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Resumen El trigo es un cultivo de importancia economica por su relevante composicion nutricional incluyendo:
proteinas, lipidos, fibra, minerales (hierro, magnesio, zinc, potasio , calcio y fésforo), ademas de contener aminoacidos. El
objetivo de la presente investigacion consistié en determinar el contenido de gluten y las propiedades reoldgicas de harinas
obtenidas de diferentes variedades de trigo (Triticum aestivum L). Por lo cual, se analizaron caracteristicas fisicoquimicas
(humedad, contenido de gluten himedo y seco y proteina) y propiedades reolégicas (absorcion de agua, estabilidad de la
masa, C2, C3, C4y C5) de las harinas de 9 variedades de trigo, aplicando un Disefio Completamente al Azar, siendo el Factor C
= Variedad de trigo y Factor B = Niveles de nitrogeno, con tres repeticiones. En cuanto a la humedad no se present6 diferencia
significativa (p < 0,05), mientras que el contenido de gluten himedo reporté valores entre 17,4 a 38,89 %; para gluten
seco se obtuvo valores entre 8,38 a 15,87 %; y contenido de proteina de 10,54 a 13,71 %. En relacion a las caracteristicas
reoldgicas de las harinas, las variedades INIAP-COJITAMBO 92, INIAP-COTACACHI 98 e INIAP-IMBABURA 2014 (66,08
%; 65,95 % y 65,55 %, respectivamente) obtuvieron la mayor absorcion de agua, en la estabilidad, las masas de harina
presentaron un rango entre 1,97y 7,34 min, para debilitamiento de las proteinas (C2) se obtuvo valores de 0,17 a 0,40 Nm, en
la gelatinizacion del almidén (C3) sitdio 0,94 v 1,48 Nm, actividad amilacea (C4) present6 0,29 a 1,15 Nm y la retrogradacién
del almidon (C5) que varid en sus resultados con valores que oscilaron entre 0,28 a 1,58 Nm.

Palabras clave: cereal, gluten seco, almidén, caracteristicas fisicoquimicas, fertilizacion.

Abstract wheatisa crop of economic importance due to its relevant nutritional composition including: proteins, lipids,
fiber, minerals (iron, magnesium, zinc, potassium, calcium and phosphorus), in addition to containing amino acids. The
objective of this research was to determine the gluten content and rheological properties of flours obtained from different
varieties of wheat (Triticum aestivum L). Therefore, physicochemical characteristics (moisture, wet and dry gluten content
and protein) and rheological properties (water absorption, dough stability, C2, C3, C4 and C5) of flours from 9 wheat varieties
were analyzed, applying a completely randomized design, with Factor C = wheat variety and Factor B = nitrogen levels, with
three replicates. As for moisture, there was no significant difference (p < 0,05), while the wet gluten content reported values
between 17,4 and 38,89 %; for dry gluten, values between 8.38 and 15.87 % were obtained; and protein content between
10.54 and 13,71 %. In relation to the rheological characteristics of the flours, the varieties INIAP-COJITAMBO 92, INIAP-
COTACACHI 98 and INIAP-IMBABURA 2014 (66,08 %; 65,95 % and 65,55 %, respectively) obtained the highest water
absorption, in stability, flour doughs presented a range between 1.97 and 7.34 min, for protein weakening (C2) values from
0,17 to 0,40 Nm were obtained, starch gelatinization (C3) showed 0,94 to 1.48 Nm, starch activity (C4) showed 0,29 to 1.15
Nm, and starch retrogradation (C5) showed variability in its results with values ranging from 0,28 to 1.58 Nm.

Keywords: cereal, dry gluten, starch, physicochemical characteristics, fertilization.
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Introduccion

El trigo (Triticum aestivum L.) es el cereal
mas cultivado a nivel mundial (Oyeyinka &
Bassey, 2023). Segun la Food and Agriculture
Organisation (FAO, 2022), se espera que la
produccion mundial de cereales alcance 2,804
millones de toneladas en 2023/24, cifra que sigue
siendoun 0,8 % (21,8 millones de toneladas) mas
altaque en 2022/23. La prevision de la utilizacion
total de trigo a disminuido de 1,7 millones de
toneladas a 783 millones de toneladas, aunque
supera en un 0,5 % el nivel de 2022/23.

El trigo suministra aproximadamente el 55
% de los carbohidratos y el 21 % de las calorias
alimentarias consumidas en todo el mundo,
ademas, es rico en proteinas (gluten), minerales
(Cu, Mg, Zn, P y Fe), vitaminas (grupo By E),
riboflavina, niacina, tiamina. y fibra dietética
(Khalid et al., 2023). Los productos de harina
como el pan, fideos y otros productos se elaboran
con harina de trigo y son el principal alimento
del ser humano (Zhang, 2020). Actualmente, el
trigo es uno de los cultivos mas importantes enla
serrania ecuatoriana, y hace parte de la canasta
basica de los pequeiios productores de la region
(Sarchi-Laines & Guerrero-Zurita, 2022).

Este cultivo se desarrolla en todo el callejon
interandino (provincias de Carchi, Chimborazo,
Bolivar, Imbabura y Pichincha), siendo la
provincia de Carchi la de mayor producciéon con
un cultivo de mas de 2,976 hectareas (Ponce-
Molina et al., 2022). Sin embargo, la produccion
de trigo en Ecuador ha evidenciado un déficit
desde hace mas de 30 afos, debido a afectaciones
causadas principalmente por factores de tipo
abidtico, déficit hidrico, nutricional y las
temperaturas extremas en estado critico del
cultivo (Montenegro-Montenegro, 2012).

Tanto la produccion y la calidad del trigo
se pueden mejorar mediante el desarrollo
de nuevas variedades que puedan generar

un rendimiento superior y funcionar
mejor en diversas condiciones y tensiones
agroclimaticas (Villaseiior, 2015). Por ello,
para predecir la calidad del producto final,
es necesario comprender la caracterizacion
fisicoquimica y reoldgica de la materia para
la industria alimentaria (Carrion, 2022). Por
lo anteriormente expuesto, el objetivo de este
trabajo de investigacion consistié en determinar
el contenido de gluten y las propiedades
reoldgicas de harinas obtenidas de diferentes
variedades de trigo (Triticum aestivum L).

Materiales y métodos
Material

Las harinas utilizadas en la experimentacion
se obtuvieron de 9 variedades de trigo (INIAP
-COJITAMBO 92; INIAP-QUILINDANA 94;
INIAP-SANGAY 94; INIAP-COTACACHI 98;
INIAP-ZHALAO 2003; INIAP-MIRADOR 2010;
INIAP-SAN JACINTO 2010; INIAP-VIVAR 2010
e INIAP-IMBABURA 2014 ), las cuales provienen
de la Estacion Experimental Santa Catalina
del Instituto Nacional de Investigaciones
Agropecuarias (INIAP ) ubicada a 13 km al
sur de Quito, Ecuador con una Latitud: 0° 22'
S, Longitud: 78° 33' 0 y a una altura de 3050
m.s.n.m.

Obtencion de las harinas de trigo

Las harinas se obtuvieron mediante la molienda
de los granos de cada variedad estudiada, con
la ayuda de un molino industrial (MAGISTER,
Colombia) y finalmente cada muestra, se tamizo
hasta obtener una granulometria uniforme, en
un tamiz de malla 100 ASTM. Cabe destacar que,
para garantizar la calidad de las harinas, estas se
empacaron en embalaje de papel transpirable y
se conservaron a temperatura ambiente (25 °C),
para sus respectivos analisis.

Caracteristicas reologicas

Por medio del equipo Mixolab (CHOPIN
Technologies), se observo el comportamiento
reologico de las harinas de las 9 variedades de
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trigo (T aestivum L.) estudiadas. Se evalto la
absorcion de agua, estabilidad de la masa (min),
comportamiento de la mezcla (C1), calidad de la
proteina (C2), gelatinizacion del almidén (C3),
actividad amilasica (C4) y retrogradacion del
almidon (C5). Por ello, se siguié la metodologia
de Dubat & Boinot (2012), la cual consistio

Figura 1l

en desarrollar una prueba apoyada en la
preparacion de una masa de cada harina, la cual
se hidrato constantemente durante la primera
fase del test. Los resultados se demuestran a lo
largo del grafico de la curva con los cinco picos
representados en los valores (C1, C2, C3, C4y C5)
como se indica en la Figura 1.

Curva Mixolab usada para la determinacion de las caracteristicas reoldgicas

Conpsa $iec.
24

24 C1
24 T1

Tarwpdran . (T
CS5
TS

T°CS

Nota. C1: Comportamiento de la mezcla, C2: Calidad de la proteina, C3: Gelatinizacion del almidén, C4:

Actividad amilasica, C5: Retrogradacién del almidén.

Determinacion del contenido de
Humedad

Respecto al contenido de humedad, este
fue determinado segin la Norma Técnica
Ecuatoriana NTE INEN 1235. Granos y cereales.
Determinacion del contenido de humedad
(INEN, 2012). De esta manera, se tomaron 5 g
de muestras para posteriormente ser colocadas
en la estufa (VWR Symphony, Colombia), por un
periodo de 2 h a 130 °C, finalmente se aplicé la
formula de diferencia de peso.

Determinacion del contenido de
Proteina

Se utiliz6 el método de Kjeldahl descrito en
Association of Official Analytical Chemist
(AOAC, 2000) con ciertas modificaciones
realizadas en el laboratorio de Nutricion y
Calidad de la EESC-INIAP. Por lo cual, se peso
en un matraz micro-Kjeldahl 0,15 g de harina de

trigo y 1 g de catalizador, al matraz se le agreg6
2,5 ml de acido sulfarico (H,SO,) concentrado,
la digestion fue desarrollada a 75 °C por 30
minutos, y posteriormente se incremento
a 90 °C por 60 minutos, transcurrido este
tiempo se dejo enfriar dentro de la camara de
extraccion por 4 minutos, luego por los bordes
del cuello del matraz se agregaron 7 ml de agua
destilada y se dejo enfriar por unos minutos
mas. Una vez caliente la unidad destiladora, se
procedié a adicionar la muestra en la camara
de ebullicion, y el matraz fue lavado con 5 ml
de H,O, seguidamente, se afiadieron 10 ml de
hidroxido de sodio (NaOH) al 30 %. Encendido
el equipo, se recolectaron 40 ml del destilado
en un Erlenmeyer que contenia 10 ml de acido
bérico con dos gotas del indicador. El resultado
present6 una tonalidad verdosa. Finalmente, el
destilado es titulado con acido clorhidrico 0,1N
(HCl), considerandose por finalizado el proceso
cuando la muestra se tornara de color violeta
(AOAC, 2000).
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Analisis del contenido de Gluten
himedoy seco

Se empled el método tradicional de lavado
estipulado por American Association of Cereal
Chemists 38-52.01 (AACC, 2000), con ciertas
modificaciones. De esta manera, en un vaso de
precipitacion de 50 ml, se pesd la cantidad de
harina de trigo de acuerdo a la Tabla 1, luego se
adicionaron 2,5 ml de solucion salina de cloruro
desodioal 2 %. Seamas6 lamezclamanualmente
durante 2 min y concluido el tiempo se realizo
un lavado de la masa con agua potable durante
5 min. Se elimino el exceso de gluten realizando
el lavado a presion mediante un tamiz y tul.
Finalmente, se colocd el gluten hiimedo en una

Tabla 1

tostadora (marca Oster) con superficie plana,
durante 5 min y asi se obtuvo la cantidad de
gluten seco (AACC, 2000).

El contenido de gluten se expresé en
porcentaje %, de acuerdo con las ecuaciones 1y
2.

Ecuacion 1.

Peso del gluten humedo
H= 4 ) x 100%

peso de harina (g)
Ecuacion 2.

Peso del gluten seco(g)
S — , x 100%
peso de harina (g)

Peso de la harina para evaluar el contenido de
gluten (en 10 g de harina con 14 % de humedad)

Humedad

Disciplina

(%)

(8)
9,0-9,9
10,0 -10,9
1,1-1,8
11,9 -12,7
12,8-13,6
13,7144

14,5-153

Gramos de harina
Genémica
9,5
9,6
9,7
9,8
9,9
10,0

10,1

Nota. Adaptado de “Curso de Métodos Analiticos de Tecnologia
de Cereales Menores” por Coca-Cadena, A., Ayala-Rojas, G., &
Fajardo-Rodriguez, L. 1988. (Primera ed.) Colombia Tibaitata,

ICA, p.30

Fuerza de gluten

Se empleo el método descrito por Morris et al.
(2005), el cual consistié en aplicar una prueba
de sedimentacion con dodecil sulfato de sodio
(SDS), de la siguiente manera: en una probeta
(con tapon) de 25 ml se pes6 1 g de harina de
trigo y se adicionaron 6 ml de solucién de azul de

bromofenol, con agitaciéon mediante un vortex
durante 2, 4y 40 s. se agregaron 19 ml de acido
lactico con SDS (17 ml de acido lactico al 85 % y
480 ml de SDS). Se coloco el tapon en la probetay
se agito lamezcla en un agitador oscilatorio por 1
min, posteriormente, se coloco la probeta sobre
una base con fondo iluminado para sedimentar
las muestras por un lapso de 14 min. Finalmente,
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se tomo la lectura del volumen de sedimento al
término de este tiempo.

