un decremento en los
indices glucosidicos en sangre, en contraste con
el grupo control utilizado.

Por otro lado, se consider6 un grupo de
ratas como control positivo para diabetes; a los
animales se les realiz6 una tincion de células B,
esta present6 menor intensidad comparado con
aquellas normoglicémicas del grupo control.
Segun los resultados reportados por Florence
et al. (2013), el extracto de guanabana sugiere
un incremento en la proliferacion o renovacion
de las células B presentes en los islotes, lo cual
se presenta en personas con diabetes cuando
las células ya estan dafiadas; en este caso, se
present6 posterior a la destruccién celular por
efecto de la estreptozotocina aplicada en ratas.

Las proteinas FOXO1 (Factor de
Transcripcion de la Proteina Forkhead Box 0O1),
activan la transcripcion genética al inducir la
apoptosis celular; siestaseinactivara, habriauna
supresion de la gluconeogénesis hepatica, lo que
aumenta sensibilidad insulinica en los tejidos
periféricos. Los extractos de hojas de guanabana
presentan ciertos compuestos bioactivos que
pueden incrementar proliferacion de células B
pancreaticas en animales experimentales, pero
también pueden inhibir la proteina FOXO1.

En consecuencia, en un analisis
experimental de acoplamiento molecular se
obtuvo una capacidad de unién de los residuos
aminoacidicos en un 66% (Damayanti et al.,
2017). Esta actividad se explica por su potencial
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antioxidante e hipolipidémico y sus efectos
protectores contra las células B pancreaticas. El
examen histopatologicodemostrd que el extracto
dehojaprovocélaregeneraciondelascélulasfen
los islotes del pancreas. El extracto etanolico de
la corteza del tallo también demostré actividades
antidiabéticas e hipolipidémicas prometedoras
contra diabetes en ratas inducidas con alloxano.
Otra investigacion en la que se empled etanol
para realizar extractos de hojas maduras de
guanabana (150 y 300 mg/kg) en ratones
normoglucémicos durante 14 dias, demostré un
decremento de la glucosa sanguinea y se asocio
con una reduccion de los niveles de colesterol y
triglicéridos (N'Gouemo et al., 1997).

Benattietal.(2018), realizaron un estudio
in vitro para conocer el efecto antidiabético
e inhibitorio a partir de una extraccion
etandlica y una mezcla liquido-liquido de
hojas del fruto en cuestion sobre las enzimas
a-amilasa, a-glucosidasa, asi como lipasa; se
determind su poder antioxidante con fracciones
enriquecidas con polifenoles. Los resultados
de la investigacion demostraron capacidad
para reducir peroxidacion lipidica hepatica y
propiedades antioxidantes. Las inhibiciones de
las enzimas fueron para a-amilasa (IC50 45,7 +
13,5 pg ml?), a-glucosidasa (IC50 413,1 + 121,1
pg ml) y lipasa (IC50 74,2 + 30,1 pg ml?), y se
present6 menor citotoxicidad al comparar las
fracciones enriquecidas con el extracto crudo. Se
encontraron diversos compuestos que presentan
efectos antioxidantes entre los que destacan: el
acido cafeico, catequina, quercetina, entre otros.
Se demostrd que las fracciones enriquecidas con
polifenoles presentan una potencial efectividad
para el control de los sintomas de la diabetes
mellitus.

Enotro trabajo de investigacién, Adeyemi
et al. (2009) emplearon extractos de hojas de
guanabana y evidenciaron efectos positivos
que acttian directamente en el higado, con una
produccion indirecta de la hormona insulina;

los resultados también afectaron de manera
positiva en el cuerpo debido a la presencia
de antioxidantes endbgenos. Morales (2017),
comprob6 actividad sobre el metabolismo
glucosidico a partir de Annona montana, otra
especie de la familia Anonneaceae conocida
como ‘falsa guandbana’; segln los resultados
obtenidos, los extractos de las hojas podrian ser
usados contra enfermedades cardiovasculares,
dislipidemias. También se encontré un efecto
antihiperglucemiante, posiblemente preventivo
de la diabetes.

Los investigadores Al Syaad et al. (2019),
estudiaron en ratas wistar diabetizadas con
estreptozotocina, el efecto producido por un
extracto de Annona muricata L. y de jengibre
asociado con el estrés oxidativo, inflamacién y
apoptosis.Losextractos(100mg/kgdeguanabana
0 200 mg/kg de jengibre) fueron administrados
oralmente por 30 dias consecutivos. Posterior
a ese tiempo, se realizaron las mediciones en
las que se encontré un efecto beneficioso en los
niveles de insulina, hiperglucemia, resistencia
a la insulina y hemoglobina glicosilada en las
ratas diabetizadas.

Aunado a lo anterior, se presentd una
notable mejoria en la funcién enzimatica del
higado y se regul6 la inflamacion dependiente
del estrés oxidativo. La investigacion sugirio
que el extracto de guanabana y de jengibre,
disminuyen en los animales el dafio hepatico
causado por la diabetes, debido a modulacion
de proteinas mediadoras del proceso natural
conocido como apoptosis, lo que indica un
potencial efecto terapéutico.

Efecto del consumo de la guandbana ante el
cdncer

Diversos estudios fitoquimicos revelan que se
han aislado mas de cien tipos de acetogeninas
anonaceas (ACG) de diferentes partes del arbol de
la Anona muricata L. (Tabla 2). Las acetogeninas
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han sido ampliamente investigadas debido a su
potente actividad antitumoral presentada como
resultado de la elevada concentracion de estas
(Pieme et al., 2014). La investigacion de Nawwar
etal. (2012), demostrd que algunos componentes
extraidos de la Annona muricata L. tienen una
toxicidad de manera dirigida hacia cierto tipo de
células cancerigenas (sin causar dafio a células
saludables).

Las acetogeninas presentan un potencial
efecto como inhibidor de la NADH ubiquinona
oxidoreductasa, esta enzima es indispensable
para el complejo I de la cadena respiratoria
presente en la membrana de las mitocondrias.
Las acetogeninas inhiben la transferencia de los
electrones por la enzima oxidoreductasa que va
a alterar la generacién de ATP, causando una
muerte celular por necrosis (Chuzeville, 2015). Al
considerar esto, sedemostro seginlo establecido

Tabla 2

por Garcia (2009) que las acetogeninas presentes
en la familia Annonaceae pueden inhibir el
aumento de tamafio e incremento de células
cancerigenas y resistentes.

Las células cancerosas requieren energia
para aumentar de tamafio, multiplicarse y
realizar intercambio de materia con su medio
externo. Cuando se inhibe la energia celular ya
no se puede realizar el intercambio de materia
ni el bombeo. En este sentido, las acetogeninas
actian como inhibidor al bloquear el ATP de la
célula cancerosa mediante la accion inhibitoria
del complejo I mitocondrial, por lo que la
energia celular es insuficiente para llevar a cabo
ciertos procesos y se desintegra. Es poco comun
que las células en estado normal, desarrollen
tal bombeo; debido a esto, no es necesario
cantidades de energia muy elevadas para llevarlo
a cabo (Awodele, 2013).

Tipos de acetogeninas aisladas de diferentes partes de la Annona muricata L.

Parte de la planta

Compuesto aislado

Cis-annonacina

Acetogenina

Semillas Cohibina
Javoricina
Longicina
Raiz Cis-solamina
Annopentocina
Hojas Annomuricina E

Annomutacina

Nota. En todos los casos se reportd una bioactividad citotdxica. Garcia (2009).

Se realizaron estudios in vitro e in vivo con
ratones a partir de un suplemento en capsulas
elaboradas de hojas y de tallos de guanabana, en
una relacién 1:1 de ambos componentes 100 %
puros sin aglutinantes ni rellenos y se observo
la inhibicién en la formacién de tumores y la
metastasis de cancer pancreatico. También,
se demostré que la guanabana indujo necrosis
de células cancerigenas mediante la inhibicion
del metabolismo celular. En este sentido, se
presenté una disminucion en biomarcadores

relacionados con la hipoxia y la glucélisis en
células pancreaticas posterior al suministro del
extracto (Torres et al., 2012).

Otra investigacion, demostr6 que las
sustancias activas obtenidas de la Annona
muricata L. son efectivas en la disminucion de la
actividad cancerigena en la prostata (Leiva et al.,
2018) asi como en el cancer de mama (Oberlies
et al.,1997). De igual manera, se tienen registros
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que algunos componentes de la fruta en cuestion
podrian reducir el cancer de higado, gastrico y
gastrointestinal (Leiva et al., 2018). Finalmente,
se realizo un estudio para conocer los efectos
anticancerigenos de la guanabana posterior a su
ingestion, encontrandose efectos positivos en
animales que presentaban un gen cancerigeno
sobreexpuesto (Gaviria et al., 2018).

Los estudios contra el cancer a partir de
diferentes porciones de la planta de guanabana
se han realizado con experimentos en el
laboratorio, con modelos animales y en algunos
casos con modelos humanos. La investigacion
de Schlie-guzman (2009) se realizd, con un
paciente femenino de la tercera edad que
presentaba cancer de mama en metastasis y
demostré que la ingestion de hojas hervidas
en agua en conjunto con un medicamento
quimioterapéutico (Xeloda ™), contribuy6 a
que la enfermedad no siguiera en avance y se
estabilizara. Debido a estos exitosos resultados,
se han realizado formulaciones de comprimidos
a partir de extractos de hojas de Annona muricata
L. con acetato de etilo como solvente; esta
mezcla cuenta con la presencia de acetogeninas
que pudieran usarse como coadyuvantes en
tratamientos cancerigenos.

Por otra parte, se han realizado otros
analisis in vitro a partir de extractos de hojas de
la misma fruta con el solvente anteriormente
mencionado; Ramos (2014) analiz6 el proceso
para contrarrestar la accion de las células
cancerigenas de colén y de pulmén. Como
resultado, el extracto indujo el proceso conocido
como apoptosis en células cancerigenas, tanto
de pulmoén como de colon, mediante un proceso
regido por las mitocondrias. Aunado a lo
anterior, la muestra inhibié significativamente
en el colon, la migraciéon e invasién de sus
células cancerigenas. Debido a la activacion de la
caspasa III por el extracto etandlico de las hojas,
la muestra también demostrd un efecto inductor
de apoptosis en células leucémicas mielégenas

K562, lo que se confirmo con un ensayo TUNEL.
Cabe sefialar que la caspasa es una proteina con
actividad enzimatica como mediadora esencial
de la transduccién y la ejecucion de la seiial
apoptotica (Chan, 2010).

Por ultimo, Roduan et al. (2019) se
propusieron conocer las actividades citotoxicas,
antioxidantes y antitumorales de diferentes
extractos de guanabana y acetogeninas aisladas.
Encontraron en los resultados una importante
actividad citotéxica, mientras quelaannoniacina
estudiada en los experimentos in vitro, presentd
una baja actividad antioxidante; esta actividad
puede ser via enzimatica o sin ella. Sin embargo,
actiian contra el deterioro celular. Debido a los
hallazgos, los extractos de Annona muricata L.
presentan un efecto cancerigeno que puede ser
de gran utilidad en la industria alimentaria y
muy probablemente en la salud humana.

Efectos secundarios y contraindicaciones de
la annonacina

Algunas sustancias propias de la guanabana,
como la annoniacina, pueden causar
modificaciones nerviosas y trastornos del
movimiento cuando se ingiere en grandes
cantidades. En estudios in vitro se encontrd que
algunoscomponentesdeestafrutapuedencausar
dafio en el sistema nervioso, hasta ocasionar
sintomas de padecimientos neuroldgicos. Thang
(2013), estudi6 la ingesta de grandes cantidades
de guanabana con una elevada concentracion
de annonacina (Figura 4) en la fruta (15 mg/1,5
kg de muestra) o en jugos comerciales (36 mg/
lata de 355 ml), mayor hasta en un 100 % que en
el té de hojas (140 mg/taza) de Annona muricata
L. Obtuvo que habia grandes posibilidades de
desarrollar cambios nerviosos y cierto tipo de
alucinaciones.

Adicional al estudio anterior, Zorofchian,
Rouhollahi, et al. (2015) en su investigacion
realizada en ratas a las que se les suministrd
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durante un afio via intravenosa una infusion de
hojas de guanabana; sugieren que el consumo
diario del fruto, o su néctar, durante un tiempo
prolongado, podria causar lesiones cerebrales
en los roedores, debido al contenido total de
annoniacina, por lo que es relevante moderar
la cantidad ingerida. El consumo constante de
annoniacina en los animales del estudio acabd
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con el abastecimiento de ATP, deteniéndose
el transporte energético mitocondrial vy
causo alteraciones celulares. A pesar de estas
evidencias, se deberian considerar mas trabajos
de esta indole para verificar si existe alguna
perturbacion o alteracion especifica en alglin
sistema por el exceso de ingesta de la fruta y/o
extractos de esta.
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Annoniacina
(58)-5-metil-3-((2S,85,13R)-2,8,13-trihidroxi-((2S-5-((R)-1- hidroxidodecil)-
tetrahidrofuran-2-il)tridecil)furan-2-(5H)ona

Figura 4

Estructura quimica de la Annoniacina
Nota. Elaboracién propia.

A pesar de que, en algunos estudios en
animales, el consumo de la pulpadelaguanabana
demostrd disminuir la hipertension y los niveles
glucosidicos sanguineaos. Rottscholl (2016)
encontraron que el consumo del fruto causa
dafio a los rifiones y al higado si se ingiere con
frecuencia. En contraste, es poco probable que
las bebidas o los alimentos que contienen la fruta
puedan dafiar el organismo humano cuando
se toman como parte de una dieta equilibrada,
sin excesos en el consuno de Annona muricata
L. ya que no tiene las mismas concentraciones
presentadas en una infusion u otra de las formas
en las que se puede consumir.

El extracto de guanabana demostrd
efectos antiulcerosos al aumentar las actividades
de o6xido nitrico y prostaglandina E2 asi como
acciones antiinflamatorias y analgésicas al
inhibir la ciclooxigenasa (COX) -1y COX-2y al
bloquear los receptores de opioides. A pesar de
esto, el consumo constante y por un periodo
de tiempo extenso del jugo de guanabana en
modelos animales, puede generar padecimientos
neurodegenerativos debido a la formacion de
especies reactivas de nitrégeno (Yang et al.,
2015).

Los efectos de la suministracion de
guanabana segun su ingestion, puede afectar
de diferente manera a los 6rganos y funciones
del cuerpo, entre estos se pueden encontrar:
a) efectos secundarios neurotoxicos: debido
a que, la annonacina presente en la planta es
considerada como una neurotoxina, lo cual
puede ayudar a desarrollar problemas cerebrales
y neuronales, hasta presentar sintomas de
enfermedades como Parkinson. Sin embargo,
los estudios actuales no son suficientes para
demostrar la actividad de la annonacina; b)
problemas gastrointestinales: el ser humano
presenta de manera natural, microorganismosy
bacterias necesarias que ayudan a los procesos
digestivos que se llevan a cabo en el organismo,
por lo que el té de hojas de guanabana podria
acabar con esa flora bacteriana debido a su
potente accién antimicrobiana y antibacteriana;
cuando este té es consumido por largos periodos
de tiempo y en concentraciones elevadas, podria
generar mala digestion y efectos negativos
sobre los intestinos; c) presion arterial baja:
las personas con hipotension o que ingieren
medicamentos antihipertensivos, deberian
evitar el consumo del té de Annona muricata
L. El exceso en su consumo también podria
provocar mareos, nauseas, desvanecimientos
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y jaquecas; d) interaccion con farmacos: el
consumo de este té por tiempo prolongado o
dosis elevadas deberian ser consultadas con los
profesionales de la salud. Los componentes de la
guanabana pueden reaccionar con el compuesto
activo del medicamento y generar problemas o
efectos adversos. De igual manera las personas
que ingieren medicamentos relacionados con
el suefio, estrés, hipertension y enfermedades
neurodegenerativas, deben tener especial
cuidado (Rottscholl, 2016).

Los alcaloides de la guanabana son
perjudiciales para la supervivencia de las células
nerviosas dopaminérgicas in vitro. Esto puede
provocar disfuncion neuronal y degeneracion.
Un extracto etandlico produjo comportamientos
estimulantes de las células, ya sea, por un
aumento del recambio mitocondrial que indica
la estimulacion en la produccion de proteinas,
0, por la preparacion para abandonar la fase Gi,
tal vez, debido al estimulo promitdtico presente
en el extracto que actia como un factor de
crecimiento (Zamudio-Cuevas, 2014).

Las personas que padezcan problemas
en los rifiones o en el higado, que sean
hipertensas, que presenten mal de Parkinson,
epilepsia, mujeres gestantes o lactantes, asi
como ninos, deben tener especial cuidado,
debido a que el extracto, infusion o té de hojas
de Annona muricata L. esta contraindicada para
este sector de la poblacion. En este sentido,
por su acciéon vasodilatadora, cardiodepresora
e hipotensora. Sin embargo, después del parto
se recomienda el consumo de la fruta de forma
moderada, para incrementar la produccion de
leche materna (Zorofchian, Fadaeinasab et al.,
2015). Se deben seguir las indicaciones médicas
en caso de presentar algun tipo de diabetes (I, II
o gestacional), a causa de que algunos estudios
han desmostrado efecto hipoglucimiante o
anihiperglucemiantes (Le6n, 2017).

Conclusiones

En afios recientes, las investigaciones enfocadas
a la Annona muricata L., han demostrado que
es una fruta nutritiva, que presenta diferentes
beneficiosenlasaludyconefectospositivossobre
el metabolismo glucosidico y sobre el cancer. En
este sentido, el consumo de ciertas partes de la
planta, en forma de extractos o tés, presenta
una disminuciéon en los niveles glucosidicos
sanguineos. Sin embargo, las pacientes con
prescripcion médica de hipoglucemiantes orales
deben consultar el médico previo a la ingestion
de productos elaborados con esta fruta.

Por otra parte, existen diversas
investigaciones sobre los polifenoles que
actian como antioxidantes, asi como de la
anonacina, componente derivado de la Annona
muricata L. Estas actividades han sido evaluadas
experimentalmente tanto en el laboratorio como
en modelos animales. A pesar de esto, existe
muy poca informaciéon de estudios clinicos en
humanos para conocer a profundidad su efecto
sobre la salud.

Sin embargo, el té de hojas de guanabana
no debe ser ingerido durante periodos
prolongados de tiempo ni durante el embarazo, y
tampoco es recomendable su consumo en nifos
pequefios. Debido a lo anterior, se considera que
los productos derivados de esta planta ain no
pueden ser empleados para un uso terapéutico.
Lo anterior conlleva a dirigir las investigaciones
cientificas sobre los principios activos, como
las acetogeninas y polifenoles encontrados en
diversas partes de la planta y su efecto sobre
padecimientos como la diabetes mellitus 2,
cancer y otras enfermedades. A pesar de las
limitantes mencionadas, se puede observar un
claro avance en materia de salud, en el empleo
de los derivados de esta fruta en alimentos
funcionales para sustituir o complementar
algun tipo de tratamiento del area mencionada.
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Resumen Elusoy aplicacién de agentes artificiales de maduracion de bajo costo es comun entre productores y comerciantes, porque
los resultados obtenidos son aceptables. Sin embargo, por falta de metodologia, son empleados en dosis desproporcionadas, sin prever
la implicacién que tiene sobre caracteristicas propias de la fruta. El objetivo principal de esta investigacion es evaluar las propiedades
fisicoquimicas en dos variedades de mango (Mangifera indica), Tommy Atkins y Kent, sometidos a maduracion artificial con un agente quimico
(acetiluro de calcio CaC,). Se utilizaron dos variedades de mango en estado de madurez fisiologica uniforme, y se relacionaron con tres dosis
del agente de maduraci6n. Posteriormente, se acondicionaron las frutas en cajas de madera, donde se monitoreo el tiempo, la temperatura y
humedad. Las variables analizadas son Brix, pH, humedad, energia, proteina, acidez, textura, y fibra. Los resultados conseguidos resaltan que,
independientemente de la diversidad, tanto en limites fisicos como en limites quimicos de la fruta, se destacaron los que fueron sometidos a
la dosis de 10 g/kg de fruta por un periodo 48 horas de exposicion en un ambiente cerrado herméticamente, con control de temperatura entre
los 27,7 °C y humedad relativa ambiental del el 90 %. Es fundamental resaltar que se aceleré el tiempo de maduracién de la fruta en dos dias,
de acuerdo con la dosificacion empleada.

Palabras clave: arsénico, etileno, fruta climaterica, maduracion artificial.

Abstract The use and application of low-cost artificial ripening agents are common among producers and traders because the
results obtained are acceptable, however, due to the lack of methodology, they are used in disproportionate doses, without foreseeing the
implication that it has on the characteristics of the fruit. The main objective is to evaluate the physical-chemical properties of two varieties
of mango (Mangifera indica), Tommy Atkins and Kent, subjected to artificial ripening with a chemical agent (calcium acetylide CaC,). For the
experiments, two varieties of mango in a state of uniform physiological maturity were used, relating them to three doses of the ripening agent.
For ripening, the fruits were conditioned in wooden boxes where time, temperature, and humidity were monitored. The variables analyzed
are Brix, pH, moisture, energy, protein, acidity, texture, and fiber. The results obtained highlight that, regardless of the diversity, both in
physical limits and in chemical limits of the fruit, those who were subjected to a dose of 10 g/kg of fruit for a period of 48 hours of exposure
in a hermetically sealed environment stood out, controlling that the temperature is between 27.7 °C and relative humidity between 90 %. It is
essential to highlight that the maturation time of the frit was accelerated by two days according to the dosage used.

Keywords: arsenic, ethylene, climacteric fruit, artificial ripening.
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Evaluacion de las caracteristicas fisicoquimicas del mango,
madurado artificialmente con acetiluro de calcio

Introduccion

El mango y sus variedades derivadas son
muy utilizadas alrededor del mundo,
aproximadamente en 100 paises. A pesar
de tener requerimientos agroclimaticos
singulares, es una fruta muy apetecida por su
percepcion sensorial, aroma y sabor. Ademas de
rescatar los valores nutricionales que posee, es
considerada como potencialmente consumida
a nivel mundial, por lo que se puede expandir
comercialmente en la mayoria de las latitudes
(Akram et al., 2013).

En la actualidad, se conoce que
internacionalmente se produce y exporta el
mango, debido a la gran produccién de la fruta
entre septiembreyenero (Davalo, 2019).Asuvez,
se presenta una alternativa de industrializacion
o plantas productoras de mango en diversas
presentaciones, requeridas por el consumidor
en los mercados nacionales e internacionales
(Guerrero, 2018).

Existe un agente de maduracion artificial
comunmente empleado, el cual se conoce
comercialmente como gas etileno (C.H,). Debido
al alto costo de este agente, los agricultores
optan por buscar nuevas alternativas que
resulten mas econdmicas, como el carburo de
calcio (CaC,), que tiene una funcién o reaccion
similar de liberacion de gas acetileno, al ponerse
en contacto con la humedad atmosférica (Galvis
et al., 2003). Existe una prohibicion en cuanto a
la utilizacién CaC, en la maduracion de frutas en
general. Sin embargo, se encuentra disponible
en las tiendas para su empleo en el campo o
industrias, debido a qué en bajas cantidades no
es perjudicial para la salud (Bejarano y Suarez,
2015).

Debido a lo expuesto anteriormente,
resultdé importante realizar dosificaciones del
acetiluro de calcio como agente de maduracion,
que permitieran evaluar los cambios
bromatoloégicos y la calidad final de la fruta.

Materialesy = métodos

Acondicionamiento de la muestra

Las muestras de las dos variedades de mango
fueron cosechadas en el mes de enero, en
el canton Balzar, Provincia del Guayas. Se
escogieron 15 kilogramos por cada variedad,
mismos que no presentaban dafios mecanicos,
ni presencia de insectos o enfermedades. Luego
se efectud la prueba de Brix para homogenizar el
estado de madurez inicial de la fruta.

Tomando como referencia la
investigacion realizada por Vera-Chang, con dos
cultivares de bananas, se dosificé el acetiluro de
calcio a 0,5 y 10 gramos por kilogramo de fruta
(Vera-Chang et al., 2022). Posteriormente, se
colocd enun recipiente de plastico debocaancha,
se acondicioné la caja de madera con la fruta,
mas el envase que contenia el acetiluro de calcio,
y se agregaron 200 mL de agua, misma que, al
entrar en contacto con el agente de maduracion,
desprende gas acetileno. Se cerraron
herméticamente las cajas de maduracion por 48
horas, se mantiene la temperatura controlada
y se lleva el registro durante dos dias, para
posteriormente ventilar las muestras por 24
horas y tomar una muestra de cada tratamiento
para los analisis pertinentes, tal como se indica
en la Figura 1.

Variables fisicoquimicas

Determinacion de pH: se realiz6 la medicion del
pH alas muestras de mango de cada tratamiento
y sus repeticiones de acuerdo con la NTE INEN
(Instituto  Ecuatoriano de Normalizacion
[INEN], 2013a, 2013b).

Grado Brix: mediante un Brixémetro que permite
medir la cantidad de sélidos disueltos que hay
en un liquido, se aplicaron sobre el prisma 1 a
3 gotas de la solucion, en este caso, de la pulpa
de mango, y después de 5 minutos, se procede a
la lectura de los grados Brix segtin la normativa
NTE INEN/ISO 2173 (INEN, 2013c).
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Evaluacion de acidez titulable: se realiz6 la
determinacion de acidez titulable segin la
normativa INEN ISO 750, y el resultado se
expres6 como porcentaje de acido citrico (INEN,
2013d).

Textura: de acuerdo con el procedimiento
indicado en NTE INEN 1909 (INEN, 2016).

Humedad: se realiz6 mediante una prueba de
gravimetria, que consiste en secar en una estufa
la muestra, hasta obtener peso constante, de
acuerdo con la norma ecuatoriana INEN ISO 712
(INEN, 2013a).

Fibra: se emple6 el método INEN ISO 522 (INEN,
2013e).

Proteina: dicha prueba se realizé empleando el
método INEN ISO 20483/ Kjeldahl, que permitio
una visiéon en cuanto a la concentracion de
nitréogeno total en mango, y donde el contenido
de proteina se expresd en porcentaje (INEN,
2013b).

Anadlisis estadistico: se emple6 un DCA, con
arreglo bifactorial C x D. Tal como indica la Tabla
1, constod de 3 tratamientos con 3 repeticiones;
para conocer el efecto que existia entre las
induccionesaplicadas, serequiri6 dedostestigos,
las variedades del mango utilizadas fueron
Tommy y Kent. Para el analisis de las medias,
se utilizo el experimento de rangos multiples
de Tukey (p < 0,05). Los datos encontrados en
la experimentacion fueron analizados por el
programa estadistico InfoStat.

Tommy Atkins Kent
. . = 200 mi
&g, - e
Permannecia
por 48 horas
Acetil
d:' ullg Mango

o

i L o

~¥

q.—

Variedades de mango J J '-‘
. Seleccionde las muestras Pesado
T i .
Figura 1
Proceso experimenta/
Nota. Elaboracién propia.
Tabla 1
Esquema de Andeva
Fuente de variacién Grados de libertad
Tratamientos (CxD)-1 5
Factor C (C-1) 1
Factor D (D-1) 2
Interacciéon C * D (C-1)(D-1) 2
Error experimental (CxD)(r-1) 12
Total (CxDxn)-1 17

Nota. Elaboracion propia.
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madurado artificialmente con acetiluro de calcio

Resultados y discusion

Textura

En efecto, los resultados de la variable textura,
de acuerdo con la prueba de Tukey (p < 0,05),
mostraron que existio diferencia estadistica
significativa en el factor A, que corresponde a las
variedades de mangos. Lavariedad Kent present6
una media de 7,05 kgf versus la variedad Tommy
con 6,73 kgf, la primera obtuvo una consistencia
mas suave y blanda que la segunda.