Diseno experimental

Se utilizé6 un Diseflo Completamente al Azar
en arreglo bifactorial A*B (Tabla 2), donde el
Factor A = correspondié a las harinas de las

Tabla 2

9 variedades de trigo analizadas y el Factor B
= a los 2 niveles de nitrégeno utilizados en el
cultivo, con tres repeticiones, obteniéndose
un total de 18 tratamientos. Para determinar
diferencias significativas entre las medias de
los tratamientos evaluados, se empled la prueba
de Tukey (p < 0,05), mediante el software
estadistico InfoStat version libre.

Tratamientos evaluados en el Disefio Completamente Al Azar

A*B de la investigacion

Humedad Humedad
T1 INIAP - COJITAMBO 92 + 0 % de nitrégeno
T2 INIAP - COJITAMBO 92 + 120 % de nitrégeno
T3 INIAP- QUILINDANA 94 + 0 % de nitrégeno
T4 INIAP- QUILINDANA 94 + 120 % de nitrégeno
T5 INIAP- SANGAY 94 + 0 % de nitrégeno
T6 INIAP- SANGAY 94 + 120 % de nitrégeno
T7 INIAP- COTACACHI 98 + 0 % de nitrégeno
T8 INIAP- COTACACHI 98 +120 % de nitrégeno
T9 INIAP- ZHALAO 2003 + 0 % de nitrégeno
10 INIAP- ZHALAO 2003 + 120 % de nitrégeno
™ INIAP- MIRADOR 2010 + 0 % de nitrégeno
T12 INIAP- MIRADOR 2010 + 120 % de nitrégeno
T13 INIAP- SAN JACINTO 2010 + 0 % de nitrégeno
T4 INIAP- SAN JACINTO 2010 + 120 % de nitrégeno
T15 INIAP- VIVAR 2010 + 0 % de nitrégeno
T16 INIAP- VIVAR 2010 + 120 % de nitrégeno
T17 INIAP- IMBABURA 2014 + 0 % de nitrégeno
T18 INIAP- IMBABURA 2014 + 120 % de nitrégeno

Resultados y discusion

Caracterizacion fisicoquimicay
contenido de gluten

En la Tabla 3 se detallan las caracteristicas
fisicoquimicas y contenido de gluten de los
tratamientos en estudio (harinas de las 9
variedades de trigo evaluadas y los 2 niveles de
nitrégeno utilizados en el cultivo).

En relacion a la humedad no existio
diferencia significativa (p > 0,05) en los 18
tratamientos estudiados (Tabla 3), siendo el

rango porcentual de humedad reportado para
las harinas evaluadas en este estudio entre 11,43
% a 12,83 %. Estos valores guardan relacion
con investigaciones, donde se ha reportado un
contenido de humedad de 13,50 % en harina de
trigo (Vasquez-Castillo & Matos-Chamorro,
2021; Pérez-Carrion 2022).

Ademas, es necesario mencionar que, los
valores de humedad encontrados en las harinas
de los 18 tratamientos analizados en la presente
investigacion se encuentran dentro del rango
maximo permitido por la Norma Técnica
Ecuatoriana NTE INEN 616, que establece un
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contenido de humedad maximo de 14,5 % en
harina de trigo, con el fin de asegurar la calidad
del grano en el almacenamiento postcosecha
(INEN, 2006).

Analisis de gluten himedo y seco

En cuanto al contenido de gluten himedo (Tabla
3) de las harinas de los diferentes tratamientos
analizados, esta variable presenté diferencias
estadisticas (p < 0,05), demostrando que, los
tratamientos T1, T3, T5, T9, T11, T13, Ti5 vy
T18 obtuvieron el menor contenido de gluten
hiimedo, mientras que, el T10 con 38,89 %
destacé por un mayor contenido. Con ello se
demuestra que, al utilizar 120 % de nitrégeno
como fertilizante en el cultivo de trigo es posible
obtener mayor cantidad de gluten himedo en las
harinas, lo cual es benéfico en la panificacion,
puesto que, durante la fermentacion, el gluten
retiene el dioxido de carbono resultante y
asegura mayor volumen en el pan (Sciarini et al.,
2016). Por otro lado, diversas investigaciones
han reportado un contenido de gluten himedo
entre un 25 a 26,58 % (Cazares-Torres, 2022);
todas coincidiendo en que la presencia de gluten
hiimedo en la harina estaba relacionada con el
nitrégeno empleado en la etapa de fertilizacion
del trigo, siendo este transferido al grano y a
la harina sumado a la presencia de la gliadina,
una proteina que interviene en la formacion del
gluten (Lerner et al., 2015).

De igual manera, los resultados del analisis
de gluten seco se presentan en la Tabla 3 y
registran diferencias estadisticas (p < 0,05).
Demostrando que, los tratamientos donde se
utiliz6 120 % de nitrégeno en los cultivos de
trigo, se obtuvo mayor contenido de gluten
seco en la harina, lo que para nuestro caso se
reflejo en valores porcentuales de 8,38 % a 15,87
% de gluten seco. En nuestro caso es factible
asociar un control de estos factores ambientales
(temperatura y humedad relativa) y externos
(fertilizacion y disponibilidad de agua), lo que
pudo facilitar la presencia del gluten en nuestras
muestras (Dillchneider-Loza, 2020).

Contenido de proteina

En la evaluacion del contenido de proteina
las medias de los tratamientos presentaron
diferencias significativas (p < 0,05), por efecto
de los diferentes niveles de nitrogeno aplicado
al cultivo, determinandose el mayor contenido
en los tratamientos: (T2, T10 y T18), donde se
utiliz6 nitrégeno al 120 %; por el contrario,
las muestras que no recibieron nitrégeno
registraron el contenido de proteina mas bajo,
como se puede ver en la Tabla 3.

El nitrégeno (N) es el nutriente que con
mayor frecuencia condiciona la obtencién de
contenidos adecuados de gluten y de proteina
en los granos de trigo (Xiaoyang et al., 2022),
por ende creemos que esto favorecid el alto
contenido en las harinas que analizamos. Por
otro lado, Calvo-Carrillo et al. (2020), sefialan
que la calidad panadera del trigo se asocia
frecuentemente con los niveles de proteina
en grano, la cantidad y calidad de gluten y las
propiedades reoldgicas de la masa. En este
sentido, se considera que las harinas obtenidas
de las variedades de trigo (INIAP-COJITAMBO
92; INIAP-ZHALAO 2003 e INIAP-IMBABURA
2014), cumplen con estas caracteristicas y
podrian ser empleadas a nivel industrial.

Propiedades reologicas de las harinas

En la Tabla 4, se presentan los resultados
obtenidos respecto a la absorciéon de agua
de las harinas obtenida a partir de las 9
variedades de trigo analizadas. Variable que
demostré diferencias significativas (p < 0,05),
estableciéndose la mayor absorciéon de agua
en las harinas INIAP-COJITAMBO 92 (66,08
%); INIAP-COTACACHI 98 (65,65 %) e INIAP-
IMBABURA 2014 (65,55 %), en comparacion
a la harina obtenida de la variedad INIAP-
QUILINDANA 94 con una absorcién de agua igual
al 58,93 %, que obtuvo un menor porcentaje. En
relacion a este hallazgo, se cree que las harinas
fuertes, es decir aquellas que presentan gran
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cantidad y calidad de proteinas, asi como de
gluten en su contenido, pueden absorber mayor
contenido de agua, lo cual pudo favorecer los 3
tratamientos que para nuestro caso arrojaron
los valores mas altos de absorcion (Sanchez-
Aguilera et al., 2023). Cabe mencionar que, una
capacidad de absorciéon de agua mayor al 65
%, indica una harina de buena calidad, lo que

Tabla 3

a su vez se traducira en un buen rendimiento
en la produccion de pan, mientras que valores
menores < 60 %, indica una harina de inferior
calidad por lo cual esta debera verificarse con
la informacién de tanto de cantidad como de
calidad de gluten (Lascano, 2022). En la presente
investigaciéon los resultados obtenidos, se
ubicaron por encima de este parametro (> 65 %).

Efecto de la fertilizacion nitrogenada en los pardmetros de calidad de las variedades
nacionales de trigo (T. aestivum L) evaluados

Humedad Gluten himedo Gluten seco Proteina
Tratamientos

(%) (%) (%) (%)

Tl 43a 19,55a 991b 1,72b
iv) 12,0a 3352¢ 13,02¢ 14,26f
B 115a 1818a 9,66b 140¢
T4 12,8a 3273b 14,61d 13,63
5 11,73a 1973a 9,96b 9,85b
6 12,45a 34.71d 14,09d 1343e
v/ 11,0a 2112ab 8,89a 10,07b
8 12,02a 34,40c 1587e 1340e
T9 1130a 18,06a 9,84b 8:85a
TI0 1220a 38,80f 1,7d 14,06f
™ 1192 1747a 838a 1034b
T2 12,48a 36,3e 14,05d 13,80a
3 n83a 19/8a 1033¢ 1,04¢
T4 12,45a 32,09ab 13,72d 13,56e
TI5 11,80a 21452 9,94b 10,94bc
TI6 1221a 3394¢ 1470d 1330a
7 157a 1842a 8,63a 10,93bc
TI8 12,02a 3136¢ 1509e 13.93f

Nota. Letras diferentes asociadas con los valores dentro de la misma columna indican una diferencia significativa

al nivel de p < 0,05, con la prueba de Tukey.

Estabilidad dela masa

En cuanto a la estabilidad de la masa de la
harina de trigo, se aprecia que las medias
registraron diferencias significativas (p < 0,05)
(Tabla 4), determinandose la mayor estabilidad
en las masas provenientes de las variedades

INIAP-MIRADOR 2010 e INIAP-VIVAR 2010
presentando cada una un tiempo de consistencia
de 7,34 v 7,57 min, respectivamente. Mientras
que, la menor estabilidad se obtuvo con la
variedad INIAP- COTACACHI 98 cuya masa
tan solo mantuvo su maxima consistencia en
un tiempo de 1,97 min. Cabe mencionar que
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la estabilidad de la masa esta estrechamente
relacionada con el genotipo y condiciones
ambientales de los cultivos (De la Horra, 2015).
Elintervalo de tiempo de estabilidad logrado con
las dos variedades mencionadas, es relevante si
se compara con lo reportado por Urbina-Dicao et
al. (2023), quienes determinaron una establidad
de 4,67 min en harina de quinoa y 4,17 min en
harina de amaranto, harinas de dos especies que
tambien se caracterizan por su valor nutriconal
y comenrcial.

Debilitamiento de las proteinas

Al evaluar el debilitamiento de las proteinas (C2)
en las harinas obtenidas de la especie Triticum
aestivum L, se encontré que las 9 variedades
evaluadas, presentaron una masa con menor
debilitamiento de las proteinas, con valores
entre 0,17 Nm a 0,40 Nm (Tabla 4). Es necesario
mencionar que, valores bajos de las proteinas
(C2) indican alta actividad diastasica en las
masas, incidio también en la baja consistencia
de la masa, la cual disminuye a consecuencia
del debilitamiento de la proteina (Hasna et al.,
2020).

Por otro lado, los resultados obtenidos
pueden afectar negativamente la calidad final
del producto horneado, puesto que, la masa
pierde la capacidad de retener el CO durante la
fermentacion y no alcanza una textura adecuada.
En consecuencia, es importante mantener
un equilibrio adecuado entre el desarrollo del
gluten y el debilitamiento de las proteinas, con
el fin de obtener resultados 6ptimos al trabajar
con harina de trigo (Bustillos, 2022).

Gelatinizacion del almidon

Losresultados de gelatinizacion del almid6n (C3)
presentados en la Tabla 4, reflejan diferencias
significativas (p < 0,05), estableciendo el valor
mas alto en la variedad INIAP-VIVAR 2010 con
una viscosidad de 1,48 Nm. Diferente sucedio
con las variedades INIAP-COJITAMBO 92 (1,12
Nm), INIAP-COTACACHI 98 (0,94 Nm) e INIAP-

MIRADOR 2010 (1,19 Nm), que arrojaron valores
inferiores de gelatinizacion.