En concordancia, Quintero et al. (2013)
encontraronvalores similares enlainvestigacion
que realizaron, al ajustare a modelos lineales
que les permitieron obtener una media de 5,4
kgf, donde se atribuye el comportamiento de
la fruta a la degradacion de polisacaridos como
celulosas, pectinas y hemicelulosas.

Grado Brix

Se encontrd que existe diferencia significativa
entre las variedades Kent, con una media
5,13°Bx, y Tommy con 5,49 °Bx. Al analizar la
dosificaciéon de 10g/kg de acetiluro de calcio,
se observo que existid diferencia significativa
con una media de 12,63 °Bx. Al compararlos
con los testigos T1 Y T4, mostraron valores
correspondientes a una fruta verde de 1,10 °Bx y
1,60 °Bx, respectivamente.

Segun Siller-Cepeda et al. (2009), en las
variedades de mango Tommy Atkins, Haden
y Kent, la calidad de exportacion confiere
propiedades de estandarizacion de 7 °Bx.
Existieron valores significativos para los grados
Brix de la variedad de mango Haden, entre
9y 17 °Bxy 8,7 a 19,4 °Bx en Kent y Tommy,
respectivamente, con sabor muy dulce.

Acidez

Se observo que existe diferencia estadistica para
esta variable. En cuanto a la variedad Tommy, se
obtuvo una media de 8,48 %, superior al valor

de la variedad Kent; para los tratamientos T3 y
T6, se evidencié una media de 13,80 % y 8,90 %,
respectivamente. Considerando la aplicacion de
acetiluro de calcio para el T1y T3, los valores de
acidez fueron 5,13 %y 5,80 %.

Segln Quintero et al. (2013), la acidez es
uno de los parametros con mayor variabilidad,
debido alas reacciones quimicas que se producen
en el fruto, por la presencia de acidos organicos
y la trasformacién o degradacion en el proceso
de maduracion.

pH

Lavariable pH, o potencial dehidrégeno, muestra
valores estadisticos altamente significativos
con base en la probabilidad Tukey, los factores
evaluados de variedades de mango mostraron
para Kent una media de 3,84, cuya aplicacion fue
de 5 g/kg de acetiluro de calcio.

Ramirez et al. (2010) mostraron valores
de pH diferentes entre distintos cultivares,
resaltando que las variedades estudiadas,
Tommy y Kent, oscilaron en 3,74 v 4,33 de pH,
respectivamente, y que el CODEX alimentario
indica que, para el procesamiento industrial, el
pH 6ptimo debe oscilar entre 3,5V 4,0.

Humedad

Lavariedad de mango Tommy mostré una media
de 89,94 % de humedad y la variedad Kent de
89,40 %. Al analizar los valores reportados por
la dosificacion empleada, resalta la aplicacion de
10g/kg de acetiluro de calcio con una media de
90,74 % de humedad, sin embargo, los testigos
(T1y T4) mostraron una media de 89,85y 89,54
%, respectivamente.

Segun Quintero et al. (2013), existe
gran cantidad de agua atrapada en las cadenas
de almidones en las frutas, y esta actia en
todos los procesos bioquimicos, producto de la
transpiracion de la fruta.
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Fibra

Se evidenci6 que existe diferencia estadistica
significativa en comparaciéon con la prueba
del andlisis de la varianza entre factores
estudiados. Paralavariedad de mango Tommy,
se encontr6 un contenido de fibra de 7,24 %'y
para la variedad Kent fue de 5,72 %.

Por otro lado, Cruz et al. (2015) indican
que el mango tiene un importante contenido
de fibra, indispensable en el crecimiento de los
seres humanos. En el estudio, este contenido
estuvo en el rango de 5,67 % a 6 %, lo que
se atribuye a que el proceso de maduracion
aplicado actia de manera significativa sobre
este parametro.

Proteina

Al analizar el contenido de proteina en la
variedad de mango Tommy, este fue 0,8 %,
mientras que en la variedad Kent fue 0,7 %.
La dosificacion del agente de maduracion
y la interaccion entre tratamientos indican
que en el T3 y T6 se encontraron porcentajes
de proteina superiores, 0,85 y 0,89 %,
respectivamente.

En el mismo sentido, Medrano et
al. (2015) obtuvieron valores similares a la
investigacion realizada, donde reportaron un
0,8 % en el contenido de proteina.

Energia

En la presente variable se obtuvieron valores
significativos, la variedad de mango Tommy
con 2,67 kcal. En referencia a la variable
Kent, se obtuvo valor de 2,28 kcal, con una
dosificaciéon de 10 g/kg. De la aplicaciéon de
acetiluro de calcio, se obtuvo 3,00 kcal. En
relacion con la interaccién, se encontraron
valores para el T3 con una media comparativa
de 3,20 kcal, entonces se concluye que existe
un aumento de energia en la aplicacion de
acetiluro de calcio. Al mismo tiempo, sus
testigos T1 y T4 tuvieron promedios bajos o
menores a las inducciones, desde 1,80 kcal
llegando a 1,50 kcal.

Tiempo de maduracion (dias)

No se encontré diferencia significativa en el
factor A, esto quiere decir que la variedad de
mango, ya sea el Tommy o el Kent, no influye

directamente en el tiempo de maduracion,
establecido en dos dias, mientras que las
muestras testigo alcanzaron la maduracion
comercial en 10 a 11 dias. Sin embargo, la
dosificacion del agente de maduracion, si
influye en este aspecto.

Segun Slauhter (2009), la etapa de
poscosecha determina la calidad, debido a
que afecta directamente al almacenamiento
para conseguir la reduccién del tiempo de
maduracion de a 3 a 9 dias madurativos.

Conclusiones

La aplicacion de acetiluro de calcio, que al
entrar en contacto con el agua reacciona
desprendiendo acetileno, evidencié una
aceleracion en el estado de maduracion. En
comparaciéon con otra fruta de similares
caracteristicas iniciales, en términos de
tiempo, la diferencia entre la fruta madurada
naturalmente y con el método objeto de esta
investigacion fue de 10 a 11 dias, lo que se
manifesté en cambios en las caracteristicas
fisicas y quimicas, como cambios de color,
aromay textura. Ademas, la mejor dosificacion
aplicada fue la de 10 g/kg de acetiluro de calcio
sobre kilogramo de fruta, con una temperatura
promedio de 27,7 °C y una humedad relativa
ambiental de 90 %, condiciones 6ptimas para
llevar a cabo el proceso.
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Resumen La macropropagacion de platano en cdmara térmica es un método alternativo, econdmico y eficiente en la produccién de
plantulas de calidad. El objetivo de la investigacion fue evaluar el efecto de varios tipos de sustratos y diferentes tamafios de brotes en la
produccién y calidad de plantulas de platano propagadas en cdmara térmica. Se desarrollaron dos experimentos separados. En el primero, se
probo el efecto de cuatro sustratos sobre la produccion de yemas de platano en camara térmica, usando: bovinaza compostada (BC), bovinaza
compostada + cascarilla de mani (BC + CM), bovinaza compostada + cascarilla de arroz (BC + CA) y bovinaza compostada + aserrin blanco
(BC + AB), y se registro la tasa de multiplicacion. En el segundo, se evalud el efecto de tres tamafios de brotes sobre el crecimiento y calidad de
plantulas en fase de vivero, usando brotes: tipo A (entre 6-10 cm), tipo B (entre 11-15 cm) y tipo C (entre 16-20 cm), y se midieron variables de
crecimiento y calidad de plantulas. En ambos experimentos, se utiliz6 un disefio completamente aleatorizado. Se realiz6 analisis de varianza y
comparacion de medias (Tukey, p < 0,05). La mayor tasa de multiplicacién de plantulas se produjo con el sustrato BC+CA. El mayor crecimiento
e indice de calidad de Dickson en plantulas durante la aclimatacién se produjo en brotes tipo C. El tipo de sustrato y tamario de brote fueron
determinantes en la produccion y calidad de plantulas de platano macropropagadas.

Palabras clave: Musa AAB, propagacion, sustrato de crecimiento, tamafio de explante, calidad de planta

Abstract The macro-propagation of plantain a thermal chamber is an economical and efficient alternative method for quality seedling
production. The aim of the research was to evaluate the effect of various substrate types and different sprout sizes on the production and
quality of plantain seedlings propagated in thermal chamber. Two separate experiments were performed. 1) To test the effect of four substrates
on the plantain sprout production in a thermal camera, using manure composted (CC), cattle manure composted + peanut husk (CC + PH),
cattle manure composted + rice husk (CC + RH), and cattle manure composted + white sawdust (CC + WS). The sprout multiplication rate was
recorded. 2) To test the effect of three sprout sizes on the growth and seedling quality in the nursery phase, using type A (6-10 cm), type B (11-
15 cm) and type C (16 - 20 cm) sprouts. Variable growth and seedling quality were measured. A completely randomized design was used in both
experiments. Analysis of variance and comparison of means (Tukey, p < 0,05) were performed. The highest sprout multiplication rate was
obtained with the CC + RH substrate. The highest growth and Dickson quality index on seedlings in the acclimatization phase were obtained
with type C sprouts. The type of substrate and the size of the sprouts were decisive in the production and quality of macro-propagated plantain
seedlings.

Keywords: Musa AAB, propagation, growth substrate, explant size, plant quality.
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Macropropagacion y calidad de plantulas de platano (Musa AAB Simmonds)

en funcién de sustratos y tamano de brotes

Introduccion

Los cultivos de banano y platano son de gran
transcendencia a nivel global, debido a que la
economia y seguridad alimentaria de muchos
paises productores se encuentra ligada a estas
musaceas, mas aun, por su alto valor energético
y nutritivo (Scott, 2021). El uso de material de
siembra obtenido por el método tradicional es el
preferido por pequefios agricultores; el mismo
que no garantiza una buena calidad sanitaria
de la semilla, debido a la facilidad con que se
trasmiten artropodos-plaga y enfermedades que
pueden mermar la produccién, rentabilidad y
vida 1til del cultivo (Njau et al., 2011; Jacobsen et
al., 2019).

Otra desventaja de la propagacion
convencional es la baja tasa de multiplicacion,
ocasionada por la dominancia apical inducida
por los rizomas madres (Sajith et al., 2014).
La obtencion de material de siembra via
micropropagacion es la alternativa mas viable,
debido a la alta calidad fisiolégica y sanitaria que
ofrece este método de propagacion. A pesar de lo
anterior, el alto costo que implica este material
de siembra, lo hace econdémicamente inviable
para pequeiios productores (Tumuhimbise y
Talengera, 2018).

Ante estas circunstancias, la
macropropagacion de platano mediante el
método de la camara térmica se presenta como
una alternativa efectiva, econdmica, de facil
acceso y adopcion para pequefios productores;
dado que permite obtener gran cantidad de
plantulas, a partir de cormos previamente
seleccionados, en un corto periodo de tiempo y
con alta calidad fisiolégica y sanitaria (Cedefio-
Garcia et al., 2016a; Ntamwira et al., 2017). Lo
anterior, se debe a que la camara térmica permite
el incremento de la temperatura (50 — 70 °C), lo
cual funciona como método de termoterapia para
la limpieza fitosanitaria del material de siembra
(Alvarez et al., 2013; Cedefio-Garcia et al., 2016a).

En este contexto, Lassois et al. (2013)
y Panattoni et al. (2013) mencionan a la
termoterapia como un método efectivo de
limpieza fitosanitaria, debido a que los patégenos

tienden a degradarse a temperaturas menores
a las soportadas por los explantes. Ademas, las
condiciones ambientales de alta temperatura
y humedad relativa, inducidas por las camaras
térmicas, favorece la activacion de yemas vy
masifica las tasas de multiplicacion (Jacobsen et
al., 2019).

Otro de los aspectos importantes a
considerar, es la calidad del sustrato utilizado
en la macropropagaciéon de platano, con la
finalidad de aportar condiciones adecuadas para
estimular la brotaciéon de rizomas, y favorecer
el crecimiento y la calidad de las plantulas en
fase de aclimatacion (Esakkimuthu y Shakila,
2017; Sebayang et al., 2018). Varios autores han
concluido, que la respuesta de multiplicacion
de rizomas de banano y platano es afectada por
los tipos de sustratos, el genotipo y el tamario
del material vegetal (Tchoa et al., 2011; Tchoa
et al., 2016; Opoku et al., 2017). Por otra parte,
también se ha demostrado que el tamafio de
brotes o explantes trasplantados a condiciones
de vivero, puede incidir en las tasas de enraizado,
sobrevivencia y crecimiento de las plantulas
(Sosa-Rodriguez et al., 2009; Cedeilo-Garcia et
al., 2016b; Rai et al., 2020).

La tecnologia de macropropagaciéon de
platano en Ecuador es reciente y su diseminacion,
y adopcién por parte de productores plataneros
es baja. Esto no permite que los pequerios
productores accedan a esta tecnologia, que de
adoptarse masivamente podria mejorar la calidad
del material de siembra, para implementar
nuevas plantaciones con un mayor potencial
productivo. Ademas, los productores plataneros
desconocen cuales de los subproductos de la
zona son mas idoneos para ser utilizados como
sustrato en la propagacién y aclimatacion de
plantulas. Por lo ya descrito, el principal objetivo
de la investigacion fue evaluar el efecto de
sustratos y el tamafio de brotes en la produccion,
y la calidad de plantulas de platano propagadas
en camara térmica.

Materiales y métodos
Localizacidn

El trabajo se llevd a cabo durante los meses de
octubre de 2020 a marzo de 2021, en la granja
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experimental de la Escuela Superior Politécnica
Agropecuaria de Manabi Manuel Félix
Lopez, provincia de Manabi, Ecuador. El sitio
experimental se ubicé geograficamente en las
coordenadas 0°49'10" delatitud sury80°10' 40"
de longitud oeste. La temperatura, precipitacion
y heliofania promedio anual fueron de 25,7 °C,
839 mmy 1,045 horas, respectivamente, con una
altitud de 21 m.s.n.m.

Material vegetal

Se utilizaron rizomas de 2 kg del platano cv.
Barraganete o Hartén (Musa AAB Simmonds),
los cuales fueron seleccionados a partir de
hijuelos espada, provenientes de lotes sanos y
productivos. Luego de la extraccién desde las
plantas madre, fueron limpiados con cuchillo
previamente desinfectado, hasta retirar todo
el tejido necrético y dejar los cormos con
sus yemas expuestas. Esto con el objetivo de
retirar restos bioldgicos de artrépodos-plaga y
patégenos. Seguidamente, como una segunda
medida de limpieza fitosanitaria, los rizomas
fueron colocados durante 25 segundos en agua
hirviendo, de acuerdo con lo sugerido por Coyne
et al. (2010). Finalmente, se procedi6 a extirpar
el meristemo apical del rizoma y sus yemas
laterales,conlaayudadeunanavajadesinfectada.
Con la finalidad de inhibir la dominancia apical
ejercida por las auxinas presentes en los puntos
de crecimiento, y posteriormente, estimular
la brotacion de yemas axilares y produccion de
callos (Cedefio-Garcia et al., 2016a).

Cdmara térmica

Laestructuradelacamaratérmicafue construida
con cafiaguadua (Guaduaangustifolia) ymadera,
con un tamarno de 2 x 10 x 1,5 m de ancho, largo
y alto, en su orden respectivo. Posteriormente,
la estructura armada se cubrié con plastico
transparente de 0,6 mm de grosor. Tiempo
después, fue colocada encima del plastico,
malla saran al 50% de filtracion de luz, con el
proposito de disminuir las quemaduras solares
de los brotes, que se producen por el efecto lupa

que ocasionan las gotas de agua que se depositan
en las hojas. En el interior de la caAmara térmica,
fueron construidos platabandas o canteros sobre
la base del suelo, con dimensiones de 10 x 1,0 X
0,25 m de largo, ancho y alto, respectivamente.
Tiempo después, las platabandas fueron
llenadas con los sustratos objeto de estudio,
donde finalmente fueron colocados de forma
semienterrada, 12 rizomas m~.

Experimento 1. Efecto de combinaciones de
sustratos sobre la tasa de multiplicacion del
pldtano en cdmara térmica

Los tratamientos evaluados fueron: bovinaza
compostada (BC), bovinaza compostada
+ cascarilla de mani (BC + CM), bovinaza
compostada + cascarilla de arroz (BC + CA), y
bovinaza compostada + aserrin blanco (BC +
AB). Las mezclas entre bovinaza compostada
con cascarilla de mani, cascarilla de arroz, y
aserrin blanco fueron establecidas en proporcion
volumétrica del 50 % (v/v) de cada sustrato.
Las caracteristicas fisicoquimicas de los
sustratos evaluados se describen en la Tabla
1. El experimento se establecié con un disefio
completamente al azar, con cuatro tratamientos,
cincorepeticionesy 20 unidades experimentales.
Cada unidad se formo por parcelas de 12 rizomas
m-.

Previo a la siembra de los cormos, los
sustratos fueron esterilizados en tanques
metalicos colocados sobre fuego durante seis
horas, esto, segiin lo recomendado por Tchoa et
al. (2011). Se registr6 el tiempo de brotacion
cuando se observaron brotes en el 50% de
rizomas, la tasa de multiplicacién fue estimada
con la Ecuacidn 1, a los 90 dias de la brotacion y
el nimero de plantulas m2 se determiné a los 90
dias de iniciada la brotacion, a través de conteo.

Ecuacion 1

Numero de plantas totales

Tasa de multiplicacion (TM) = — ——
Numero de cormos iniciales
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Tabla 1

Caracteristicas fisicoquimicas de los sustratos utilizados en la propagacion del platano

Pardametros can:‘;:i:sat::Ia Cascarilla de arroz ﬁ:::: Cascarilla de mani
pH (1: 2,5) 8,10 7,39 6,12 7,40
CE (dSm™) 3,20 0,72 0,82 1,38
CIC (meq /100 g) 41,14 1,20 1,25 1,12
MO (%) 52,10 30,46 35,46 32,64
C (%) 25,14 34,20 28,00 41,20
N (%) 2,20 1,20 0,72 1,40
P (%) 0,80 0,60 1,1 0,58
K (%) 1,04 1,10 1,30 0,66
Porosidad (%) 41,18 85,17 63,12 70,00
Da (g cm?3) 0,65 0,12 0,28 0,32
CRAY
(g H,0/g de muestra) 3,00 0,18 0,55 0,21

Nota. CRAY = capacidad de retencién de agua. Elaboracion propia.

Experimento 2. Efecto del tamafio de  cm de longitud), tipo B (entre 11 a 15 cm de
brotes producidos en cdmara térmica en el longitud)y tipo C (entre 16 a 20 cm de longitud).
crecimiento y calidad de plantas en fase de  El experimento se establecié con un disefio
aclimatacion completamente al azar, con tres tratamientos,
siete repeticiones y 21 unidades experimentales.
Cada unidad experimental estuvo compuesta
por 20 brotes.

Los tratamientos evaluados fueron tres
tamafios de brotes (Figura 1) que se describen
a continuacién: brotes tipo A (entre 6 a 10

Figura 1

Tamaiio de brotes extraidos de cdmara térmica, y evaluados en fase de aclimatacion
Nota. Elaboracién propia.
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Para el experimento se cosecharon brotes
no enraizados, que fueron desprendidos
cuidadosamente de los rizomas con una navaja
desinfectada. Seguidamente, se colocé la base
de los brotes en agua por un tiempo de 15 dias,
con el proposito de estimular la produccion de
raices, segun lo descrito por Cedefio-Garcia et
al. (2016b). El agua utilizada se esteriliz6 con la
finalidad de evitar la presencia de patégenos. Los
brotes que hasta los 15 dias no emitieron raices,
fueron considerados muertos. Seguidamente, los
brotes enraizados fueron trasplantados a bolsas
de polietileno de 15 x 22 cm, que fueron llenadas
previamente con un sustrato conformado por
suelo de arado, arena de rio y vermicompost, en
proporcion 2:1:1. Posteriormente, las plantulas
fueron aclimatadas en vivero, donde se dejaron
crecer por 60 dias, para realizar el registro de
variables morfométricas.

Se registré el porcentaje de enraizado
(%), la altura de la planta (cm), el diametro de
tallo(mm), lalongitud radical (cm), masasecade
planta (g), area foliar (cm?), y el indice de calidad
de Dickson (ICD). El enraizamiento de brotes en
agua se estimo con la Ecuacion 2, a los 15 dias de
la sumersién en agua. La altura de la planta, el
diametro de tallo, la longitud radical, masa seca
deplanta, y areafoliar fueron registrados alos 60
dias de aclimatacion en vivero. La masa seca se
determiné en laboratorio, colocando muestras
de la planta en estufa de ventilacién forzada a
75 °C, hasta que se alcanz6 peso constante. Para
el area foliar se utiliz6 la Ecuacién 3. E1 ICD fue
determinado con la Ecuacion 4

Ecuacién 2

. . Numero de brotes enraizados
Porcentaje de enraizado PE(%) = x 100

Numero de brotes totales

Ecuacion 3

Area Foliar (cm?) = LH = AH = K(0,80) » NH = K,(0,662)

Dénde:

LH: longitud de tercera hoja, AH: ancho de
tercera hoja, K: factor de curvatura de Murray

(1960), NH: nimero de hojas y K,: nuevo factor
de curvatura de Kumar et al. (2002).
Ecuacion 4

Peso seco biomasa total (g)
Altura de planta (ecm) , Pesosecoaéreo (g)
Diiametro de pseudotallo (mm)T Peso seco radical (g)

ICD =

Andlisis de datos

Los datos registrados fueron analizados
mediante el ANOVA y la separacion de medias a
través de la prueba de Tukey (a = 0,05). También
se correlacionaron las variables morfométricas
con la calidad de las plantulas.

Resultados y discusion

Experimento 1. Efecto de combinaciones de
sustratos sobre la tasa de multiplicacién del
pldtano en cdmara térmica

Los dias de brotacién no fueron influenciados
significativamente por los sustratos probados
(Tabla 2), lo cual indica que la activaciéon y
emergencia de yemas es independiente del
efecto del sustrato. En promedio, el tiempo de
brotacion obtenido fue de 21,50 dias, el cual
difiere a los 11,80 y 39,71 dias reportados entre
los diferentes sustratos evaluados por Tchoa
et al. (2011) y Tchoa et al. (2016). Lo anterior,
podria deberse a que otros factores probados
como genotipo, tamafio e hidratacion previa
de los cormos, influyeron sobre esta variable.
Se detectaron diferencias significativas para la
produccion de plantas por cormo y m2, donde
los sustratos a base de BC y BC+CM alcanzaron
la menor produccion de plantulas con relacion a
las combinaciones BC+AB y BC+CA, con mayor
produccion de plantulas por cormo y m2 (Tabla
2).

La produccion de plantulas por cormo
y m~ a los 90 dias después de la brotacion, se
incrementod en 31, 42 vy 51 % con las mezclas
BC + CM, BC + AB y BC + CA, respectivamente,
en relacion con la BC. Los resultados obtenidos
se asemejan a los hallados por Esakkimuthu y
Shakila (2017), que alcanzaron mayor tasa de
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multiplicaciondebananoconmezclasdesustratos
conformados por aserrin, cascara de arroz y
estiércol de corral, en relacion con el sustrato
control a base de arena. Por su parte, Opoku et

Tabla 2

al. (2017) concluyeron que la mezcla estiércol
de pollo + aserrin, increment6 el nimero de
plantulas propagadas, en relacion con el sustrato
a base de aserrin.

Proliferacion del pldtano en funcion de varios sustratos a base de compost de bovinaza bajo
condiciones de cadmara térmica. Calceta, Ecuador, 2019

Sustratos Tiempo de brotacién

Tasa de multiplicacién Produccién de plantas m-2

de cormos en 90 dias en 90 dias

BC 20,80 19,60 a1/ 235,20 a

BC + CM 22,00 28,20 ab 341,20 ab

BC + CA 22,00 40,20 C 482,40

BC + AB 21,20 34,00 b 408,80 b
Promedio 21,50 30,50 366,90
CV. % 9,27 16,20 17,02
p-valor ANOVA 0,7189 0,001 0,0014

Nota. BC: bovinaza compostada; CM : cascarilla de mani; CA: cascarilla de arroz; AB: aserrin de balsa; C.V.: coeficiente de variacion; ANOVA: andlisis de
varianza; : promedios con letras distintas difieren estadisticamente (Tukey, p < 0,05). Elaboracidn propia.

Posiblemente, la BC present6é menor produccion
de plantulas por cormo y m=2, debido a que
se produjo encharcamiento por el exceso de
humedad que acumulé este sustrato en las
raices del cormo, lo cual ocasion6 que algunos
brotes que salieron en la base de este se oxiden,
y por tanto no formaran yemas adventicias y
multiyemas. Esto pudo haberse desarrollado por
la alta capacidad de intercambio catiénico (CIC)
y retencion de humedad (RH) que mostro este
sustrato en relaciéon con aquellos conformados
por cascarilla de mani, arroz y aserrin de balsa,
que presentaron mejor drenaje (Tabla 1).

Sobre lo anterior, ha sido reportado que
la CIC en el estiércol vacuno y otros materiales
organicos se incrementa con el compostaje y por
tanto su capacidad de retener agua y nutrientes
(Saharinen, 1998; Khater, 2015; Karanja et al.,
2019).Porel contrario, enlas mezclasde BC + CM,
BC + CA, y BC + AB se obtuvo mayor produccion
de plantulas, debido a que, posiblemente

estos sustratos promovieron un medio fisico
y quimico mas favorable para el desarrollo de
raices y proliferacion de yemas adventicias. En
este contexto, Baiyeri y Aba (2005) y Opoku et
al. (2017) mencionan que la mezcla de pollinaza
con cascarilla de arroz y aserrines de madera,
muestran mejores condiciones fisicoquimicas
para el desarrollo de raices, y la proliferacion
de yemas en cormos de banano durante la
macropropagacion.

Experimento 2. Efecto del tamano de
brotes producidos en cdmara térmica en el
crecimiento y calidad de plantas en fase de
aclimatacion

El tamario del brote influy6 significativamente
en el enraizamiento y en la masa fresca radical
de plantulas de platano durante los 15 dias de
inmersion en agua (Tabla 3), donde se evidencio
que la produccion de raices fue directamente
proporcional al tamario de brote. Los resultados
mostraron que el enraizamiento se incremento
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en 18,23y 22,03 % en brotes de entre1l — 15,y
16 - 20 cm en su orden respectivo, en relacion
con el de menor tamafio, que mostré6 menor
promedio de enraizamiento (Tabla 3). De forma
Tabla 3

similar, los brotes de entre 11 - 15y 16 - 20 cm
mostraron un incremento de 6,83y 23,71 % de
masa fresca radical, en comparacién con el brote
de menor dimension (Tabla 3).

Caracteristicas fisicoquimicas de los sustratos utilizados en la propagacion del pldtano.

Tamafo de brote

Enraizamiento (%)

Masa fresca radical (g)

6 —10cm 70,78 a”

11 —15cm 86,56 b

16 — 20 cm 90,78 b
Promedio 82,71
C.V. % 14,84

p-valor ANOVA 0,0080

1,412
1,66 b
2,47b
1,85
9,48

0,0084

Nota. C.V.: coeficiente de variacion; ANOVA: andlisis de varianza; : promedios con letras distintas difieren estadisticamente (Tukey, p < 0,05).