Respecto a una menor estabilidad del gel del
almidon en el trigo, este resultado podria estar
relacionado con una mayor actividad amilasica
debido a que su presencia tiende a generar una
mayor proporcion de almidén dafiado (Barrera,
2014). Estos resultados difieren con lo reportado
por Hasna et al. (2020), quienes obtuvieron un
valor de 2,70 Nm en gelatinizacién de harina de
patata nativa (Solenostemon rotundifolius). La
gelatinizacion del almidon se refiere a la fase
de hinchamiento del almidén, a medida que el
almidon se hincha, se forma una red de gel que
retiene la humedad en el producto horneado
(Guo et al., 2018). En este sentido la variedad de
harina (INIAP-VIVAR 2010) podria considerarse
con potencial uso para el proceso de horneados.

Activiad Amilacea

Respecto a la actividad amilacea (C4) de la
harina evaluada en las diferentes variedades
de trigo (Tabla 4), se observo diferencia
significativa en los tratamientos (p < 0,05),
determinandose un contenido general de
amilacea dado entre 0,29 Nm - 1,15 Nm para
las variedades INIAP-COJITAMBO 92 e INIAP-
VIVAR 2010, respectivamente. Estos resultados
se pueden atribuir a la fase de horneado y a la
gelatinizacion del almidon. Cuando el almidén
se calienta en un ambiente con alta humedad, los
macropolimeros sufren un cambio estructural
irreversible asociado con una mayor viscosidad
y una estructura abierta y mas flexible,
desarrollando una mayor susceptibilidad a la
hidrolisis enzimatica (Di Rosa et al., 2023).

Sin embargo, los resultados obtenidos son
inferiores a lo hallado por Kaurcorres & Gill
(2020), quienes obtuvieron un contenido de
amilaceade 2,70 % en harinade trigoy 2,40 % en
harina de quinoa. Ademas, se menciona que, la
actividad amilacea de la harina de trigo se refiere
ala capacidad de las enzimas amilasas presentes
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en la harina para descomponer el almidén en
azucares mas simples durante el proceso de
fermentacion y coccion (Hasna et al., 2020). Por
lo cual, consideramos la variedad INIAP-VIVAR

Tabla 4

Propiedades reoldgicas de las harinas obtenida de las 9 variedades de trigo

2010 puede cumplir con estas caracteristicas
y aportar en la actividad fermentativa de gran

escala industrial.

Absorcién

Estabilidad dela

Variedades de trigo de agua (%) masa (min) C2(Nm) C3(Nm) C4(Nm) C5(Nm)
INIAP - COJITAMBO 92 66,08¢ 437c 0,29a 1,12a 0,29a 0,282
INIAP- QUILINDANA 94 58,93a 316b 0,26a 1,35b 0,93¢ 1,15¢

INIAP- SANGAY 94 61,98¢ 5,66d 0,34a 1,36b 0,61b 0,82b
INIAP- COTACACHI 98 65,65e 1,97a 0,40a 0,9%4a 0,54b 0,70b

INIAP- ZHALAO 2003 60,17b 2,62b 0,33a 1,38b 1,02¢ 1,34¢
INIAP- MIRADOR 2010 64,68d 734f 0,35a 1,19a 0,66 b 0,88b
INIAP- SAN JACINTO 2010 64,48d 6,04¢ 0,39a 1,33b 0,85¢ 1,1c

INIAP- VIVAR 2010 60,17b 7,57f 0,17a 1,48¢ 1,15¢ 1,58d

INIAP- IMBABURA 2014 65,55e 6,27e 0,34a 1,38b 1,01¢c 1,41d

Nota. Letras diferentes asociadas con los valores dentro de la misma columna indican una diferencia significativa al nivel de

p < 0,05, con la prueba de Tukey.

Retrogradacion del almidon

Finalmente, analizando la variable
retrogradacion del almidon (C5), en las masas
representativas de las distintas variedades de
trigo se presentaron diferencias estadisticas (p <
0,05). Se demostro6 que las variedades de harina
que formaron almidon retrogradado posterior al
proceso de enfriamiento del almidén presente en
la harina, correspondieron a los tratamientos:
INIAP-VIVAR 2010y INIAP-IMBABURA 2014 con
valores de 1,58 Nmy 1,41 Nm, respectivamente.

En cambio, lavariedad INIAP-COJITAMBO 92
presentd la menor retrogradaciéon del almidon
con un valor igual a 0,28 Nm. De este modo, se
enfatiza que, un mayor porcentaje de amilosa
permitiria la obtenciéon de altos porcentajes
de almidon retrogradado en la harina, lo que
supone un papel fundamental en el control de la

texturay calidad de los productos que contienen
almidon (Pablos-Alcalde, 2018).

Conclusiones

Las caracteristicas fisicoquimicas y contenido
de gluten de los 18 tratamientos estudiados,
evidenci6 que las diferentes variedades de trigo
y distintos niveles de nitrégenos utilizado en
el cultivo influyen significativamente en la
composicion nutricional, siendo la harina del
T10 la que obtuvo mayor concentracion de gluten
hiimedo, mientras que, el T8 proporcioné mayor
cantidad de gluten seco y el T2 presenté mayor
contenido de proteina.

Respecto a las propiedades reoldgicas se
concluye que la harina obtenida de la variedad
INIAP COJITAMBO 92 present6 mayor capacidad
deabsorciondeagua, mientrasque,laharinadela
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variedad INIAP- VIVAR 2010 destaco en la mejor
estabilidad de masa, gelatinizacion del almidon,
actividad, actividad amilacea y retrodegradacion
de almidoén, lo cual la hace promisoria como
materia prima en la elaboraciéon de productos
de panificacion y por ende potenciar la industria
panadera en el pais.
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Chemical and functional properties of Stevia rebaudiana
Bertoni stems as an agro-industrial byproduct for potential
use in functional foods
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Abstract stevialeaves (Stevia rebaudiana Bertoni) are considered natural, harmless, non-caloric sweeteners. The stems
of the stevia plant hadn’t been as researched and are considered waste or agro-industrial byproducts, yet a good source of
potentially techno-functional fiber, which could be considered as a food ingredient. The aim of this work was to evaluate
the chemical and techno-functional properties of stevia stems as a potential ingredient for functional foods. The stems
were obtained from stevia plantations in the state of Yucatan — Mexico, and their proximal chemical composition and
techno-functional profile were determined considering water and oil retention, water absorption and adsorption, and the
organic molecules absorption capacity. The analytical determinations were performed in triplicate and a one-way analysis
of variance was used for the statistical analysis of the data obtained. They presented a high content of carbohydrates (54.84
%), crude fiber (32.33 %), ash (6.99 %), and protein (4.46 %). The stems retained five times their weight in water and oil,
with 5.57 and 5.00 g/g, respectively. Their organic molecules absorption capacity was 2.09 g/g, with 4.49 g/g for water
absorption and 0.29 g/g for water adsorption. As an agricultural byproduct of stevia leaves harvesting, the stems are a
functional alternative to use in food preparations with potential physiological effects.

Keywords: dietary fiber, natural sweetener, physiological effect, physicochemical properties.

Resumen Las hojas de stevia (Stevia rebaudiana Bertoni) son consideradas edulcorantes naturales, bajos en calorias
e inocuos. Por su parte, los tallos de stevia han sido menos estudiados y se consideran subproductos agroindustriales,
aunque representan una buena fuente de fibra con propiedades tecnofuncionales que podria utilizarse como ingrediente
alimentario. El objetivo del presente trabajo fue evaluar las propiedades quimicas y tecnofuncionales de los tallos de stevia
como potencial ingrediente de alimentos funcionales. Los tallos fueron obtenidos de plantaciones de stevia en Yucatan —
México, y se les determind la composicion quimica proximal y su perfil tecnofuncional considerando la retencién de agua
y de aceite, la absorcion y adsorcion de agua y la absorcién de moléculas organicas. Las determinaciones analiticas fueron
realizadas por triplicado y se utilizo un analisis de varianza de una via para el analisis estadistico de los datos obtenidos. Estos
presentaron un alto contenido de carbohidratos (54,84 %), fibra cruda (32,33 %), cenizas (6,99 %) y proteina (4,46 %). Los
tallos retuvieron cinco veces su peso en agua y en aceite (5,57 y 5,00 g/g), respectivamente. La capacidad de absorcion de
moléculas organicas fue de 2,09 g/g, la absorcién de agua iguala a 4,49 g/g y la adsorcion de agua de 0,29 g/g. Los tallos
como subproducto agricola de la cosecha de hojas de stevia son una alternativa funcional para usar en la elaboracién de
alimentos con potenciales efectos fisioldgicos.

Palabras clave: efecto fisiol6gico, endulzante natural, fibra dietética, propiedades fisicoquimicas.
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Introduction

Stevia (Stevia rebaudiana Bertoni) is an
herbaceous plant native to Paraguay and
frequently cultivated in several regions of
different countries such as: China, Japan, the
United States of America, Indonesia, Brazil, and
Canada (Gayosso-Rodriguez et al., 2023). The
botanist Moisés Santiago Bertoni first described
the plant, and its significant commercial
exploitation began in the decade of the 70s,
when it was promoted through research on the
extraction and refinement of its sweetening
components, such as the steviol glycosides
present in its leaves (Peteliuk et al., 2021).

Functional foods can be defined as those that
have been innovatively developed to contain
substances or live microorganisms that provide
benefits to improve the health of consumers or
help prevent disease. They must be used in a safe
concentration, sufficient to achieve the desired
benefit (Temple, 2022). Kurek and Krejpcio
(2019), have reported the potential therapeutic
benefits of Stevia rebaudiana extracts and its
pure compounds in promoting health in various
in vitro and in vivo models.

Stevia leaves produce diterpene glycosides
with high-potency sweeteners that can replace
sucrose and artificial sweeteners like aspartame,
acesulfame potassium (Ace-K), neotame,
saccharin, sucralose, and advantame (Basson et
al.,2021). Glycosides are non-nutritive and non-
toxic. To date, more than thirty such compounds
have been identified, with Stevioside and
Rebaudioside A being the most investigated.
Stevioside is the main component in the native
variety of stevia; it represents 4 to 13 % of all
glycosides, its taste is bitter or astringent and its
sweetening power after the molecule has been
purified is 300 times sweeter than sucrose at a
concentration of 0.4 % (Fasiha et al., 2020).

It is precisely because of this non-caloric
sweetening capacity that steviol glycosides
and their extracts have been widely used in the
technological development of food products.
The scientific literature has reported their use
in the production of beverages, bread, cookies,
dairy products, and confectionery, among other
products (Jaimes et al., 2018; Gupta et al., 2017).
The versatility of steviol glycosides for use in the
food industry also lies in their physicochemical
properties, such as their thermal stability (~200
°C), their stability against different acidity and
alkalinity conditions (pH 2 - 10), their non-
fermentability, and their high organoleptic
acceptability (Gasmalla et al., 2014).

Another important application of stevia is
in the field of functional foods, defined as foods
that have a potentially positive effect on health
beyond basic nutrition, due to the physiological
effects as antioxidant, antihyperglycemic
and antilipid, attributed to it. Stevia has been
shown to have therapeutic potential due to
its ability to regulate blood glucose, improve
renal and hepatic functions, and reduce arterial
hypertension. It is also important to mention
the safety of its consumption as toxicological
studies have shown that, in general, the plant's
metabolites do not have teratogenic, mutagenic,
carcinogenic, or allergenic effects (Mathur et al.,
2017).

Regarding their nutritional characteristics,
stevia leaves, in addition to being rich in
carbohydrates, contain a high proportion
of minerals, proteins, and dietary fiber. In
this regard, the functional potential of stevia
leaves has been confirmed, mainly due to
their contribution of dietary fiber, phenols,
flavonoids, vitamins, and minerals (Jahangir-
Chughtai et al., 2020). The understanding of
these peculiarities of the stevia leaves has served
as a basis for the various technological and
therapeutic applications of the different parts of
the plant.




Chemical and functional properties of Stevia rebaudiana Bertoni stems as
an agroindustrial byproduct for potential use in functional foods

Stevia production has increased to an
estimated 4.000 tons annually, which has led to
the generation of a large amount of waste and
agro-industrial byproducts, mainly its stems,
that could have a wide range of applications.
The potential to exploit stems as a source of
antioxidants has been demonstrated with
hot water Stevia leaf extracts that presented
greater antioxidant activity compared to fish
oil oxidation (Yu et al., 2017). Nogueira et al.
(2024) carried out in vitro studies to evaluate
the antioxidant, antidiabetic, and anti-obesity
capacity of methanolic and hydroalcoholic
extracts of Stevia stems. The results indicated
the presence of bioactive compounds such as
polyphenols and flavonoids that have great
importance in health. The extracts presented
17 % phenolic compounds, an antioxidant
activity of 65 to 89 %, lipase enzyme inhibition
activity of 98 % for the methanolic extracts, and
inhibition of a-amylase and a-glucosidase of
the hydroalcoholic extract, with 30 and 90 %,
respectively.

Bondarev et al. (2003) analyzed by high-
performance liquid chromatography the content
of the three main steviol glycosides: stevioside
and rebaudioside A and C in vegetative and
generative organs during the ontogeny of S.
rebaudiana. The highest glycoside content was
found in the upper sections of actively growing
young shoots, while the lower sections of
senescent shoots exhibited the lowest amount.
During ontogeny, a gradual increase in glycoside
content was observed in both mature leaves and
stems of stevia, and this process continued until
the budding phase and the onset of flowering,
making the stems a potential source of these
sweetening compounds. However, although the
stems have not yet been recognized as a source of
sweeteners, they also possess highly significant
nutritional and functional characteristics in
addition to their sweetening compounds. For
example, the high amount of fiber (Atteh et al.,

2011) and antioxidant compounds (Yu et al.,
2017) found in the stems, allows expanding the
study of the plant towards the utilization of all
its parts, since the interest has been mainly
focused on the leaves and the stems have been
categorized as by-products or waste.

Barbosa-Martin et al. (2022) indicated that S.
rebaudiana stems, could be an alternative for the
use and valorization of waste or the development
of functional products based on the circular
economy, due to their dietary fiber content. The
stems could provide a benefit that, in some way,
contributes to reduce overweight and obesity,
with a hypoglycemic effect in patients with
type 2 diabetes mellitus. Therefore, the goal of
the present work was to evaluate the chemical
components and techno-functional properties
of stevia stems as agro-industrial byproducts.
The results are expected to contribute to the
recognition of stems as relevant ingredients for
the development of functional foods.

Materials and methods

Stem collection and processing

S. rebaudiana, Morita II variety stem samples
were obtained from plantations of the Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales,
Agricolas y Pecuarias (INIFAP) at the Campo
Experimental de Mococha, Yucatan, Mexico.
Plants of the selected variety had thick, branched
stems with elliptic leaves arranged in opposite
directions. Samples were obtained from the first
harvest of leaves at three months of age from
the experimental plots and dried for three days
in sun-shade periods. The stems were then
collected, dried in a Fisher Scientific convection
oven at 50 °C for 24 h, processed in a Thomas
Wiley industrial mill to reduce the particle size,
and finally sieved on a 2 mm mesh. The powders
obtained were stored in amber glass bottles until
use.
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Chemical characterization

Proximal chemical evaluation was performed
according to the methods established by the
Association of Official Analytical Chemists
(AOAC). All analyses were performed in triplicate
and the results were expressed on a dry basis (%
d.b.).

- The moisture (M) content was measured
in terms of the weight loss of the sample after
drying it in a convection oven at 110 °C for 2 h,
following method 925.10 (AOAC, 2005a).

- The fat (F) content was obtained from an
extraction with hexane for 1 h in accordance
with the Soxhlet principle, using a Soxtec™ 8000
system (Tecator, Hogands, Skane ldn, Sweden),
following method 2003.06 (AOAC, 2012).

- The amount of ashes (A) or mineral residues
was calculated based on the weight of the sample
after burning it at 550 °C for 2 h, following
method 923.02 (AOAC, 2005b).

- The nitrogen (N3) content was quantified
according to the Kjeldahl method using a
Kjeltec™ 8200 digestion system (Tecator,
Hogands, Skaneldn, Sweden) using cupric sulfate
and potassium sulfate catalysts, according to
992.23 method (AOAC, 2000).

- Protein (P) content was calculated as nitrogen
x 6.25 since there is no specific conversion factor
for fibrous stevia residues.

- For the crude fiber (CF), the Weende method
962.09 was used with a Fibertec™ 8000 system
(Tecator, Hogands, Skane lin, Sweden),
according to the AOAC (1990). The sample was
digested with 1.25 % sulfuric acid and then

with 1.25 % sodium hydroxide. The residue that
consisted of fiber was determined by drying to
constant weight, calcining, and reweighing.

- Nitrogen-free extract (NFE) was calculated
and expressed as total carbohydrate. This value
was estimated as the difference between the
other components, as indicated in Equation 1:

Eq1.
% NFE=100—P—-F —-A—-CF

Where:

(P) = represents protein,
(F) = indicates fat,

(A) = represent ash,

(CF) = indicates crude fiber.

Functional properties

The functional properties of the samples were
determined in triplicate using the following
methods:

Water Retention Capacity (WRC)

It was performed by adapting the technique
reported by Chau et al. (1997), as modified by
Barbosa-Martin et al. (2016). Using 20 mL of
distilled water, 1 g of sample was hydrated
and centrifuged at 2550 x g for 30 min at 25 °C.
Subsequently, the supernatant was measured,
and the WRC was expressed as the grams of
water absorbed divided by the grams of sample.

Oil Retention Capacity (ORC)

It was developed based on the technique
proposed by Chau et al. (1997) and adapted by
Barbosa-Martin et al. (2016). To 1 g of sample
(S), 10 mL of corn oil was added and centrifuged
at 2550 x g for 30 min at 25 °C and the oil retained
(OR)was weighed. The density of the oil used was
0.91 g/cm3. Finally, the volume of supernatant
(VS) was measured, and the ORC was calculated
as indicated in Equation 2.
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Eq 2.
OR (VS x091)
S

ORC =

Organic Molecule Absorption Capacity
(OMACQ)

According to the technique reported by Segura-
Campos et al. (2014), 3 g of sample were
saturated with corn oil, left to stand for 24 h at
25 °C, and centrifuged at 2000 x g for 15 min at
25 °C. The OMAC was estimated as the grams of
oil absorbed between the grams of sample.

Water Absorption Capacity (WAC)

Following the 88-04 technique by the American
Association of Cereal Chemists (AACC, 1984)
reported by Barbosa-Martin etal.(2016),5grams
of sample were saturated with distilled water
(SV) and centrifuged at 2000 x g for 10 min. The
precipitate was weighed, and the approximate
water absorption capacity (ApWAC) was
estimated by the difference in weights between
the grams of sample. Subsequently, the amount
of sample to be weighed for the determination
was calculated according to Equation 3.

Eq 3.
SV

Sample weight = ——————
ample Welght = apwac + sv)

Next, the samples were tested in 4 systems
considering the volumes of distilled water
described below. The amount of water necessary
to complete the sample weight to 18 g was
determined (18 - Sample weight), and, to this
calculated volume, +1.5, +0.5, -1.5, and -0.5 mL
of water was added. The solutions were shaken,
then centrifuged at 2000 x g for 10 min, and
the volume of water absorbed was calculated.
Finally, the WAC was expressed as the grams
of water absorbed between the grams of the
sample.

Water Adsorption Capacity (WAdC)

It was performed through the methodology
proposed by Chen et al. (1984) and adapted by
Barbosa-Martin et al. (2016). The dried and
milled stevia stems were placed in an equilibrium
microenvironment with a relative humidity of
98 %, which was generated by placing 20 mL
of saturated potassium sulfate saline solution
in hermetically sealed glass flasks and placing
them in desiccators at 25 °C. The sample was
left in the microenvironment until it reached
constant weight (48 h). Water adsorption
capacity was measured as the grams of water
adsorbed between grams of sample.

Statistical analysis

The results obtained were analyzed with
descriptive statistics and one-way analysis
of variance (95 % confidence level) using
the statistical software package Statgraphics
Centurion version 18  (Statgraphics
Technologies, Inc., The Plains, VA, USA).
Duncan's test was applied to determine
differences between the means of the average
values of the proximal composition and
functional properties of the stems at a 95 %
confidence level.

Results and Discussion

Chemical characterization

The results revealed that the stevia stems
samplepresentedahighcontentofcarbohydrates
expressed as nitrogen-free extract (54.84 %),
fiber (32.33 %), ash (6.99 %), and protein (4.46
%), as well as moisture content of 7.14 %.
(Table 1). This was expected since the stems of
herbaceous plants, such as stevia, are usually
rich in assimilable carbohydrates (Jahangir-
Chughtai et al., 2020). These results are in
agreement with those reported by Atteh et al.
(2011), in a study where the stems of the plant
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were recognized as a good source of fiber,
minerals, and protein. These authors also
reveal that, if consumed, the stems provide a
very low metabolizable energy content, which
is associated with their high fiber content.
This is relevant as the use of the stems as food
ingredients could generate products with a

Table 1

very low energy density that could be included
in calorie-restricted dietary plans. Other fiber
properties that stevia stems could contribute
to the diet include increased faecal mass,
improved intestinal transit, antioxidant effects,
early satiety generation and low energy density,
among others (Mugdil & Barak, 2013).

Chemical-proximal composition (% dry basis) of Stevia rebaudiana stems

compared with reference data

Gluten seco Gluten seco Gluten seco

Current study Attehetal. (2011).

Fat 1.38 £+ 0.03a 1.1+0.01

Protein 4.46+0.09b 6.7+0.1

Ash 6.99+0.19c 5.6+0.6

Fiber 32.33+0.54e 451+0.8

Carbohydrates as
54.84+0.83f 41.5+0.6

(nitrogen free extract)

Note. Data are expressed as mean + standard deviation. *f Different letters indicate a significant
difference (p < 0.05) between the chemical components.

Likewise, the stems could be used as a source
of affordable protein as they have a better
protein assimilation rate than the leaves when
consumed by monogastric animals. In terms
of minerals expressed as inorganic matter,
according to reports by Atteh et al. (2011), the
stems would provide sodium and potassium,
mainly. In addition, stevia stems can act as non-
caloric sweeteners due to their stevioside (0.69
%) and rebaudioside A (0.3 %) contents (Atteh
et al., 2011), as prebiotics in a similar manner
to inulin and fructooligosaccharides (Sanches-
Lopes et al., 2017), and as antioxidants due to
the presence of phenolic compounds (Yu et al.,
2017).

Functional properties

The functional potential of stevia stems is
mainly due to their contribution to fiber content.
The main reason is based on the interactions
that fiber has with other nutrients, usually
expressed as water retention capacity (WRC), oil
retention capacity (ORC), and organic molecule
absorption capacity (OMAC). The results of the
functional evaluation of the stems showed that
they were able to retain five times their weight

in water and oil (5.57 + 0.12 g/g and 5.00 + 0.15
g/g, respectively) and twice their weight in
organic molecules (2.09 + 0.09 g/g) (Figure
1). It is worth mentioning that water retention
capacity (WRC) is in turn composed of both
physical (water adsorption capacity, (WAdC)
and chemical (water absorption capacity, WAC)
interactions. For the stems, the distribution of
water retention was 4.49 + 0.02 g/g absorption
and 0.29 + 0.03 g/g adsorption, respectively
(Figure 2).

The observed WRC can be explained mainly
by the fiber and protein contents present in the
stems (Table 1), since both elements are prone to
form interactions with water molecules. In this
sense, water retention may have benefited from
the soluble portion of fiber, such as the mucilage
and gums, and the interaction of the hydrogen
bonds generated with the proteins (Aminlari et
al., 2009). In the stevia stems, a higher amount
of WAC than WAdC was observed, most likely
due to the fiber's ability to form gels and bind
water by absorption phenomena through its
exposed hydrophilic groups (Segura-Campos et
al., 2014).
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Figure 1

Water retention capacity (WRC), oil retention capacity (ORC), and
organic molecule absorption capacity (OMAC) of stevia (Stevia

rebaudiana Bertoni) stems
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Note. < Different letters indicate a significant difference (p < 0.05).

Figure 2

Water absorption capacity (WAC) and water adsorption capacity
(WAdC) of stevia (Stevia rebaudiana Bertoni) stems
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Note. < Different letters indicate a significant difference (p < 0.05).

The influence of water retention can be
seen in the physiological field since when fiber
is associated with water, it produces biological
effects such as an increased fecal mass,
improved intestinal transit, early generation
of satiety, low energy density, and reduction
of glucose absorption, among others (Mugdil &
Barak, 2013).

Furthermore, from a technological point of
view, water retention leads to the formation of
gels that could be used in foods such as sauces,
beverages, jams, etc.

Additionally, the oil retention capacity (ORC)
is also related to the fiber content present in
the stems, specifically to its insoluble fraction,
which consists mainly of cellulose, lignin, and
insoluble hemicelluloses. This characteristic
is related to the capacity to absorb fat under
the action of a mechanical force. When this
retention is low, it provides a non-greasy
sensation in fried products, but when it is high,
it imparts juiciness and better texture to meat
products. Moreover, physiologically speaking,
this property is relevant since it involves the
uptake and elimination of lipid elements such as
triglycerides and cholesterol from dietary foods.
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According to Vazquez-Ovando et al. (2009),
the organic molecule absorption capacity (OMAC)
is closely related to the insoluble fiber content
and could indicate the ability of the stems to
intestinally bind to proteins, carbohydrates, bile
salts, cholesterol, drugs, toxic compounds, and
carcinogens.

Finally, to highlight the functional potential
of stevia stems, their properties were compared

Table 2

with the same plant leaves and by-products from
other plant sources (Table 2). Compared to stevia
leaves, the stems retained a higher proportion
of water and organic molecules. They also retain
more water than other sub-products, such as
pomegranate peel, coffee husk, and avocado
seeds. Regarding oil retention, the stems have
a lower capacity compared to stevia leaves and
other byproducts like avocado seeds.