Elaboracion propia.

Estos hallazgos, son cercanos a los obtenidos
por Cedeio-Garcia et al. (2016b), que reportaron
tasas de enraizamiento del 83y 94 % en plantulas
de banano cv. Williams enraizadas en agua con
una y dos hojas formadas, en contraste con
plantulas que atin no tenian hojas. En cuanto a el
efectodel tamafiodel brote,independientemente
delremojo enagua, Sosa-Rodriguezetal.(2009),
se reportaron porcentajes de enraizamiento de
hasta el 100 % con explantes de Heliconia standley
superiores a 3 cm, en relacion con explantes de
menor tamafio. En este mismo contexto, Gabriel
et al. (2013) reportaron que plantulas de banano
cv. Lacatan de entre 7—10 cm de altura lograron
mayor porcentaje de supervivencia, en contraste
a plantulas de entre 3—6 cm.

Independientemente del tamarfio
de explante; el uso de agua como medio
de enraizamiento, parece ser una buena
estrategia, que induce a la formacién de raices
adventicias en brotes de platano obtenidos
via macropropagacion. Se ha comprobado que
una red de sefializacién regula la iniciacién y
emergencia de las raices en plantas sumergidas,
con la promocion de auxinas y etileno, y la
inhibicion de citoquininas y estrigolactonas
(Steffens y Rasmussen, 2016).

Las variables morfométricas, como la altura
de planta, el diametro de tallo y la longitud de
biomasa radical, fueron significativamente
influenciadas por el tamarfo de brote, a los 60
dias de aclimatacion (Tabla 4). El brote de entre
16-20 cm super6 en altura de planta a los brotes
de entre 6—10 cm, y 11-16 cm, con 56,43y 29,87
%, respectivamente. De la misma manera se
present6 para el diametro el tallo, donde el
brote de mayor tamafio mostré un incremento
del 61,13 y 35,71 %, en consideracion con los de
6—10 cm y 11—16 c¢m, en su orden respectivo. Asi
mismo, el mayor tamafio del brote favoreci6 el
crecimiento de biomasa radical, aquellos entre
6—10 cm y 11-16 cm, fueron superados en un
42,19 y 25,71 %, respectivamente, por el brote
de mayor tamario.

El incremento en altura y diametro de
tallo, obtenido con los brotes de mayor tamatio,
se asemejan a los resultados determinados
por Ashango (2017), quien report6 mayor
altura y diametro de tallo en rizomas de
Ensete ventricosum con mayor dimension, en
contraste con rizomas de menor tamario. Asi
mismo, Muhidin et al. (2021) hallaron mayor
incremento en altura de planta y circunferencia
de tallo, en plantulas provenientes de rizomas




Macropropagacion y calidad de plantulas de platano (Musa AAB Simmonds)

en funcién de sustratos y tamano de brotes

de 12 x 12 X 12 ¢cm, en comparaciéon a rizomas
de menor tamafio del banano cv. Dwarf (Musa
AAA Simmonds). Por su parte, Rai et al. (2020)
reportaron mayores tasas de crecimiento
de tallo y raices en plantulas de banano

Tabla 4

Kepok (Musa AAB Simmonds) provenientes
de rizomas de 9 x 9 x 9 cm, en relacion con las
provenientes de rizomas mas pequefios, lo
cual indica que las reservas del cormo de las
plantas mas grandes aportaron mas cantidad de
carbohidratos, lo que influy6 en estos resultados.

Efecto del tamafio de brote sobre variables morfométricas de pldntulas de platano a los 60 dias de

aclimatacion en vivero

Tamano de brote Altura de planta (cm)

Longitud de

Didmetro de tallo (mm)

biomasa radical (cm)

6-10 cm 19,88 a”
11—15 cm 32,00 b
16—20 cm 45,63 C
Promedio 32,50
CV. % 18,86
p-valor ANOVA 0,0001

15,35 a 23,25a
25,39 b 29,88 ab
39,49 ¢ 40,22 b
26,74 31,12
15,09 11,10
0,0001 0,0456

Nota. C.V.: coeficiente de variacion; ANOVA: andlisis de varianza; ¥: promedios con letras distintas difieren estadisticamente (Tukey, p < 0,05).

Elaboracidn propia.

El crecimiento en masa seca y area foliar,
asi como el indice de calidad de Dickson de
plantulas de platano, fueron influenciados
significativamente (p<0,05) por el tamafio de
brote a los 60 dias de aclimatacion ene vivero
(Tabla 5).

El brote de entre 16—20 cm mostré el
mayor crecimiento y calidad en vivero, donde
alcanz6 la mayor acumulacién de masa seca de
planta, superando en un 57,17 y 20,25 % a los
de entre 6—10 y 11-15 cm, respectivamente. De
forma similar, los brotes de entre 6-10 y 11-15
cm, mostraron un 51,59 y 17,15 % menos de area
foliar,ensuordenrespectivo,enrelacionconelde
mayor tamario. En concordancia con lo anterior,
el brote de entre 16—20 cm logrd el mayor indice
de calidad de Dickson, con una diferencia del
37,64y 25,76 %, en contraste con los brotes de
entre 6—10 y 11-15 cm, respectivamente (Tabla

5).

Los resultados hallados se asemejan
a los reportados por Ashango (2017), quien
logré mayor crecimiento en plantulas de Ensete
ventricosum propagadas a partir de rizomas de

mayor tamano. En este mismo contexto, Patifio-
Martinez et al. (2019) hallaron que plantas
de banano bocadillo (Musa AA Simmonds),
obtenidas a partir de cormos de entre 300-700y
700-1000 g expresaron mejores parametros de
crecimiento, con relacion a plantas procedentes
de cormos de menor tamafio. Por su parte, Rai
et al. (2020) también reportaron mayor ganancia
de masa secay area foliar en plantulas de banano
Kepok (Musa AAB Simmonds) provenientes de
rizomas de mayor tamaiio. El indice de calidad de
Dickson, obtenido en plantulas de platano a los
60 dias de aclimatacion en vivero fue mayor en
plantulas provenientes de brotes de entre 16—20
cm, en relacion a los de tamario inferior (Tabla
5), lo cual se acerca a los promedios reportados
por Ramirez et al. (2006) para plantulas de
banano (Musa AAA Simmonds), con medias de
hasta 12 puntos.

En general, los resultados alcanzados
denotan que el crecimiento y la calidad de las
plantulas durante la aclimatacién en vivero son
proporcionales a el tamario del brote o explante
inicial, lo cual puede estar relacionado con las
mayores reservas nutritivas que potencian el
crecimiento inicial de las plantulas en etapa
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de aclimatacién (Taji y Williams, 2005; Smith,
2013). En este sentido, varias investigaciones
han concluido que un mayor tamafio del
explante o semilla, puede determinar una menor
dependencia de los nutrientes del medio donde
Tabla 5

se desarrollan, dada la cantidad superior de
reservas nutritivas contenida en sus 6rganos y
tejidos, que pueden ser movilizados y destinados
al crecimiento inicial de las plantulas (Cicek y
Tilki, 2007; Yang & Wen, 2017; Shi et al., 2019).

Efecto del tamaifo de brote sobre el crecimiento y calidad de pldntulas de pldtano a los 60 dias de

aclimatacion en vivero.

Tamario de brote Masa seca de planta (g)

indice de calidad de

Area foliar (cm?) Dickson (ICD)

6 —10cm 22,95 a’

11— 15cm 42,73 b
16 — 20 cm 53,58 ¢
Promedio 39,75
CV. % 17,50
p-valor ANOVA 0,0001

1019,52 a 9,08 a
1744,92 ab 10,81 a
2106,04 b 14,56 b
1623,49 1,72
17,98 17,14
0,0375 0,0015

Nota. C.V. = coeficiente de variacion; ANOVA = andlisis de varianza; ¥ = promedios con letras distintas difieren estadisticamente (Tukey, p < 0,05).

Elaboracion propia.

El indice de calidad de Dickson se
correlacioné positiva y significativamente
(p<0,05) con las variables morfométricas y de
crecimientoalos 60 diasenetapadevivero (Tabla
6). Estos resultados se acercan a los reportados
por Binotto et al. (2010), quienes concluyeron
Tabla 6

que las variables de materia seca y diametro
del tallo son las que estan mas fuertemente
correlacionadas con la calidad de planta. De
forma similar, Lin et al. (2019) reportaron que
los indices fisiolégicos y morfométricos se
correlacionan con el vigor de las plantas.

Relacion entre el crecimiento y calidad de pldntulas de pldtano propagadas en cdmara térmica a los

60 dias de aclimatacion en vivero

: . Area foliar
Altura de planta (cm)  Didmetro de tallo (mm) Longltuc.:l de biomasa Masa seca
radical (cm) de planta (g) (cm2)
R = 0,80 R = 0,80 R =0,75 R =0,74 R =0,83
ICD
P < 0,0001 P < 0,0001 P < 0,0005 P < 0,0001 P < 0,0001

Nota. ICD: indice de calidad de Dickson; R: coeficiente de correlacion de Pearson; P: significancia estadistica de las correlaciones a < 0,05.

Elaboracién propia.

Lo anterior sugiere que la calidad de una planta
depende de un crecimiento equilibrado entre las
estructuras morfolégicas, y de las respectivas
funciones fisioldgicas desempefiadas, lo cual
ha sido indicado por diversos autores en otras
especies de interés agricola (Binotto et al.,
2010; Rezende et al., 2016; Alves et al., 2018;
Lin et al., 2019). La calidad de una planta se
traduce en un mayor sistema radical de anclaje,

una mayor exploraciéon del suelo, una mejor
capacidad fotosintética, y de adaptacion al estrés
postrasplante.

Conclusiones

El uso de bovinaza compostada pura no es
adecuado como sustrato para la propagacion de
platano en condiciones de camara térmica. La
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mezcladebovinaza compostada con cascarillade
arroz, puede usarse como un sustrato adecuado
para la propagaciéon de platano en camara
térmica. Brotes o explantes con tamaiio de entre
16—20 cm de longitud originan plantulas con
mayor capacidad de crecimiento y calidad en
fase de aclimatacion.

Agradecimientos

Emitimos un fraterno agradecimiento a la
Escuela Superior Politécnica Agropecuaria de
Manabi Manuel Félix Lopez, por financiar este
trabajo de investigacion a través de los proyectos
institucionales “Seleccion de clones élites de
platano (Musa AAB Simmonds.) de alto potencial
productivo a partir de fincas plataneras de
Manabi” con CUP 381232 y “Fortalecimiento de
la agricultura familiar local mediante aplicacion
de buenas practicas de manejo de suelo, cultivos,
bioinsumos y poscosecha” con CUP 384767 que
se ejecutan actualmente en la institucién, tal
como consta en la Secretaria de Planificacion del
Estado Ecuatoriano.

Referencias

Alvarez, E., Ceballos, G., Cafian, L., Rodriguez, D.
Gonzalez, S.,yPantoja, A. (2013). Produccion de materia
de siembra limpio en el manejo de_las enfermedades
limitantes del pldtang. Centro Internacional de
A rlcl:ﬂtura Tropical (CIAT). ISBN 978-958-694-
120-4.

Alves, R., Gomes, G., Malta, E., Andrade, G., y_do
Sacramento, C. (2018). Manejo de matrizes infefere
no rendimento e na qualidade’de mudas de cacaueiros,
Revista Brasileira de Fruticultura, 40 (3),1 — 8. https://
doi.org/10.1590/0100-29/52018582

Ashango, T. (2017). Effect of corm and corm pieces
on regeneration and multiplication of enset (Ensete
ventricosum g}Velw. Cheesman). International Journal
of Research — GRAN' YAH,5(5), 281—28§.https://
oi.org/10.29121/granthaalayahi.v5.15.2017.1860

Baiyeri, K., y Aba, S, (20056}. Response of Musa species
to macro-piopagation. I: Genetic and initiation media
effects on number, quality and survival of plantlets at
Brenursery and early nursery staées. African Journal of
I lotechnologjé, 4 (3), 223-228. https://www.ajol.info/
index.php/ajb/article/view/15084

Binotto, A.F., Licio, A,, %/Lopes, S.(2010). Correlations
between_ growth variables and the Dickson qualit

indexinforestseedlings.Cerne,Lavras,16(4),457-464.
https://doi.org/10.1590/S0104-77602010000400005

Cedefio-Garcia, G., Soplin-Villacorta, H., Helfgott-
Lerner, S., Cedefio-Garcia, G., y Sotomayor-Herrera,
I. (2016a). Aplicacion de biorreguladores para la
macropropagacion del banano cv. williams en'camara
termica. Agronomia Mesoamericana, 27 (2), 397-408.
https://doi.org/10.15517/am.v27i2.24390

Cedefio-Garcia, G., Soplin-Villacorta, H., Cargua-
Chavez, J,, Cedefio-Garcia, G. (2016b). Potencial de
enraizamiento en aguay vigor de plantulas de banano
obtenidas en camara térmica. Revista La Técnica, 16,
6-15. https://doi.org/10.33936/la_ tecnica.v0i16.529

Cicek, E., y Tilki, E. (2007). Seed size effects on
germinatlon, survival and seedling growth of Castanea
Sativa Mill. Journal of Biological Sciences, 7 (2), 438-
441 https://doi.org/10.3923/jbs.2007.438.441

Coyne, D., Wasukira, A., Dusabe, J., Rotifa, L., %Duboi,s
T. (2010). Boiling water treatment: A simple, rapld
and effective technique for nematode and banana
weevil management In banana and plantain (Musa
S g.) lanting material. Crop Protection, 29 (12),11&78—
12 2. ttps:/§d01.org/10.1016/].cropro.2010.08.00

Esakkimuthu, D., y Shakila, S. 32017). Studies on the
effect of media on sucker production of banana cv.
POQVAN. The Asian Journal of Horticulture, 12 (1), 35—
58. https://doi.org/10.15740/HAS/TAJH/12.1/55-5

Gabriel, M. L., Atis, M., Badar, A. J., y Pascua
M. E. (2013). Development of low-cost and rapid
multiplication techniques of tissue-cultured Musa
acuminate (AA Group) cv. ‘Lacatan’ banana seedhn§s.
MMSU Science and Technolog oqrnal,}.l 1), 108-124.
http://research.mmsu.edu.ph/stjournal/vol3_ devt
low_cost_rapid_ multiplication.pdf

acobsen, K., Omondi, B. A., Almekinders, C., Alvarez,

., Blomme, G., Dita, M., skra—Caruana, M. Ocimati,
W., Tinzaara, W., Kumar, P. L., y Staver, C. (2019).
Seed degeneration of banana planting materials:
strategles for 1mgroved farmer access to healthy seed.
Plan{2 gStiéology, 8, 207-228. https://doi.org/10.1111/
ppa.