Comparison of the functional potential of stevia (Stevia rebaudiana Bertoni) stems

WRC ORC

OMAC

Vegetal source (g/gsample) (g/g sample) (g/g sample) Reference
Stevia Stems 5.57+0.12 5.00+0.15 2.09+0.09 Own study
Stevia leaves 4.07 6.79 1.81 Segura-Camposetal.,(2014)
Pomegranate peel 3.53 4.05 nr Hasnaouietal., (2014)
Coffee husk 5.11 4.72 nr Ballesterosetal.,(2014)
Avocado seed 413 6.37 nr Barbosa-Martin etal. (2016)

Note. nr: not reported.

Conclusions

Stevia stems are a potential source of fiber
with attractive functional properties for use as
functional food ingredients, since they retain
five times their weight in water and oil and
have twice their absorption capacity for organic
molecules.

Due to their fiber content and functional
properties, the stems of S. rebaudiana can be an
alternative to use and valorize agro-industrial
wastes with a circular economy approach for
the development of functional foods with an
added value due to their potential beneficial
physiological effects for people with diabetes,
obesity, and associated ailments.

These findings indicate that the stems are
a potential ingredient in diet and health food

products, such as powders, nutrition bars,
breads, and cookies. However, more scientific
and technological studies related to the
contribution of dietary fiber and its fractions,
sweetening properties, and studies of bioactive
compounds and their effects on the health of
consumers are required. This co-product must
be further studied so that it can be incorporated
into the stevia production chain, adding value
and contributing to sustainable development
since it is currently considered a waste product.
Thisincreasesthepotential value of stemwastein
terms of its viability for commercial applications
such as food additives, feed additives, health
supplements, and nutraceuticals.
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Resumen La revaloracién de residuos agricolas representa una fuente de generacién de nuevos productos con alto contenido de
compuestos bioactivos y bajo contenido de sodio que puede contribuir a la reduccion del consumo de este elemento por la poblacién. De tal
forma que el objetivo del presente estudio fue evaluar el contenido antioxidante, cantidad de sodio y compuestos fenélicos de tres sazonadores
comerciales con un sazonador vegetal formulado a base de residuos de ajo/cebolla. Los resultados evidenciaron que fue posible realizar la
formulacién de un sazonador empleando cascaras de ajo y cebolla deshidratadas por 24 h a 50 °C. Las cuales fueron molidas a 300 micras y
mezcladas en proporcion de 60 g de polvo de ajo con 40 g de polvo de cebolla. Este sazonador luego se compard con tres formulas comerciales. E1
analisis del sazonador a base de ajo/cebolla presentd valores significativamente menores de sodio (60 mg/ 100 g) y de NaCl (4,7 %) comparado
con los tres sazonadores comerciales que mostraron valores de sodio (137 mg/ 100 g; 69 mg/100 g y 237 mg/100 mg, respectivamente) y de
NaCl (54,8 %, 33 %y 70 %, respectivamente). En contraste, los valores de proteinas, compuestos fenélicos y actividad antioxidante mostraron
valores significativamente mayores comparados a los sazonadores comerciales. Finalmente, nuestro estudio muestra, la generacién de una
formulacién de un sazonador bajo en sodio y con valores importantes de compuestos bioactivos, con una tecnologia accesible a productores.
Lo cual permite generar alternativas viables de revalorizacion de las cascaras de ajo y cebolla, fomentando un manejo sustentable de los
mismos. Futuros estudios deberan identificar el efecto de extractos de esta mezcla, en la inhibicion de enzimas relacionadas con la presion
arterial. Lo cual, contribuiria a la incorporacion de este producto en el desarrollo de aditivos con bajo aporte de sodio a la poblacion.

Palabras clave: aditivos, compuestos bioactivos, hipertension, residuos vegetales.

AbSt Iact The revaluation of agricultural waste represents a source of generation of new products with a high content of bioactive
compounds and low sodium content that can contribute to the reduction of the consumption of this element by the population. Therefore,
the objective of the present study was to evaluate the antioxidant content, amount of sodium and phenolic compounds of three commercial
seasonings with a vegetable seasoning formulated from garlic/onion residues. The results showed that it was possible to formulate a
seasoning using garlic and onion peels dehydrated for 24 h at 50 °C. Which were ground to 300 microns and mixed in a proportion of 60 g of
garlic powder with 40 g of onion powder. This seasoning was then compared to three commercial formulas. The analysis of the garlic/onion-
based seasoning presented significantly lower values of sodium (60 mg/ 100 g) and NacCl (4.7%) compared to the three commercial seasonings
that showed sodium values (137 mg/ 100 g; 69 mg/100 g and 237 mg/100 mg, respectively) and NaCl (54.8%, 33% and 70%, respectively). In
contrast, the values of proteins, phenolic compounds and antioxidant activity showed significantly higher values compared to commercial
seasonings. Finally, our study shows the generation of a formulation of a seasoning low in sodium and with important values of bioactive
compounds, with a technology accessible to producers. This allows us to generate viable alternatives for the revaluation of onion and garlic
peels, promoting their sustainable management. Future studies should identify the effect of extracts of this mixture on the inhibition of
enzymes related to blood pressure. Which would contribute to the incorporation of this product in the development of additives with low
sodium intake for the population.

Keywords: additives, bioactive compounds, hypertension, plant residues.
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Introduccion

Enlaactualidad en Latinoamérica,especificamente
en México, la hipertension arterial (HTA) es un
problema de salud publica, causada por diversos
factores entre los cuales se pueden mencionar:
la alta ingesta de sodio, inactividad fisica, y
problemas metaboélicos como obesidad, diabetes
y dislipidemias (Campos et al., 2021). De acuerdo
alosresultadosdelaEncuestaNacionalde Saludy
Nutricion en México, laprevalenciade HTA es del
44,0 % en mujeres y 55,3 % en hombres, lo cual
ha generado alrededor de 50 mil fallecimientos
(Campos et al., 2021). Entre las opciones para la
disminucion del riesgo de mortalidad por HTA se
proponen cambios en el estilo de vida evitando el
sedentarismo y reduciendo el consumo de sodio
(Solis y Fernandez, 2010). Lo que incluye una
dieta equilibrada, variada, completa, suficiente,
inocua y adecuada que contenga los principales
nutrientes en cantidades necesarias (Concha et
al., 2019).

Entre las alternativas para llevar a cabo una
dieta correcta, esta el desarrollo de alimentos
bajos en sodio, que satisfagan las caracteristicas
organolépticas con la finalidad de tener opciones
mas saludables para el consumo humano. A este
tipo de alimentos, se les conoce como alimentos
funcionales, definidos como aquellos similares
en apariencia a un alimento convencional que
se consume como parte de una dieta normal y
proporciona beneficios fisiologicos mas alla
de la funcion basica (Sed6-Masis, 2021). Los
beneficios que tiene el consumo de alimentos
funcionales para la salud se atribuyen a
los compuestos bioactivos (compuestos
fenodlicos, flavonoides, vitaminas, sustancias
azufradas, terpénicas etc.), que muestran la
capacidad antioxidante para reducir el riesgo
de enfermedades cardiovasculares (Silveira-
Rodriguez et al., 2003). Esto ha permitido que
sean empelados como base para el desarrollo
de conservadores, saborizantes, y aditivos
alimentarios a lo largo de la historia (Lanzotti,
2006).

La revalorizacion de los residuos de
alimentos, representa una  alternativa
para el aprovechamiento de subproductos
agroindustriales con miras a reducir la
contaminaciéon del ambiente. México, ha sido
pionero en el aprovechamiento desechos
vegetales considerados como residuos, usando
sustratos como: rastrojo de maiz, tomate y
paja, para la produccién de hongos comestibles,
galletas a base de semilla de aguacate, entre
otros productos generados a partir de residuos
que buscan fomentar la revalorizaciéon de los
residuos agricolas (Gaitan-Hernandez y Silva-
Huerta, 2016; Avila et al., 2023).

A nivel agroindustrial, en México tanto
la cebolla como el ajo generan residuos, que
ascienden a mas de 550,000 toneladas anuales
de cascara de cebolla y 3,7 millones de toneladas
de cascara de ajo generadas por diversas causas
(Kallel y Ellouz, 2017; Chadorshabi et al., 2022).
Lo que quiere decir, que alrededor del 25 % al 38
% del peso fresco de ajoy cebolla son descartados
por la industria ya que no se consideran aptos
para consumo (Kumar et al., 2022; Faiza et al.,
2023).

En este aspecto, el empleo de residuos
agroindustriales que presentan compuestos
bioactivos puede ser una opcién, para el
desarrollo de nuevos productos, como es el
caso de un sazonador bajo en sodio. Existen
diversos reportes que indican que la cascara de
ajo y cebolla contienen compuestos bioactivos
como flavonoides, polifenoles, acido fenolico,
terpenoides, sulfuros, cumarinas, lignanos,
saponinas, curcuminas, entre otros, que
muestran efectos bioldgicos que repercuten de
manerafavorableenlasalud (Kumaret al.,2022).
Por lo que su aprovechamiento podria generar
productos ricos en compuestos bioactivos y
contribuir a reducir la generacién de residuos
agricolas. Es por eso, que el objetivo de este
trabajo fue evaluar el contenido antioxidante,
cantidad de sodio y compuestos fenélicos de un
sazonador vegetal a base de residuos de ajo y
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cebolla, y compararlo con 3 férmulas comerciales
para generar una alternativa saludable de alifio
con la finalidad de prevenir el riesgo de HTA y
enfermedades cardiovasculares.

Materiales y métodos
Procedencia del material

Los residuos o cascaras de ajo y cebolla que
presentaban caracteristicas de color y textura
viables, (libres de hongos y bacterias) se
recolectaron en tres diferentes centros de
distribuciéon de alimentos en la ciudad de
Mexicali, Baja California, México. 1kg por residuo
de cada especie a evaluar fue transportado en
bolsas de papel a las instalaciones de la Facultad
de Nutricion campus Mexicali de la Universidad
Auténoma de Baja California para su posterior
analisis.

Asi mismo, se realizo la eleccion de tres
sazonadores comerciales en mercados de
compra locales, seleccionado solo aquellos
que presentaran ajo/cebolla como elementos
principales en su formulacion.

Figura 1

Deshidratado

Previo al secado de las cascaras de ajo y cebolla
estas fueron lavadas y desinfectadas con una
solucion de hipoclorito de sodio al 0,05 % por
5 minutos, y se lavaron con abundate agua
para eliminar el exceso del desinfectante.
Posteriormente, se procedi6 a realizar una
muestra compuesta con todas las cascara de ajo
y cebolla de cada sitio de colecta. De esta muestra
compuesta se tomaron 600 g por triplicado, los
cuales fueron deshidratadas en un horno de
conveccion convexa (Ecoshel FA-45B)a 50 °C por
24 horas. Esto de acuerdo a resultados previos
realizados en nuestro grupo de investigacion
(Armenta-Gorosave et al., 2023).

Formulacion del sazonador

Finalizado el proceso de deshidratacion
de cada una de las muestras, se procedié a
realizar la maceracion de las cascaras de ambas
especies de forma separada, empleando un
molino-pulverizador eléctrico para obtener
un tamaifo de muestra de 200 micras (0,075
mm). Posteriormente, se gener6 una muestra
compuesta de ambos residuos en una proporciéon
de 60:40 (polvo de ajo: polvo de cebolla) en base
a100 gramos (Figura1).

Paso a paso para formular un sazonador a partir de residuos: a. seleccion b. procesamiento c.

mezcla d. producto final

b) Molienda de los
residuos por
separado

a) Pesado de cada

uno de los residuos

¢) mezcla de cada uno
de los residuos
relacion 40 g (ajo) y
60 g (cebolla)

d) Obtencion del
sazonador

Analisis fisicoquimicos realizados a los
sazonadores

Los analisis fisicoquimicos que se describen a
continuacion se desarrollaron de igual manera
para los cuatro sazonadores evaluados en
este estudio: comenzando con la propuesta
alternativa de esta investigacion (sazonador de
ajo/cebolla) y a los tres sazonadores restantes,

denominados: sazonador comercial 1, sazonador
comercial 2 y sazonador comercial 3.

Contenidode clorurode sodio en los
sazonadores

Para cada sazonador se procedi6 a efectuar la
determinacion de cloruro por triplicado usando
el método de Mohr de acuerdo a Chavez-Ramosy
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Bonita-Martinez (2014), porlocual seemplearon
500 mg del sazonador a base de ajo/cebolla y
la misma cantidad para los tres sazonadores
comerciales usados para la comparacion. Las
mediciones de cada muestra de sazonador se
realizaron por triplicado. Para la determinacion
de los valores se usd la Ecuacion 1., usando como
blanco agua destilada:

Ec1.

% NaCl = 0,0585x1;ln(v1—V0)

x100

Donde:
N = normalidad de la solucidn plata;

vl = cm3 gastado del nitrito de plata en la
titulacion;

Vo = cm3 gastado de en el ensayo blanco;

M = masa de gramos de la muestra empleada.

Determinacion de sodio en los
sazonadores

La determinacion de sodio en cada uno de
los sazonadores, se realizd6 por triplicado
empleando un analizador de ion Sodio LAQUA
twin B-722 (Horiba). Para lo cual 500 mg de
cada sazonador se mezcl6 con 3 ml de agua des
ionizada y bidestilada. Posteriormente, 100 uL
fueron colocados en el sensor de equipo y se
registro la lectura.

Determinacion de compuestos fenélicos

Para la determinacion de los compuestos
fenodlicos muestras de 500 mg de cada sazonador,
se extrajeron con una solucién de metanol al 80
% y después de centrifugarla a 10,000 rpm por 5
min, se colecto el sobrenadante y se le adiciono
el reactivo de Folin al 0,25 N de acuerdo a la
metodologia reportada por Gonzalez-Mendoza
et al. (2022). Los resultados se expresaron en
equivalentes de acido galico (mg EAG/g de base
seca), usando una curva de calibracion con acido
galico.

Determinacion de proteina

El andlisis de proteinas para cada uno de
los sazonadores, se llevd a cabo usando la
metodologia sugerida para Bradford (Rosa et
al., 2020). La cual consistié en mezclar 500 mg
de cada sazonador con 3 mL de una solucién
amortiguadora de fosfatos (100 mM a pH 6,5).
Posteriormente, se centrifugd a 10,000 rpm por
3 min empleando una centrifuga refrigerada a
6 °C. Se recolecto el sobrenadante y se procedi6
a la determinacion de la proteina con la norma
Mexicana NMX-F-068-S-1980 (NMX-F,1980).
Finalizado el periodo de incubacion, Ilas
muestras de cada sazonador, fueron analizadas
al espectrofotometro empleando una longitud
de onda de 595 nm. Los valores obtenidos se
expresaron en mg/mkL.

Determinacion de actividad
antioxidante

Paraladeterminaciondelaactividadantioxidante,
500 mg de cada sazonador se mezcl6 con 1000
pL de solucion metanodlica de DPPH, de acuerdo
alo reporto por Gonzalez-Mendoza et al. (2022).
Posteriormente, las muestras se incubaron
por 30 min a temperatura ambiente (25 °C) en
completa oscuridad. Finalmente se registraron
las lecturas de cada muestra a 517 nm usando
un UV/VIS espectrofotometro (Biomate). Cada
lectura se realizo por triplicado y la actividad
antioxidante se obtuvo usando la Ecuacion 2:

Ec 2.

Inhibicion de DPPH (%) = [(A Control — A muestra/A Control) x 100]

Dénde:

A control = es la absorbancia de la reaccion del
DPPH en agua,;

A muestra = es la absorbancia de la reaccion del
DPHH en presencia de cada muestra.
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Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico de cada uno de las
variables fisicoquimicas evaluadas en los cuatro
sazonadores, se empled una prueba de ANOVA
de una sola via con tres repeticiones y un analisis
pos hoc de Tukey (p < 0,05) utilizando el paquete
Statistica (version 9,0). En todos los casos, un
valor de p < 0,05 se considerd estadisticamente
significativo.

Resultados y discusion

Contenido de sodioy Nacl

En este aspecto, nuestros resultados mostraron
que la mezcla de cascara de ajo/cebolla en
proporciéon 60:40, presenté valores de sodio
significativamente menores (60,9 mg/100 g)
comparados con los valores del sazonador 1
(136,6 mg/100 g), v el sazonador 3 (236,66
mg/100 g). Caso contrario sucedié con el
sazonador 2 (59 mg/100 g), donde el valor de
sodio fue similar al sazonador de ajo/cebolla
(Tabla 1). Valores similares fueron observados
con respecto al contenido de NaCl en cada una de
las muestras analizadas, siendo la mezcla de ajo/
cebolla la de menor porcentaje (4,7%) respecto
a los sazonadores comerciales 1,2 y 3, los cuales

Tabla 1

obtuvieron porcentajes mayores (54,79 %,
33,35% y 70 %), respectivamente (Tabla 1). En
este sentido, Faiza et al. (2023), en su estudio
de sazonadores reportaron que los principales
minerales presentes en cascara de ajo y cebolla
son el calcio y el potasio; en el caso de sodio este
esta presente en cantidades minimas. Asi mismo,
Carre6n-Delgado et al. (2023) mencionan un
alto contenido de bioactivos presentes en la
cascara de ajo, con actividad antioxidante y
antimicrobiana, que pueden ser una opcién
para el desarrollo de aditivos alimenticios. Es
por ello, que consideramos la eleccion de estas
dos hortalizas pudo favorecer en gran medida
en los bajos niveles de sodio en el sazonador
alternativo.

Porotraparte, propiedades antihipertensivas
han sido reportadas en ajo y cebolla como
resultado de su contenido de compuestos
fendlicos y actividad antioxidante (Naseri, et al.,
2008). Estas dos especies, también promueven
la activaciéon de mecanismos de sefializacion
a nivel celular que involucra la produccién de
6xido nitrico (NO) y sulfuro de hidrégeno (H2S)
que acttian en la reduccion de la presion arterial
(Ried y Fakler, 2014).

Evaluacion de la presencia de contenido de sodio y contenido de NaCl, presente

en los cuatro sazonadores analizados

Sazonadores Sodio (mg/100g) Cloruro de sodio (%)
Sazonador ajo/cebolla 60,67 £1,23° 4,7+0,622
Sazonador comercial 1 136,6 +3,48° 54,79 +2,48°
Sazonador comercial 2 59 +0,81° 33,35+ 1.56¢
Sazonador comercial 3 236,66 + 5,84¢ 70 + 4,73¢

Nota. Valores de media + desviaci6n estandar de 3 réplicas, letras iguales en la misma columna no son

estadisticamente diferentes (p < 0,05).

Compuestos fenolicos y actividad
antioxidante

El andlisis de compuestos fenoélicos y actividad
antioxidantes del sazonador de ajo/cebolla y

los sazonadores comerciales se muestran en
la Tabla 2. Encontrandose que la mezcla de
ajo/cebolla presentd los mayores resultados o
valores significativos en cuanto al contenido de
compuestos fenolicos (24,1 8+ 0,10 mgEAG/g
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B.S) y actividad antioxidante (76 + 0,80 %) con
respecto a los tres sazonadores comerciales
restantes. La presencia de un alto contenido
de compuestos fendlicos y su relacion con el
incremento en la capacidad antioxidante ha
sido previamente reportada en ajo y cebolla
(Zeb, 2020; Jokovic et al., 2024). En este estudio,
es posible indicar que la relaciéon y cantidad
empleada de cascara de ajo/cebolla en nuestro
sazonador alternativo podria estar asociadas
con los altos niveles de compuestos fenodlicos
y actividad antioxidante que fue menor en los
sazonadores comerciales aqui evaluados.

Contenido de proteinas

En cuanto al valor de proteinas, nuestros
resultados mostraron que el sazonador
propuesto de ajo/cebolla presenté un contenido
de proteina de 7,30 + 0,30 (mg/g B.S), lo cual fue

Tabla 2

significativamente superior a los sazonadores
comerciales (Tabla 2). Valores altos de proteinas
en la cascara de ajo han sido previamente
reportados por Kallel et al. (2017), quienes
observaron valores de proteinas iguales a 8,4
mg/g en biomasa, cuando fueron secadas para
ser empleadas en la elaboracion de pan. De
igual manera, el aporte de proteinas reportado
en el polvo de cascara de cebolla también debe
ser destacado ya que la cantidad de proteina
presente en la cebolla representa alrededor de
2,5 a 3 % (Michalak et al., 2020). De tal forma
que, en el presente estudio, se atribuye el alto
valor de proteina encontrado en el sazonador
alternativo debido a la mayor proporcién de
cascara de ajo (60 g) empleada en la mezcla, que
sumado con la cantidad de proteina presente en
la cebolla (2,5 a 3%) influyd en la significancia
de su contenido final de proteina (Tabla 2).

Contenido de proteinas y compuestos bioactivos del sazonador de ajo/cebolla

Compuestos fenolicos
(mgEAG/gB.S.)

% inhibicion de DPPH

Sazonadores Proteinas (mg/gB.S)
Sazonador ajo/cebolla 7,30+0,30*
Sazonador comercial 1 3,0+0,57¢
Sazonador comercial 2 2,85+0,89¢
Sazonador comercial 3 2,35+1,08¢

24,18 +0,10° 76,00+ 0,80°
19,43£0,30" 26,741,647

18+0,76¢ 28,70 £1,48°
20,41+1,84¢ 18,90 + 0,83¢

Nota. B.S. (base seca), ND (no se detectd). Valores de media + desviacion estandar de 3 réplicas, letras
iguales en la misma columna no son estadisticamente diferentes (p < 0,05).

El empleo de residuos como la cascara de
ajo y cebolla como aditivos en la formulacion
de alimentos ha sido previamente reportado,
por ejemplo, en la formulacion de panes donde
se observo que la adicion del 3 % de residuos
de ajo, generaron un incremento en los
compuestos fenolicos y actividad antioxidante
sin afectar sus propiedades reoldgicas (Huda
et al., 2023). Por su parte Kumar et al. (2022b)
mencionaron que existe un amplio potencial del
uso de la cascara de cebolla en la formulacién
de diversos alimentos como pastas, carne y
como clarificadores de jugos. Recientemente,

Bains et al. (2023) indicaron la importancia de
los residuos de cebolla, destacando la cascara
como fuente de compuestos bioactivos con
propiedades anticancerigenas, por lo que
actualmente se promueven nuevas tecnologias
de extraccion de estos metabolitos presentes en
la cascara de esta hortaliza.

De acuerdo con Delgado y Bernal (2013), los
productos procesados como los sazonadores
presentan gran cantidad de sodio lo que presume
un riesgo al consumidor, quien generalmente




Aprovechamiento de residuos de la hortaliza de ajo (Allium sativum L.)
y cebolla (Allium cepa L.), para el desarrollo de un sazonador bajo en sodio

lo usa sin verificar su tabla nutrimental. Pero
mucho antes, Andrade et al. (2007), también
indicaban el potencial de residuos de camarén
en la formulacion de un sazonador, pero este
presentaba niveles altos de NaCl (39 g/100 g)
en el producto, valor mucho mayor al nivel
presentado por el sazonador propuesto en este
estudio igual a 4,7 g/100 de producto. Por lo cual,
contar con alternativas como la desarrollada en
esta investigacion, puede brindar opciones mas
saludables al consumidor en la ingesta de NaCl.
No obstante, es importante recordar el potencial
de estos residuos como inductores de alergias
en la poblacion en general (Armentia et al.,
2020). Por lo cual, el uso del polvo de cebolla/
ajo en la formulacion de alimentos siempre debe
manejarse dentro de los niveles de consumo
permisibles, considerando y alertando del
posible riesgo de alergias en los consumidores.

Finalmente, futuros estudios son requeridos
para evaluar el impacto tanto de la cascara de
ajo, como de cebolla en la reduccion de enzimas
relacionadas con la presion arterial alta, como
la angiotensina. Aunque existen estudios sobre
el efecto de extractos de la cascara de ajo y
cebolla, los mecanismos de inhibiciéon y de
cardioproteccion no son completamente claros
(Briill et al., 2015), demostrando la necesidad de
ahondar en estas tematicas.

Conclusiones

La revalorizacion de residuos de hortalizas
como el ajoy cebolla es una opcién viable para la
obtencién de un producto alternativo con un alto
valor de compuestos bioactivos afavor delasalud
del consumidor. En la presente investigacion se
reporta la formulaciéon de un sazonador a base
de polvo de cascara de ajo y cebolla deshidratada
a 50°C, cuya combinacion (60:40) permite tener
bajo nivel de sodio con valores importantes
de compuestos bioactivos, desarrollado con
tecnologia accesible a productores.

En comparacion con los 3 sazonadores
comerciales, nuestra propuesta o sazonador
de cebolla/ajo arrojo menores porcentajes
de sal, cloruro de sodio y mayores niveles de
compuestos fenoélico y capacidad antioxidante.