Karanja, A. W., Njeru, E. M., y. Maingi, J. M. (2019).
Assessment of physicochemical changes during
composting rice straw with chicken and donkey
manure, International Journal of Recyclmgho{ Organic
Waste in Agriculture, 8 (1),” 65—72. "htips://doi.
0rg/10.1007/540093-019-0270-X

Khater, E. (2015). Some Physical and Chemical
Properties of Compost. International Journal
of Waste Resources, 5 (1), 1000172. https://doi.
0rg/10.4172/2252-5211.1000172

Kumar, N., Krishnamoorthy, V., Nalia, L., vy
Soorianathasundharam, K. (2002). A new factor for
estimating total leaf area in banana. InfoMusa, 11(2),
42 — 43. www.musalit.org/seeMore.php?id=14204

Lassois, L., Lepoivre, P., Swennen, R., Van den Houwe,
I., y Panis, B. 2013?. Thermotherapy, chemothera[()%(,
and meristem culture in banana. En Lambardi,
M., Ozudogru, E., y Mohan, S. (Eds,). Protocols for
micropropagation o}[ selected economically lmﬁ)ortant
horticulturdl plants, 619—4 3..Methods in molecular
biology, New York, USA: Springer Science+Business
edia; * https://doi.org/10.1007/978-1-62703-074-
15\;/[ d https://d g 8-1-6
_32

117


https://doi.org/10.1590/0100-29452018582
https://doi.org/10.1590/0100-29452018582
https://doi.org/10.29121/granthaalayah.v5.i5.2017.1860
https://doi.org/10.29121/granthaalayah.v5.i5.2017.1860
https://www.ajol.info/index.php/ajb/article/view/15084
https://www.ajol.info/index.php/ajb/article/view/15084
https://doi.org/10.1590/S0104-77602010000400005 

https://doi.org/10.15517/am.v27i2.24390
https://doi.org/10.33936/la_tecnica.v0i16.529
https://doi.org/10.3923/jbs.2007.438.441

https://doi.org/10.1016/j.cropro.2010.08.008
https://doi.org/10.15740/HAS/TAJH/12.1/55-58
http://research.mmsu.edu.ph/stjournal/vol3_devt_low_cost_rapid_multiplication.pdf
http://research.mmsu.edu.ph/stjournal/vol3_devt_low_cost_rapid_multiplication.pdf
https://doi.org/10.1111/ppa.12958
https://doi.org/10.1111/ppa.12958
https://doi.org/10.1007/s40093-019-0270-x

https://doi.org/10.1007/s40093-019-0270-x

https://doi.org/10.4172/2252-5211.1000172
https://doi.org/10.4172/2252-5211.1000172
www.musalit.org/seeMore.php?id=14204
https://doi.org/10.1007/978-1-62703-074-8_32
https://doi.org/10.1007/978-1-62703-074-8_32

118

Revista Colombiana de Investigaciones Agroindustriales
Volumen 9 (2). Julio — Diciembre. [p.102-118]

Lin, K-H., Wy, C-W., y Chang, Y-S. (2019). Applyin
Dickson quality index, chlorophyll fluorescence, an
leaf area index for assessing plant quality of Pentas
lanceolate. Notulae Botanicae Horti Agrobotanici Cluj-
Nagoca, 47 (1), 169-176. https://doi.org/10.15835/
nbha47111312

Muhidin, Nurmas, A., Sadimantara, G., Pratama, A,
Rakian, T., Sutariati, G,, Leomo, S., y Yusuf, D. (2021).
The effect of banana humps size on the vegetative
growth of dwarf banana seedling. International
onference on Agriculture, Environment and Food
Sectlrity:2020. I0P, Conference Series: Earth and
Environmental Science, 782, 042061. https://doi.
0rg/10.1088/1755-1315/782/4/042061

Murray, D. (1960). The effect of deficiencies of the
major nutrients on growth and leaf analysis of the
banana. Tropical Agriculture, 37 (2), 97-106. https://
journals.sta.uwi-edu/ojs/index.php/ta/article/
view/4175/0

Njau, N., Mwan?, M., Kahuthia-Gathu, R., Muasya, R.,
¥ baka, J. (2071, octubre, 10—113%i Macropropa(%atlon
echnique for production of healthy banana seedlings.
En Tenywa, J. S., Taulya, G., Kawube, G., Kawuki, R.,
Namugwanya, M., y Santos, L. African Crog Science
Conference "Proceedings, 10, 469  — 472. Congress
conducted by African Crop Science Society, Maputo,
Mozambique.

Ntamwira, J., Sivirihauma, C., Ocimati, W., Bumba,
M., Vutseme, L., Kamira, M., y Blomme, G. (2017).
Macropropagation | of = banana/plantain  using
selected local materials: a cost-effective way of mass
propaﬁatlon of planting materials for resource-
oor households. European Journal for Horticultural
cience, 82 (1), 38-53. https://ddi.org/10.17660/
eJHS.2017/82.1.5

Opoku, E. M., Mensah, B. D., Amoako, P., Owusu-
Nketia, S., y Dapaah, H. (2017). Sucker multiplication
in plantain using chicken manure as a substrate
sugplement. African Journal of Plant Science, 11(5),
168-173. https://doi.org/10.5897/AJPS2017.1539

Panattoni, A., Luvisi, A., y Triolo, E. (2013). Review,
Elimination of viruses ifl plants: twenty years of

?rogress. Spanish Journal of Agricultural Reséarch, 11(1),
73-188. https://doi.org/10.5424/sjar/2013111- 3201

Patifio-Martinez, A. A., Rodriguez-Yzquierdo, G.
A., Miranda-Salas, T. C., v Lemus-Lemus, L. M.
(2019). Efecto de fertilizaCiéon y_peso del cormo
sobrela multiplicacion de semilla de bananito (Musa
AA). Temas AgzrarlosJ 2§ (2), 139-146. https://doi.
0rg/10.21897/rta.v24i2.1857

Rai, I. N., Sudana, L. M., Astawa, L. G., y Dwiyani, R,
(2020). The effect’of chopped corm sizes and gpes of
soaking material on growth seedling of kepok banana
(Musa paradisiaca L. ABB Kepok). International Journal
of Life Sciences, 4 (2), 32-41. https://doi.org/10.29332/
ijls.v4n2.432

Ramirez, H., Rodriguez, G., y Arturo, S. M. (2006).
E{ecto de diferentes sustratos y"dosis de nitrogeno sobre
el desarrollo de plantas de banano (Musa en etapa
de vivero, [Tesis de pregrado, Universidad Central de
Venezuela]. Bibliotéca _ent;al_. http://sibucv.ucv.ve/
cgi-bin/koha/opac-detail.pl¢biblionumber=84525#

Rezende, F., Hardt, V., Branco, C., y Moura, M. (2016).
Biochar 'in substrate composition for, production
of teak seedlings. Pesquisa Agropecuaria Brasileira,
51 (9), 1449-1456. https://doi.org/10.1590/S0100-
204X2016000900043

Saharinen, M. H. _(1998). Evaluation of
changes in CEC. during cornpostm%;l Compost
Science & Utilization, 6 (4), 29—837. ttps://%m.
org/10.1080/1065657X.1998.1070193

Sajith, K., Uma, S., Saraswathi, M., Backiyarani, S., y
Durai, P. (2014). Macropropagation of banana - Efféct
of bio-fertilizers and plant hormones. Indian Journal
of Horticulture, 71 (131), 299-305. https://iahs.org.in/
indian-journa]-of -horticultare-other-publicatidns/
indian-journal-of-horticulture/

Scott, G. (2021{ A review of root, tuber and banana
crops in develgping countries: past, present and
future. International Journal of Food Science and
I?C'}Z%) VY, 56 (3), 1093—1114. hftps://doi.org/10.1111/
ijfs.

Sebayang, N., Puspita, D., y Basri, S. (2018). Different
8lan ing med1a in barangan banana (Musa Acuminata

olla) breeding in southeast Aceh. Indonesian Journal
of Agricultural” Research, 1(3), 307-316. https://doi.
org/ 0.32734/1n]ar.v113.473

Shi, W., Villar-Salvador, P., Li, G, Jiang, X.
%201,?.). Acorn size is more important than nutsery
ertilization for outplanting performance of Quercus
variabilis container Seedlings. Annals of Forest Science
76, 22. https://doi.org/10.1007/s13595-018-0785-8

Plant "Tissue Culture d. 5-51). Academic
Press. https://doi.org 10.1016/b978-0-12-415920-
4.00004-9

Smith, R. H. (201 L) Cha;ygterﬁ - Explant Preparation.
a

Sosa-Rodrigue

z, F., Ortiz, R., Hernandez, R., Armas,
P., vy Guillen, D.

; 1&2009_). Progagacion'm vitro de
Heljconia standley Macbride en Cuba. Revista Chap;nflo
Serie Horticultura, 15 (2), 17-23. https://www.scielo.
org.mx/pdf/rcsh/visnspe/visnspeas.pd

Steffens, B., y Rasmussen, A. (2016). The ph%/siolo
of adventitious roots. Plant Physiology, 170 (2), 603g¥
617. https: //d01.org/1o.1104/pp.15.01%60

Taji, A., y Williams, R. (2005). Use of in vitro breeding
stra’cegles in the development of Australian native
plants. Acta Horticulturae, 683, 87—94. https://doi.
org/10.17660/ActaHort1C.2005.683.7

Tchoa, K., Mongomaké, K., Teixeira, J., Koné, D.,
Kouadio, J. (2011). Effect of 'substrate type and bulb
size_ on in vivo production of seedlings in three
cultivars of plantain (Musa spp.). The African Journal of
Plant Science and Biotechnology, 5 (1), 50-55.

Tchoa, K., Brahima, S.A.,Kpatolo, C., Siaka, T., Daouda,
K.,y Mongomakeé, K, (2016). Effects of substrates,
weight an physmioglcal_ stage of suckers on massive
Propagatlon of plantain (Musa paradisiaca k})
nternational Journal of Research — G THAALAYAH,
4 (1), 1-13. 'https://doi.org/10.29121/granthaalayah.
V4.11.2016.2837

Tumuhimbise, R., y Talengera, D. (2018). Improved
propagation techniques to enhance the productivit
of banana (Musa spp.). Open Agriculture, 38), 138—-145.
https://doi.org/10.1515/0pag-2018-0014

Yanj%i L., y Wen, B. (2017). Seed Quality. En Thomas
B., Murray, B.,'Murphy, D. Encyclopedia of Applied
Plant Scierices, 5%3— 63. Academic Press. https://doi.
0rg/10.1016/b978-0-12-394807-6.00205-7



https://doi.org/10.15835/nbha47111312
https://doi.org/10.15835/nbha47111312
https://doi.org/10.1088/1755-1315/782/4/042061 

https://doi.org/10.1088/1755-1315/782/4/042061 

https://journals.sta.uwi.edu/ojs/index.php/ta/article/view/4175/0

https://journals.sta.uwi.edu/ojs/index.php/ta/article/view/4175/0

https://journals.sta.uwi.edu/ojs/index.php/ta/article/view/4175/0

https://doi.org/10.17660/eJHS.2017/82.1.5
https://doi.org/10.17660/eJHS.2017/82.1.5
https://doi.org/10.5897/AJPS2017.1539
https://doi.org/10.21897/rta.v24i2.1857 

https://doi.org/10.21897/rta.v24i2.1857 

https://doi.org/10.29332/ijls.v4n2.432 

https://doi.org/10.29332/ijls.v4n2.432 

http://sibucv.ucv.ve/cgi-bin/koha/opac-detail.pl?biblionumber=84525#
http://sibucv.ucv.ve/cgi-bin/koha/opac-detail.pl?biblionumber=84525#
https://doi.org/10.1590/S0100-204X2016000900043 

https://doi.org/10.1590/S0100-204X2016000900043 

https://doi.org/10.1080/1065657X.1998.10701938 

https://doi.org/10.1080/1065657X.1998.10701938 

https://iahs.org.in/indian-journal-of-horticulture-other-publications/indian-journal-of-horticulture/ 

https://iahs.org.in/indian-journal-of-horticulture-other-publications/indian-journal-of-horticulture/ 

https://iahs.org.in/indian-journal-of-horticulture-other-publications/indian-journal-of-horticulture/ 

https://doi.org/10.1111/ijfs.14778

https://doi.org/10.1111/ijfs.14778

https://doi.org/10.32734/injar.v1i3.473 

https://doi.org/10.32734/injar.v1i3.473 

https://doi.org/10.1007/s13595-018-0785-8
https://doi.org/10.1016/b978-0-12-415920-4.00004-9

https://doi.org/10.1016/b978-0-12-415920-4.00004-9

https://www.scielo.org.mx/pdf/rcsh/v15nspe/v15nspea4.pdf
https://www.scielo.org.mx/pdf/rcsh/v15nspe/v15nspea4.pdf
https://doi.org/10.1104/pp.15.01360
https://doi.org/10.17660/ActaHortic.2005.683.7

https://doi.org/10.17660/ActaHortic.2005.683.7

https://doi.org/10.29121/granthaalayah.v4.i1.2016.2837

https://doi.org/10.29121/granthaalayah.v4.i1.2016.2837

https://doi.org/10.1515/opag-2018-0014
https://doi.org/10.1016/b978-0-12-394807-6.00205-7

https://doi.org/10.1016/b978-0-12-394807-6.00205-7


RSN

Revista Colombiana de Investigaciones Agroindustriales ",

[ J
Volumen 9 (2). Julio — Diciembre. [p. 119-129] @@@@ OPENaACCESS %ANVA

<«

va
P o

e
TRiares

K
4 o
"“ongs a6k

https://doi.org/10.23850/24220582.5211

Evaluation of mechanical properties of matrices derived
from fish scale collagen

Evaluacion de propiedades mecanicas de matrices derivadas a
partir de colageno de escamas de pescado

Juan Manuel Sdnchez-Soto’
Ruth Lépez-Alcdntara >
Andrea del Pilar Sdnchez-Gonzdlez?

Eyleen Jeniffer Torres-Mendoza*

"Research group SENAGROTIC, Tecnoparque Nodo la Granja, Servicio Nacional de Aprendizaje - SENA, Colombia. Doctorado en Proyectos, Universidad Internacional
Iberoamericana, Méxicoljuan.sanchez@doctorado.unini.edu.mx

2Universidad Auténoma de Campeche, México. Doctorado en Proyectos, Universidad Internacional Iberoamericana, México[Mrutlopez@uacam.mx

3Research group SENAGROTIC, Tecnoparque Nodo la Granja, Servicio Nacional de Aprendizaje - SENA, Colombia. Doctorado en Ingenieria con énfasis en Ingenieria de
Alimentos, Universidad del Valle, Colombia[Mapsanchezg@sena.edu.co

sEyleen Jeniffer Torres-Mendoza. Research group SENAGROTIC, Tecnoparque Nodo la Granja, Servicio Nacional de Aprendizaje - SENA, Colombia[™letorresm@sena.
edu.co

Recibido: 17/10/2022  Aceptado:20/10/2022

Abstract The development of biodegradable materials arises as an alternative to reduce the pollution caused by plastic waste to the
environment, with this premise this study was proposed to develop plastic biopolymers from bioactive compounds with different matrices
modified cassava starch (5 — 12 %), fish scale collagen (10 — 40 %), lemon essential oil (0,5 - 1,5 %) and gelatinization temperature (70 — 80
°C); A Box Behnken response surface experimental design was used; with the determination of their mechanical properties (maximum stress,
Young's modulus, shear strength, stress at break and percentage elongation at break). According to the results found, it was determined
that the modified cassava starch had the greatest influence on the mechanical properties, taking into account its importance to create more
resistant materials, but it evidences plasticizing difficulties, where the fish scale collagen has a significant influence. In addition, it is evidenced
that lemon essential oil had a great influence on Young's modulus (46,28 + 2,31 MPa) and the percentage of elongation (69,69 + 2,16 %);
while the gelatinization temperature of 80 °C is not recommended for this type of starch-protein matrices due to damage of the structure;
determining a better mechanical resistance and a great increase of Young's modulus. In conclusion, the characteristics and performance of
the film based on cassava starch, collagen flakes and lemon essential oil have a positive impact on the maximum level of mechanical efficiency
of the biodegradable films, achieving a better performance in their mechanical properties.

Keywords: bioplastics, package, starch, collagen, mechanical properties, cassava, essential oil, fish scale.

Resumen La elaboracién de materiales biodegradables, surge como alternativa para disminuir la contaminacién causada por los
desechos plasticos al medio ambiente, con esta premisa, se propuso este estudio comprendido en el desarrollo de biopolimeros plésticos, a
partir de compuestos bioactivos con diferentes matrices de almidon modificado de yuca (5 — 12 %), colageno de escamas de pescado (10 — 40
%), aceite esencial de limén (0,5 - 1,5 %) y temperatura de gelatinizacién (70 — 80 °C). Se utiliz6 un diseflo experimental de superficie de
respuesta Box Behnken; con la determinacién de sus propiedades mecanicas (esfuerzo maximo, modulo de Young, fuerza de corte, esfuerzo
ala ruptura y porcentaje de elongacion de ruptura). Segin los resultados encontrados, se determiné que el almidon modificado de yuca fue el
de mayor influencia en las propiedades mecanicas, teniendo en cuenta su importancia para crear materiales mas resistentes, pero evidencia
dificultades plastificantes, donde el colageno de escamas de pescado incide significativamente. Ademas, se evidencia que el aceite esencial
de limon presentd gran influencia en el médulo de Young (46,28 + 2,31 MPa), y en el porcentaje de elongacion (69,69 + 2,16 %); mientras
que la temperatura de gelatinizacion de 80 °C no es recomendada para este tipo de matrices almidén - proteina por dafios de la estructura;
determinando una mejor resistencia mecanica y un gran aumento del médulo de Young. En conclusion, las caracteristicas y el rendimiento
de la pelicula a base de almidén de yuca, colageno de escamas, y aceite esencial de limdn; tienen un impacto al considerar el nivel maximo de
eficacia mecénica de peliculas biodegradables y alcanzar un mejor comportamiento en sus propiedades mecanicas.

Palabras clave: bioplastico, envase, almiddn, colageno, propiedades mecénicas, yuca, aceite esencial, escamas de pescado.
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Introduction

In the industry, packaging production uses
indistinctly different materials with properties
of conservation, that enhance distribution and
marketing of various products. Packaging plays
a key role in extending the shelf life of food and
serves as protection for non-food products. In
addition, the environmental problems caused by
plastic polymers and the concern of consumers
for food safety and health is well-known, which
has generated an increase in the search for new
biodegradable and edible materials based on
biopolymers, such as polysaccharides (starch,
agar, cellulose, chitosan, among others),
proteins (collagen/gelatin, soy, myofibrillar
protein, whey, wheat, amorphous zein, etc.) and
lipids (wax, fatty acids) (Hou et al., 2019).

According to Assis (2019) the main
functions of packaging are: to protect the
product against mechanical, physical, chemical,
and microbiological damage. Its application in
food, especially in highly perishable products,
is based on some properties, such as cost,
availability, functional attributes, mechanical
properties, optical properties, barrier against
gas flow, structural resistance to water and
microorganisms among others (Cardozo &
Puerto, 2019).

In the case of collagen, as indicated by
Perez- Puyana et al. (2020), the addition of
chemical agents induces changes in both the
mechanical properties and the architecture of
the matrices, helping to overcome the loss of
mechanical strength and structural stability,
the author has proposed the formation of hybrid
matrices, i.e., the mixture of collagen with other
natural polymers that makes possible to obtain
films with different mechanical and architectural
characteristics.

When starch is used, it must have a
gelatinization process, which is defined as the
loss of semi-crystallinity of starch granules in
the presence of heat and high amounts of water,
with little or no occurrence of depolymerization.
Gelatinization occurs over a narrow range of

temperatures that varies depending on the starch
source. Cassava starch gelatinizes in water at
temperatures between 60 °C and 67 °C, which
consists of a swelling of the starch molecules due
to water penetrating their molecular structure
(Ledn et al., 2020).

However, for film production, starch
alone does not produce mechanical and barrier
properties suitable for packaging (dos Santos
et al., 2018). Therefore, components such as
distilled water, which is commonly used as a
plasticizer to achieve starch destructuration
in mixtures to obtain thermoplastic starches,
must be considered in order to achieve better
mechanical and barrier properties, besides
being the most abundant and economical
plasticizer. Another important component is
glycerol, which has often been used for starch
films due to its inherent compatibility with
amylose chains, decreasing the intermolecular
forces between starch molecules and promoting
better mechanical properties. In turn, glycerol-
plasticized starch films are more flexible and
feasible for various uses (Nordin et al., 2020).

At low starch concentrations, glycerol
can act as an anti-plasticizer, decreasing the
elongation at break, as well as the permeability
to moisture and oxygen, due to the formation
of cross-links between hydrogen bonds, small
plasticizer molecules and starch side chains
(Assis, 2019). However, glycerol produces
hygroscopic films with high water vapor
permeability, and these properties can be
improved by adding hydrophobic components
such as lipids to the films (Marin, 2019).

Essential oils are wused as natural
ingredients to improve film characteristics
such as mechanical and barrier properties. In
addition, they offer other beneficial properties
in film development such as antioxidant and/or
antimicrobial activity. According to the scientific
literature studied, oregano essential oil is well-
known for its antimicrobial, antioxidant and
anti-inflammatory properties, thus being
a natural alternative for food preservation
(Cabezas, 2020). According to dos Santos et al.
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(2018), the essential oil contributes to increase
the elongation and reduce the tensile strength of
films.

On the other hand, Susilawati et al
(2019), determined that thickness is one of
the most important properties that determine
the quality characteristics of bioplastics. The
thickness should be adjusted to the product to
be packaged. Thick packages increase the tensile
strength value, but reduce the elongation value
(Rusli et al., 2017). The process temperature is
another important variable to take into account
because biopolymers are thermosensitive to high
temperatures (Murillo, 2020), consequently,
mechanical and barrier properties may limit
the characteristics required for a package
such as: protecting, preserving, distributing
and storing. The research group of Wang et
al. (2016), studied the mechanical and water
solubility properties of collagen-starch films
demonstrating that the mechanical properties
of the hybrid film are improved as a function of
increasing concentration (in the range of 10 %
to 50 %) and the type of starch used. Likewise,
this group evidenced an improvement in the
thermostability of the collagen-starch material
(Denaturation temperature [Td] of 95 °C) as the
proportion of starch in the formulation increased
compared to the collagen film (Td of 92 °C).

On the other hand, Ulyarti et al. (2020)
investigated the effect of adding different
concentrations of gelatin (0 %, 1 %, 1,5 %, 1,5
%, 2 %, 2,5 % and 3 %) to 1 % cassava starch to
produce edible bioplastic films, concluding that
the best formulation was to use 3 % gelatin or to
work with 15 % modified cassava starch. In other
words, increasing the concentration of gelatin in
starch or using modified cassava starch increases
the mechanical properties of the film. Alzate-
Pérez et al. (2018) reported on the development of
a partially hydrolyzed collagen-based bioplastic
from bocachico (Prochilodum magdalenae)
scales, reinforced with rice husk at 3 %, 5 %
and 10 %. Based on this material the bioplastic
was elaborated, which was characterized by its
resistance and deformation, therefore it could
be used as a traditional plastic. Considering
the above, the objective of this work was to

evaluate the mechanical properties of bioplastics
made with fish collagen, cassava starch, lemon
essential oil and different gelatinization
temperatures.

Methodology

Intheliteraturethereare fewstudies on obtaining
and characterizing the properties of starch-
collagen based films and even less information
on cassava-fish protein modified starch-based
bioplastics. (Mroczkowska et al., 2021), (Alias &
Ishak, 2020), (Oluwasina & Awonyemi, 2021).

Materials

The physicochemical characterization of the
modified cassava starch OXIGEL®3 had an
amylose content of 22,49 % and amylopectin of
77,51 %, moisture of 13,51 %, protein of 0,55 %,
carbohydrate of 85,36 %, fat of 0,39 % and ash of
0,16 %. In general, it can be said that comparing
a modified cassava starch and a native cassava
starch, the former exhibits better functional
properties in terms of texture, mechanical
properties, solubility and consistency for gel
formation (higher presence of amylopectin and
protein).

The characterization of the fish scale collagen
obtained a moisture content of 8,63 %, fat of
0,05 %, dietary fiber of 0,16 %, protein of 86,33
% and ash of 2,68 %, and the characterization of
the lemon essential oil showed a specific weight
of 0,85 at 25 °C, a refractive index of 1,47 and a
density of 0,85 g/ml method AOAC (2003). The
lemon essential oil for the study produces a
crosslinking effect that leads to a structure that
is more solid and resistant to the bioprocesses
it undergoes, decreasing the free volume and
molecular mobility of the polymer in this case
the modified cassava starch.

Experimental design

A large number of variables affect the
production process and the resulting physical
and mechanical properties of natural polymer-
based films. However, the factors with the higher
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impact in these properties will be evaluated using
statistical methods. In other words, to optimize
the process parameters, the Box-Behnken
surface method is used over the following four
factors (modified cassava starch, fish scale
collagen, lemon essential oil and gelatinization
temperature) while the independent or response

Table 1

variables (caliper, maximum stress, Young's
modulus, breaking strength, stress at break,
percent elongation at break) were employed. For
the Box-Behnken design, the design points are
placed at combinations of the high and low levels
of the factors and their midpoints as shown in
Table 1.

Matrix of factors and variables using a Box Behnken response surface design to define plastic films

Factors

A = Modified cassava starch (%) 5
B = Fish scale collagen (%) 10

C = Lemon essential oil (%) 0,5

D = Gelatinization temperature (°C) 70

Levels
o 1
8,5 12
25 40
1 1,5
75 80

Source: Authors.
Film production by the Casting Method

The polymeric films were prepared by the
‘casting’ method, first the ingredients were
mixed: Fish scale collagen, modified starch,
lemon essential oil, distilled water, chitosan and
glycerin; this mixture was subjected to heating
in a continuous stirring plate at 4000 rpm to
ensure the homogenization of the materials
until reaching the different gelatinization
temperatures ranging between 70 — 80 °C. After
the solution of the film components was formed,
it was deposited in aluminium trays and then
evaporated at 70 °C in a forced convection oven
for 12 hours, finally obtaining the biodegradable
films.