La revalorizacion de los residuos vegetales
permite generar alternativas alimenticias
sustentables como es el caso de los sazonadores
con componentes y caracteristicas especiales,
para coadyuvar en la salud de los consumidores.
No obstante, futuros estudios deben
encaminarse a identificar el efecto de extractos
de esta mezcla en la inhibicion de enzimas
relacionadas con la presion arterial. Lo cual,
contribuiria a la incorporacion de este producto
en el desarrollo de aditivos con bajo aporte de
sodio a la poblacion.
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Resumen Syzygium paniculatum o eugenio es un arbol empleado con fines ornamentales. Este produce un fruto comestible y caracterizado
por tener polifenoles y alta capacidad antioxidante, sin embargo, es poco conocido en Colombia y muchos de sus frutos se desperdician.
Una alternativa para incentivar su consumo es la congelacion. Este trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto de la congelacion sobre los
niveles de polifenoles y la capacidad antioxidante del fruto de S. paniculatum. Los frutos fueron recolectados en Medellin y Granada, Colombia.
Posteriormente, se obtuvo la pulpa y fue sometida a congelacion -20 °C. Se determind la cantidad de polifenoles usando el método de Folin-
Ciocalteu y la capacidad antioxidante con la técnica CARO-H (capacidad de absorcién de radicales de oxigeno hidrofilicos), las mediciones
se realizaron antes de la congelacion (linea base), 15 y 45 dias post-congelacion. Con respecto al contenido de polifenoles se encontré una
linea base con un promedio de 826 + 6,95 mg EAG/100 g muestra (N = 6). Después de la congelacién se evidencié una disminucién en la
concentracion de polifenoles en los dos tiempos de almacenamiento (15 y 45 dias). En cuanto a la capacidad antioxidante el valor inicial
CARO-H en la pulpa fresca fue de 935 + 7,04 nmol ET/100 g muestra. Durante el tiempo de almacenamiento no hubo cambios significativos
en la capacidad antioxidante. Al corroborar que posterior a un proceso de congelacién se mantiene una importante capacidad antioxidante,
se considera, que el eugenio pudiera ser una alternativa como un alimento con potencial inmunomodulador y de gran importancia en la
prevencion del cancer.

Palabras clave: Anti-cancerigeno, CARO-H, compuestos fendlicos, inmunomodulador, Mirtaceas.

AbSt ract Syzygium paniculatum, or eugenio, is a tree used for ornamental purposes. It produces an edible fruit characterized by its
polyphenol content and high antioxidant capacity, yet it remains relatively unknown in the community and many of its fruits go to waste.
One alternative to encourage its consumption is freezing. This study aimed to evaluate the effect of freezing on the levels of polyphenols
and antioxidant capacity of S. paniculatum fruit. The fruits were collected in Medellin and Granada, Colombia. Subsequently, the pulp was
obtained and subjected to freezing at -20 °C. Polyphenol content was assessed using the Folin-Ciocalteu method, and antioxidant capacity
was measured using the ORAC-H (Oxygen Radical Absorbance Capacity hydrophilic) technique. Measurements were taken before freezing
(baseline), and at 15 and 45 days post-freezing. The measurement of polyphenols revealed a baseline with an average of 826 + 6.95 mg
GAE/100 g sample (N = 6). After freezing, a decrease in polyphenol concentration was observed at both 15 and 45 days. Regarding antioxidant
capacity, the initial ORAC-H value in the fresh pulp was 935 + 7.04 pmol TE/100 g sample. During storage, there were no significant changes in
antioxidant capacity between day 0 and 45. By confirming that a significant antioxidant capacity is maintained even after a freezing process,
eugenio can be considered as a food with potential immunomodulatory properties and importance in cancer prevention.

Keywords: Anti-cancer, immunomodulator, Myrtaceae, ORAC-H, phenolic compounds.
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Efecto de la congelacion sobre los polifenoles y capacidad antioxidante
del fruto de Syzygium paniculatum (eugenio)

Introduccion

Colombia es un pais con gran diversidad
de arboles productores de diferentes frutos
comestibles, de los cuales un gran porcentaje
son conocidos y utilizados en la industria
gastronomica y en la cocina de muchas familias,
sin embargo, otro porcentaje es totalmente
desconocido. Uno de los menos conocidos
por la poblacion colombiana, es el fruto la
especie Syzygium paniculatum (Gaertn.), la cual
pertenece a la familia Myrtaceae y es originaria
de Australia (Maldonado et al., 2013).

Comunmente, S. paniculatum es llamado el
eugenio, un arbol de tamatfio pequefio o mediano
que crece en promedio 15 metros, con una
corteza escamosa, fibrosa, con hojas opuestas,
con floracion en tonos blancos en los extremos
de sus ramas, la cual se da usualmente entre los
meses noviembre y febrero (Canberra, 2024).

Tras varios procesos de investigacion, en
Colombia y otros paises, se ha encontrado que S.
paniculatum cuenta con un importante contenido
de polifenoles y alta capacidad antioxidante,
lo cual es prometedor porque puede ser
un interesante alimento con propiedades
anticancerigenas en humanos (Abdulrahman
& Hama, 2023). Asi mismo, investigaciones
reportan que el fruto de S. paniculatum
comparado con otras frutas como manzanas,
melones y peras presenta un contenido fendlico
total mas bajo, sin embargo, frente al limédn, la
manzana, el kiwi y el melocotéon presenta un
contenido fenodlico total mas alto (Ishiwata et
al., 2007; Vuong et al., 2014). Principalmente, su
contenido fendlico total esta representado por
flavonoides enun 54 %y proantocianidinasenun
30 % (Vuong et al., 2014). Las proantocianidinas
tienen efectos sobre el mantenimiento de la
funcion epitelial, disminuciéon de la presion

arterial, capacidad antioxidante y vasodilatacion
endotelial (Delgadillo & Calani, 2014). Por
otra parte, los flavonoides se destacan por su
capacidad antioxidante y efectos protectores
en diabetes mellitus II, cancer, cardiopatias,
infecciones viricas, tilcera estomacal y duodenal,
inflamaciones, efecto antiviral y antialérgico
(Martinez-Florez et al., 2002; Panche et al.,
2016).

El fruto de la planta eugenio puede constituir
una fuente de aporte nutricional para la
poblacién, en aras de cubrir deficiencias en el
consumo de frutas, ademas, una caracteristica
importante del fruto es su facil adaptabilidad
a las condiciones climaticas de gran parte del
territorio de Colombia presentando floracion
recurrente (Maldonado et al., 2013).

Aunque S. paniculatum no es una especie
originaria de Colombia, actualmente el pais tiene
entre cuatro y cinco especies representativas de
dicha familia, las cuales son plantadas como
arboles ornamentales o frutales (Parra-o0,
2014). Adicionalmente, en Colombia se han
descrito entre 160 y 180 especies pertenecientes
a la familia Mirtacea, constituyendo entre el
0,7y el 0,8 % de las plantas angiospermas en el
territorio nacional (Parra-0, 2014).

En Antioquia, S. paniculatum se ha
subestimado, limitando su uso a la produccion
ornamental, actuando como cercas vivas y
participando en la recuperacion de suelos
degradados. Esta especie presenta una gran
distribucion en todo el territorio antioquefio y
aunque su fruto es comestible, la poblacion lo
considera de poco interés comercial, mientras
que en algunas zonas del pais lo aprovechan
para elaboracion de jaleas, mermeladas y jarabes
(Camelo, 2016).
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Para la conservaciéon de los componentes
nutritivos y funcionales de los alimentos, se
emplean varios métodos, siendo uno de ellos la
congelacion, este es un método de conservacion
muy comun y de facil aplicacién, que emplea
temperaturas de -18 a -25 °C, haciendo que el
agua de los alimentos pase a un estado soélido,
disminuyendo su actividad acuosa y limitando
la multiplicacion de los microorganismos
(Noguera et al.,, 2018). Sin embargo, no es
muy empleado en frutas o verduras enteras
para posterior consumo, pues las propiedades
sensoriales, tienden a perderse, por lo que el
alimento debe ser tratado previamente con otro
proceso, como convertirlo en pulpa o extracto,
trozos mas pequeflos y jugos entre otros
(Noguera et al., 2018), ademas, con el empleo de
estas bajas temperaturas se tiende a disminuir el
contenido de algunos componentes saludables y
nutritivos propios de los alimentos (Bonat-Celli
etal., 2016).

Conociendo las propiedades nutricionales
del fruto de eugenio y el poco aprovechamiento
de este en la alimentacion humana, este
trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto de
congelacion sobre los niveles de polifenoles y
la capacidad antioxidante del fruto de Syzygium
paniculatum.

Materiales y métodos

Zonade estudio

Estudio observacional, cuasiexperimental,
longitudinal, realizado en los municipios de
Granada y Medellin ubicados en el departamento
de Antioquia-Colombia. Los dos municipios
presentaban una temperatura que oscilaba entre
25 +/- 3 °C, factores tipicos del clima templado
de la zona, mas en épocas del fenémeno del nifio
dichas temperaturas podian oscilar entre 35
+/-3°C.

Obtencion de pulpa ver el comentario
adjunto unasugerenciade
reestructuracion

La recoleccion del fruto se realizé en la segunda
temporada de cosecha (entre los meses mayo
a julio) de las tres que se efectian al afio. Se
tomaron las muestras en los dos municipios, en
apoyo con la organizacion Tejipaz del municipio
de Granada-Antioquia.

El fruto recolectado presentaba madurez y
condiciones organolépticas aptas, procediendo
a almacenarse en neveras de icopor para
conservarlos a una temperatura de 4 °C, para ser
procesado en el laboratorio de alimentos de la
Universidad de Antioquia en Medellin.

Antes de obtener la pulpa, el fruto fuelavadoy
desinfectado con hipoclorito de sodio a 150 ppm
durante 20 minutos, con el objetivo de eliminar
cualquier microorganismo, posteriormente
se le extrajo la semilla interna y la pulpa fue
sometida a un proceso de licuado con un equipo
semi industrial (Oster ®), en una relacién sélido
liquido de 4/1 (4 g de la fruta sin semilla en 1 mL
de agua potable), posteriormente el licuado fue
pasada por un cernidor y almacenado en bolsas
flexibles de PEBD con cierre hermético para
luego ser congeladas a -20 °C en un congelador
industrial (Thermo scientific®).

Extracto etanolico

Parala determinacién de polifenoles y capacidad
antioxidante CARO se prepar6 un extracto
etanolico de la siguiente forma: 200 mg de pulpa
fueronpesadosenvialesde2mL, posteriormente,
seadiciond etanol al 70 % aforando a un volumen
de 2 mL y se sonicé durante 20 minutos en
ultrasonido de bario (Hielscher®) a temperatura
ambiente. Posteriormente, se centrifugé a
13,000 RMP -4 °C durante 10 minutos (Thermo
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scientific®). Finalmente, el sobrenadante se
trasfirié a un balon volumétrico de 2 mL y se
afor6 nuevamente con etanol al 70 %.

Determinacion de polifenoles

El contenido de los polifenoles se determino el
diacero (antes de congelacion)y alos 15y 45 dias
posterior al proceso de congelacién, mediante un
método colorimétrico usando el ensayo Folin-
Ciocalteu, el cual fue realizado siguiendo los
procedimientos descritos por Bravo et al. (2015).

En el procedimiento se emplearon 125 uL del
extracto etandlico de la pulpa de S. paniculatum.
El método Folin-Ciocalteu emplea acido fosfo-
tangstico como oxidante, el cual en un medio
alcalino es facilmente reducido por grupos
fenodlicos produciendo una coloracion azul,
con una absorbancia maxima a 765 nm, siendo
cuantificada por espectrofotometria empleando
una curva de calibracién con Acido Gaélico
(3,4,5-Trihydroxybenzoic acid) como estandar
de referencia, en un rango de concentraciones
entre 10 -100 pg/mL (Fluka Analytica®, Sigma-
aldrich®) (Bravo et al., 2015; Singleton et al.,
1999).

Determinacion de la capacidad
antioxidante

Se evalué la capacidad antioxidante el dia
cero (antes de congelacion) y a los 15 y 45
dias posterior al proceso de congelacion,
empleando la técnica CARO-H o Capacidad de
absorcion de radicales de oxigeno hidrofilico
conocida en inglés como (hydrophilic Oxygen
radical absorbance capacity — ORAC-H), este
ensayo se adapté de procedimientos descritos
previamente por Bravo et al. (2015). En breve,
se emple6 AAPH (diclorhidrato de 2,2-azobis
(2-amidinopropano)) como generador de
radicales peroxiloyTrolox comoestandar (Rango
25 - 200 uM), asi mismo se usé fluoresceina

como sonda fluorescente. Brevemente, se
mezclaron 25 pLdel extracto etandlico o estandar
Trolox con 150 puL de fluoresceina (1 pM) y se
pre incubaron a 37 °C durante 30 min antes de
agregar 25 pL de soluciéon AAPH (200 mM).
Luego se evaluo la fluorescencia a una longitud
de onda de 520 nm cada dos minutos, durante
120 minutos, utilizando un lector de microplacas
multimodo Synergy HT (BioTek Instruments,
Inc.; Winooski, EE. UU.). Los valores relativos
de CARO se calcularon utilizando las diferencias
de areas bajo las curvas de desintegracion y se
expresaron como pmol TE/100 g de muestra.