Mechanical properties

Mechanical properties (maximum stress,
Young's modulus, rupture strength, stress at
break and percent elongation at break) were
measured according to ASTM standard method
D882 (AmericanSocietyfor Testingand Materials
[ASTM], 1980). Films with dimensions of 5 * 1
cm were used and loaded into a texturometer
(LS1, Lloyd Ltd., Largo, FL, USA) with a force
capacity 1000 N. The specimen speed and
initial distance were set at 5 mm/min and 4 cm,
respectively. They were analyzed using Nexygen
Plus software. (Lloyd ltd., Version 3.0). Results
are reported as the average of 10 measurements.

Results and discussion

In this section are summarized the results found
after determination and optimization of the base
matrix of the biopolymer to be developed by
combining concentrations of modified cassava
starch, fish scale collagen, lemon essential oiland
gelatinization temperatures, mentioned above
and using the Box Behnken 4-factor response
surface method for a total of 27 treatments.

Caliber (mm)

With respect to this variable, starch was the only
factor that had a statistically significant effect (p
< 0,05) on the size of the processed films. Figure
1 shows the contour plots of starch versus the
other factors and its behaviour against the film
size, where it can be observed that the higher the
starch content, the larger the film size. Starch
contents between 5 — 9 % allow us to obtain films

with calibers between 0,4 — 0,6 mm, whilst films
with starch higher than 9 % one could obtain
calibers between 0,6 - > 0,8 mm.

As indicated by Guaras (2018), the
packages that have starch as material coming
from cereals present random type-A schemes,
while the diffractograms of starches coming
from tubers, rhizomes and corn have high
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amylose content with type-B patterns
influencing the crystal structures of both types
A and B to obtain double, parallel, six-row
helices, with a crystallographic repeat distance
of 1,05 nm, giving rise to larger gauges, as
corresponds in this study. According to Adamiak
and Sionkowska (2020) the caliber increases

with the addition of chitosan reinforcing the
collagen structure and increases the pore size.
It should be noted that the swelling properties
of chitosan/collagen composites depend on the
amount of crosslinking agent and the weight
ratio of the components.

Figure 1

Caliber
< 04

04 - 05
MW o5- 06
W o6 - 07
W o7- 08
|| > 0,8

Contour plot for caliber in relation to starch vs. collagen, oil and gelatinization temperature

Source: Authors.

According to the results obtained by Abarca
and Hidalgo (2021) the best derived matrix
obtained with the combination of 11,5 % starch,
6 % collagen, 70 % water, 5 % vinegar, 6,50 %
glycerin, 0,40 % citric acid, 0,6 % talc yielded
a caliber of 0,231 mm compared to the present
study which was 0,6 - > 0,8 mm, leading to
an increase in resistance to mass transfer and
vapor pressure; this effect on the structure of
the film may be caused by the swelling of water
in the polymer.

Maximum stress (MPa)

Maximum stress can be defined as the stress
that a material can withstand before breaking
by stretching from both ends under specified

a)
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Figure 2

1,
Maximum stress (Mpa)

conditions of temperature, humidity and speed.
The films produced obtained maximum stress
values ranging from 0,19 — 1,98 Mpa.

The combination of A: 12 %, B: 10 %, C: 1 %
and D: 75 °C obtained the highest values of 1,89
+ 0,07 Mpa. Just like the study given by the
maximum stresses performed by Gastelum et
al. (2018) where it indicates that the material
significantly increases its mechanical properties
compared to the other treatments when one
of its components, in this case the starch in
the polymeric matrix helps to decrease the
percentage of deformation, preventing the
composite material from reaching a rupture.

b)

Collagen (%)

Response surface for maximum stress in relation to the most influential interactions

Note. a) collagen*temperature, b) collagen*oil. Source: Authors.
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Figure 2 presents the response surface graphs
for these interactions, with respect to B*D, an
inversely proportional relationship is observed,
as the temperature increases but the amount of
collagendecreasesthemaximumstressincreases
or as the temperature decreases but the amount
of collagen increases the maximum stress also
increases. The highest points for this interaction
are encountered in: 0,94 + 0,049 Mpa for 80 °C;
10 % collagen and 70 °C; 40 %. On the other
hand, Figure 3, presents the interaction between
B*C, a proportional relationship is observed
that as the collagen and oil content increases,
a higher value of maximum stress is obtained
(1,12 + 0,09 Mpa), however, a greater influence
is observed with the oil factor. With respect to
the other interactions, it is observed that the
maximum stress value is only influenced by the
% starch, regardless of whether the % collagen
or gelatinization temperature increases or
decreases.

The increase in the mechanical properties
in this material for elaborated packaging
containing fish scale collagen can be influenced
by the molecular weight of the protein.
Palma-Rodriguez et al. (2017) report on the
dependence of this type of protein in relation
to the plasticizing power they have, when the
elements with low molecular weight materials
produce greater plasticizing power in the films
than those with high molecular weights which
would seriously indicate that the limit of the
thermal properties of proteins is being reached;
concordant with the results of 10% and 40%
of collagen for maximum effort. In addition,
the same study relates the combination of the
concentration of poly-vinyl alcohol (PVOH) with
starch, affected with a reduction in the melting
temperature data, a variable directly related to
the maximum stress behaviour of the element
with which it is combined.

A similar case study is presented by Holguin-
Cardona (2019) where he applies to 8 prototypes
of bioplastics mechanical tests that present a

maximum stress of 3,25 MPa, compared to the
ASTM D-638 standard of 3,46 MPa (minimum
value 3 MPa), recommending the use of
thickening agents such as polysaccharides that
will increase volume performance and lower
production costs. This last point is relevant for
any process of elaboration of biopackaging and
for the case of the present research study, this
value is below the standard of conventional
plastics, but for the study the value of 1,89 +
0,07 MPa for biodegradable derived matrices
is important to take into account since it was
observed that the incorporation of modified
cassava starch reinforced the matrix increasing
the maximum stress, behaviour that relates
Bejarano-Martinez (2018), where he obtains a
value by increasing the starch content increasing
in his proposal 12,5 % presenting a result of 1,35
MPa of higher maximum stress.

Young's modulus (MPa)

Young's modulus or modulus of elasticity (ratio
of stress to strain over the linear part of the
stress-strain curve) is ameasure of film stiffness
(Grandaetal., 2014), i.e. the higher the modulus,
the higher the stiffness of the films. In this study
the obtained values varied between 1,94 — 49,2
MPa, the combination of A: 12 %, B: 25 %, C: 1
% and D: 70 °C obtained the highest values with
46,28 + 2,31 MPa. This could be explained by the
fact that as the amount of starch increases, the
stiffness of the material increases, and therefore
the Young's modulus values.

With respect to oil, according to Slavutsky and
Bertuzzi (2015) the incorporation of some lipid
component produces some changes in the film
such as an increase in Young's modulus and
tensile strength and a decrease in elongation,
which may be correlated with the water content.
According to Malihi et al. (2022) hydrophobic
compounds, such as essential oils, can improve
the moisture barrier properties of the film,
improving its strength, conclusion is similar for
this study as increasing the oil content increased
Young's modulus values. However, the effect of
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the addition of essential oils on the mechanical
properties of films is a relatively complex
process and contradictory results are found in
literature.

With respect to the interactions, those with
statistically significant influence were: B*D,
A*B and B*C. Figure 3 shows an inversely
proportional relationship between the two
factors (BD), where the highest Young's modulus

30

20
Young’s modulus (Mpa)

Temperature (°C)

Figure 3

values occur at points B: 10 % and D: 80 °C or B:
40 % and D: 70 °C. According to Alias and Ishak
(2020), the temperature and time of the protein
during molding affects the tensile strength and
Young's modulus of the films, behaviour that
is evidenced in this study. On the other hand,
A*B interactions are more influenced by the
% starch, regardless of whether it increases or
decreases the % collagen, and B*C by oil, or of
whether it increases or decreases the % collagen.

7
11T
P FAT T
2 1 ]

~ 20
< 30 Collagen (%)

Response surface for Young's modulus with BD interaction

Source: Authors.

Load at break (N)

The results obtained for the load at break,
defined as the maximum load (N) necessary to
stretch the composite material to its breaking
point, in the films produced, obtained values
ranging from 0,62 N — 5,97 N. The combination
A: 12 %, B: 40 %, C: 1% and D: 75 °C obtained
the highest values of 5,19 + 0,42 N. Regarding
a)

Load at Break (N)

© o100

Collagen (%)

Figure 4

the interactions obtained, the only one that had
a statistically significant influence was that of
A*B. Figure 4 shows an inversely proportional
relationship both in the response surface and in
the contour plot; as starch increases but collagen
content decreases, the breaking strength value
increases; however, it is more influenced by the
% starch than by collagen.

b)

Response surface and contour plot for Load at break with starch*collagen interaction

Source: Authors.
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In comparison with the films composed of starch
and collagen at 10 % in the study by Wang et al.
(2016), the films that have a higher percentage
of collagen show a greater presence of starch
granules in the material obtained, indicating a
more compact distribution, showing a greater
fragility to breakage when subjected to heating,
for the case of this study the modified cassava
starch has 22,49 + 0,19 of amylose which allowed
its shape to be maintained in the films made.

According to Guaras (2018) when starch
uses high temperatures for gelatinization it is
recommended not to use extrusion processes,
since this unitary operation aims to decrease
the content of plasticizers with boiling point
above so that it does not denature. In addition,
it should be taken into account that viscosity
increases when there is high humidity, directly
affecting the load at break with a higher degree
of gelatinization of the material, without
forgetting that this variable is the main one for
the polymer degradation processes.

Studies carried out by Gutierrez
(2020) shows the negative statistical effect of
collagen on the force necessary to cut the films,
considering that the collagen concentration
measure increases, it is necessary to apply less
cutting force, according to the results found, it
is shown that the films present a force to rupture
of 25,25 + 1,17 N, these results are much higher
than those found with collagen from fish scales
and modified cassava starch with maximum
values of 5,97 N, being closer to those of tilapia

a)

0 oil (%)

20
Collagen (%)

Figure 5

b)

skin with force values of 8,5 + 1,6 N, referenced
by the same author in his study.

Breaking stress (MPa)

Itisimportant to bear in mind that the maximum
stress is different from the breaking stress,
the latter refers to the minimum force per unit
section capable of producing a rupture. The films
produced obtained values that varied between
0,15 - 1,19 MPa, the combination of A: 12 %, B:
10 %, C:1 % and D: 75 °C obtained the highest
values with 1,11 + 0,23 MPa. According to the
Pareto diagram (Figure 1d), starch was the only
factor that showed a positive and direct effect on
the variable (p > 0,05), behaviour similar to that
of maximum stress.

With respect to the interactions, those
with statistically significantinfluence were: B*C,
A*B, B*D and A*C. The breaking stress value of
the A*B and A*C interactions is only influenced
by the % starch, regardless of whether the
amount of collagen or oil increases or decreases.
Ontheotherhand, Figure 5 presents theresponse
surface plots of the interactions with significant
influence (B*C and B*D), both showing an
inversely proportional relationship between the
two factors. The behaviour of the B*C interaction
is comparable to the study reported by Jiang et
al. (2022), who found the inversely proportional
relationship of bovine collagen with oregano
essential oil, causing changes in the mechanical
properties, possibly since the protein is affected
by the phenolic compounds of the essential oil.

75 Temperature (*C)

Collagen (%)

Response surface for the breaking strength in relation to the interactions

Note. a) B¥C and b) B*D. Source: Authors.
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Regarding the B*D interaction, Chisenga et al.
(2019) in their study concludes that at higher
gelatinization temperatures a structural loss
occurs within the starch granule collapsing
its structure, therefore, in this case decreases
the values of breaking stress if combined with
higher concentration of collagen creating more
elastic films but weak in its configuration.

Total elongation percentage (%)

The elongation percentage represents the
longitudinal increase relative to the initial length

Elongation percentaje
%) ] w2

50 e

Figure 6

of the sample after withstanding a tensile force,
being a measure of the extensibility of the film
until it breaks (Alias & Ishak, 2020). In this study
the films produced obtained values ranging
from 7,81 % - 72,54 %. The combination of A:
8,5 %, B: 25 %, C: 0,5 % and D: 70 °C obtained
the highest values with 69,69 + 2,16. Regarding
collagen, the addition of this factor can provide
a flexible nature of the film produced, however,
highvaluesmake it morerigid and the elongation
percentage value decreases, similar behaviour
to the study of Susilawati et al. (2019) who also
used fish gelatin.

0,5

C 0 il (%)

Response surface for the total elongation percentage with AC interaction

Source: Authors.

With respect to the interactions, those with
statistically significant influence were: AC and
BC.Figure 6 shows thatasthe concentration of oil
and starch decreases, the elongation percentage
increases. That is to say that by incorporating
oil to the formulation of the films these become
less plasticized, these results are comparable to
those of Slavutsky and Bertuzzi (2015) who used
sunflower oil and as its concentration increased,
Young's modulus increased but the elongation
percentage decreased. On the other hand, the
BC interaction the elongation value is only
influenced by the % of oil, regardless of whether
it increases or decreases the % of collagen.

Conclusions

This study shows that starch has a positive
and direct effect on the variables of caliber,
maximum stress, Young's modulus, load at

break and stress at break, the higher the starch
content the value of these variables increases,
however, the percentage of deformation of the
film decreases, which leads to form a more
resistant but less flexible material. On the
other hand, collagen and oil increase the total
elongation percentage, considering that these
factors influence the plasticizing power of the
films, the incorporation of starch in the film
combined with collagen serves as a potential
solution for biodegradable packaging addressing
the challenges faced by the environment.

The incorporation of lemon essential
oil does influence mechanical changes of the
biodegradable films, increasing the oil content,
increasing the Young's modulus value, but
decreasing the elongation percentage, the EOs
have great potential in multifunctional and
controlled release applications such as bioactive
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food packaging. It was also concluded that the
optimum gelatinization temperature for these
factors should be within a range of 70 — 75
°C, since the temperature of 80 °C generated a
structural loss within the starch granule thus
collapsing the film structure and its mechanical
characteristics.
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