Analisis de datos

El andlisis de los datos fue llevado a cabo con
el paquete estadistico Graph Pad Prism V8
(GraphPad Software, Inc, La Jolla, CA, USA).
Para todos los datos se aplico un chequeo de
normalidad empleando el test Shapiro Wilk.
Ademas, los datos fueron graficados mostrando
la media y la desviacion estandar (SD).
Finalmente, la comparacion entre las diferentes
mediciones fue desarrollada empleando el test:
“T de Student” y solo se consideraron los valores
de p < 0,05 estadisticamente significativos.

Resultados y Discusion

Curvade calibracion cantidad de
polifenoles

El analisis cuantitativo se realiz6 por el
método de Folin-Ciocalteu y para ello se
construyd una curva de calibracion con
diferentes concentraciones acido galico. Entre
los parametros de la curva de calibracién se
obtuvo un valor de r2 de 0,9996, el cual valida
la linealidad de la absorbancia vs concentracion.
Los datos de la curva de calibracion se muestran
en la Figura 1 y en la Tabla 1, se representan
como absorbancia a 765 nm vs. Concentraciones
(ng/mL) de acido galico.
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Figural

Curva de calibracion para la medicion de polifenoles
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Tabla 1

Regresion lineal obtenida en la curva de calibracion del dcido gdlico

Parametros de curva de calibracion

Rango
Pendiente
Y-intercepto

10 -100,0 pg/mL
0,007473 + 0,00003934
0,01848 + 0,002387

X-intercepto -2,473
Bondad de ajuste
r? 0,9996
Sy.x 0,005314

Determinacion de polifenoles

Se encontr6 una linea base con un promedio
de 826 + 6,95 mg EAG/100 g muestra
(N = 6), esto indico que los frutos de S.
paniculatum, presentaban un alto contenido de
polifenoles, antes de someterlos al proceso de
almacenamiento por congelacion. Posterior a la
congelacion se evidencié una disminucion en la
concentracion de polifenoles y se encontré una
diferencia estadisticamente significativa (p <
0,0001) entre la linea base (contenido inicial) y
los dias 15 (40,7 + 0,26 mg EAG/100 g muestra,
N =9) vy 45 (28,9 + 0,22 mg EAG/100 g muestra,

N = 9) de almacenamiento, asimismo, también
se encontré6 una diferencia estadisticamente
significativa entre los dias 15 y 45 (Figura 2).

Como se observa en la Figura 2, se encontrd
un contenido de polifenoles inicial dentro del
rango 990 - 730 mg EAG/100 g muestra, lo cual
ha sido reportado por Pérez-Mora & Mojica-
Gomez (2018) para estadios de maduracion 2 y
3 en el fruto de S. paniculatum. Valores similares
han sido reportados para diferentes cultivos
de Uchuva (Physalis peruviana) con contenidos
entre 614 - 831 mg EAG/100 g muestra fresca
(Rop et al., 2012).
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Figura 2

Contenido de polifenoles totales en pulpa congelada durante

almacenamiento a -20 °C
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Por otra parte, el contenido inicial de
polifenoles encontrados en el fruto eugenio
fue superior al reportado para arandanos
(Vaccinium corymbosum) con 150 - 400 mg
EAG/100 g en muestra fresca (Li et al., 2017),
pulpa de agraz (Vaccinium meridionale Swartz)
congelada 200 mg EAG/100 g muestra fresca
(Franco-Tobon et al., 2016), diferentes cultivos
de fresas 8 - 208 mg EAG/100 g muestra fresca
(Fragaria x ananassa Duch) (Nowicka et al., 2019)
y al reportado para otras especies de Syzygium
como el Jambu air (Syzygium aqueum (Burm.f.)
Alston.) con valores entre 218 - 452 mg EAG/100
g en muestra fresca (Tehrani et al., 2011). Asi
mismo se ha documentado que el principal
grupo de polifenoles presentes en el fruto
eugenio son las antocianinas con un 68 % del
total, siendo las malvidinas-diglucésido las de
mayor abundancia (Pachulicz et al., 2022).

En este estudio, durante el almacenamiento
bajo congelacién la pulpa del fruto eugenio
presento una pérdida elevada de los compuestos
fendlicos, disminuyendo significativamente mas

‘ T
DiA 15

del 95 % para el dia 15 y 45, respecto a su valor
inicial, alcanzando un valor de 28,9 + 0,21 mg
EAG/100 g muestra para el dia 45. Esta pérdida
de polifenoles puede deberse a factores como
la oxidacion y la perdida de agua. La oxidacion
durante el proceso de congelacién puede alterar
los polifenoles y contribuir a su disminuciéon
(Zaritzky, 2003). Igualmente, durante el proceso
de congelacion, el agua presente en las frutas
puede formar cristales de hielo y a su vez este
proceso puede daiar las estructuras celulares y
liberar polifenoles al agua, lo que podria resultar
en una pérdida de estos compuestos durante la
descongelacion y posterior procesamiento (Neri
etal., 2020).

Esta alta disminucion en el contenido de
compuestos fendlicos por congelacién también
ha sido reportada en otros alimentos como la
berenjena, donde la congelaciéon generd una
pérdida entre el 77 - 88 % de fenoles (Vallespir
etal., 2019) y en cubos de manzana pérdidas del
45 % (Dalmau et al., 2017). En un estudio llevado
a cabo con cereza dulce, (var. "Bing"') también se
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encontré una marcada reduccion del contenido
total de compuestos fendlicos y antocianinas
cuando se almacend a -23 °C después de seis
meses (Chaovanalikit & Wrolstad, 2004). En
otro estudio realizado por Johnson et al. (2015),
en jugo de fruto de Sauco Americano (Sambucus
nigra subsp. canadensis) estos reportaron una
pérdida de hasta el 72 % en los polifenoles
respect6 al valor inicial. Dichos autores
atribuyen una disminucién en los polifenoles
debido a la pérdida de antocianinas que alcanzé
una reduccién del 82 % bajo congelacion a -20
°C.

En general, la degradacion de estos
compuestos fendlicos puede atribuirse a varios
factores. Por un lado, el elevado contenido del
compuesto antocianino cianidina 3-glucésido,
que es altamente reactivo, podria jugar un

Figura 3

papel importante. Ademas, la alteracion en la
estructura celular causada por el proceso de
congelacion podria provocar la liberaciéon de
enzimas oxidorreductasas, al descongelarse
la pulpa (Sablani, 2015). Por otro lado, la alta
humedad también podria haber favorecido la
degradacion al solubilizar el oxigeno y facilitar
la oxidacion de los compuestos fendlicos (Franco
etal., 2016).

Capacidad antioxidante posterior a
congelacion

Se observd que la capacidad antioxidante no
cambié significativamente entre el contenido
inicial (linea base) y los dias 15 y 45. Los
valores obtenidos en pmol ET/100 g muestra
corresponden a 935 + 7,0; 931,1 + 11,3y 930,6 +
5,8 respectivamente. Figura 3.

Variacion de la capacidad antioxidante CARO-H en pulpa congelada a -20 °C
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Existen diferentes metodologias para
evaluar la capacidad antioxidante de un
alimento, entre ellas se encuentra la capacidad
de absorcion de los radicales de oxigeno
(llamada en inglés ORAC), este método analiza

DIA 45

DIA 15

Nota. Los puntos indican las repeticiones en cada medicion.

la capacidad de los compuestos antioxidantes
(fendlicos y no fendlicos) para atrapar al radical
peroxilo (ROO-), responsable de la oxidacion de
los lipidos en los alimentos (Benitez-Estrada et
al., 2020).
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Como se observa enlaFigura 3, el valor inicial
para CARO-H en la pulpa fresca fue de 935 + 7,04
pmol ET/100 g muestra. Durante el tiempo de
almacenamiento no hubo cambios significativos
en la capacidad antioxidante entre el dia 0 y
45 (p > 0,05). Un comportamiento similar fue
reportado para puré de mora almacenado a -20
°Chasta el mes seis, tiempo en el cual se presentd
un leve aumento de la capacidad antioxidante,
los autores atribuyen este comportamiento a la
formacion de compuesto poliméricos con una
mayor capacidad antioxidante (Hager et al.,
2008). En contraste, en un estudio realizado por
Franco et al. (2016) usando pulpa de mortifio
(Vaccinium Meridionale Swartz) congelada a -10
°C, encontraron una disminucién significativa
de la capacidad antioxidante el dia 60 de
almacenamiento, medida por el método FRAP.

En relacion a esta variable es posible
considerar que gran parte de la capacidad
antioxidante de la pulpa del eugenio podria
deberse a la presencia en su composicion de
sustancias como vitamina C y compuestos
fendlicos de diferentes especies las cuales
tienen la capacidad de donar electrones a otras
moléculas, lo que le permite neutralizar a los
radicales libres (Pachulicz et al., 2022). Por
otra parte, ya que no se presenté una pérdida
significativa de la capacidad antioxidante
durante el almacenamiento de la pulpa de
eugenio y a que el contenido de polifenoles
disminuye drasticamente, se podria plantear la
hipodtesis de que los productos de degradacion
de los polifenoles retienen su capacidad
antioxidante. Este comportamiento ha sido
reportado por otros autores en cerezas dulces
almacenadas a -23 y -70 °C durante 6 meses
(Chaovanalikit & Wrolstad, 2004.).

Conclusiones

Este trabajo evalué el contenido polifendlico
y capacidad antioxidante de la pulpa del fruto
de S. paniculatum o eugenio antes y después de
un proceso de congelacion a -20 oC. A pesar

de evidenciarse una notable disminuciéon de
la cantidad de polifenoles los dias 15 y 45
posteriores a la congelacion, se corrobor6 que
el futro del eugenio mantiene su capacidad
antioxidante. Este hallazgo sugiere la posibilidad
de usar el fruto de esta especie vegetal como
un alimento con potencial inmunomodulador
que ademas pudiera ayudar a la prevencion de
diferentes tipos de cancer. Finalmente, estos
resultados subrayan la relevancia de investigar
el potencial nutricional del fruto del eugenio
y fomentar su cultivo en granjas o fincas
locales. Asimismo, sugieren la posibilidad de
un aumento en el consumo de este fruto en un
futuro cercano, tanto en areas urbanas medianas
como en grandes ciudades.
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Abstract There is few information regarding the identification of filamentous fungi present in sewage sludge, the importance of these
microorganisms lies in the potential use they have in the food, pharmaceutical and agri-environmental industries as they are beneficial in
the remediation of water, sludge and soil contaminated by Heavy metals and hydrocarbons also contribute to the adsorption of nutrients
by crops. The use of residual sludge once decontaminated by these microorganisms can be used in agriculture as soil structure improvers,
organic fertilizers and as an amendment to prevent soil erosion. The objective of this research was to characterize and identify fast and
medium-growing filamentous fungi from sewage sludge. The residual sludge was collected directly from the thickness of the municipal water
treatment plant of Cd. Victoria, Tamaulipas, Mexico. Subsequently, the fungi were isolated on agar plates and identified using morphological
characters of the colonies and by PCR and diana sequences. The species identified were: Trichoderma longibrachiatum, Aspergillus terreus,
Tylopilus porphyrosporus and Aspergillus fumigatus. Being the first report for Mexico of fungal species that grow in residual sludge from water
treatment plants. The molecular characterization of the species of filamentous fungi found in sewage sludge will allow progress in research
focused on knowing the advantages and biological and chemical mechanisms of these microorganisms for the development of biotechnological
processes and products, with high agricultural potential and environmental.

Keywords: Genus, molecular identification, morphology, species.

Resumen existe poca informacién respecto ala identificacion de hongos filamentosos presentes en lodos de depuradora, la importancia
de estos microorganismos radica en el uso potencial que tienen en la industria alimentaria, farmacéuticas y agroambiental al ser benéficos en
la remediaci6n de agua, lodos y suelo contaminados por metales pesados e hidrocarburos, ademas, de contribuir en la adsorcion de nutrientes
por los cultivos. El uso de lodos residuales una vez descontaminados por estos microorganismos puede ser utilizados en la agricultura como
mejoradores de la estructura del suelo, abonos organicos y como enmienda para evitar la erosion del suelo. El objetivo de esta investigacion fue
caracterizar e identificar los hongos filamentosos de rapido y mediano crecimiento a partir de lodos de depuradora. El lodo residual se recolectd
directamente del espesor de la planta potabilizadora municipal de Cd. Victoria, Tamaulipas, México. Posteriormente se realizo el aislamiento
de los hongos en placas de agar y se identificaron empleando caracteres morfoldgicos de las colonias y mediante PCR y secuencias diana. Las
especies identificadas fueron Trichoderma longibrachiatum, Aspergillus terreus, Tylopilus porphyrosporus y Aspergillus fumigatus. Siendo este el
primer reporte para México de especies fungicas que crecen en lodos residuales de plantas potabilizadoras. La caracterizacién molecular de
las especies de los hongos filamentosos encontradas en los lodos de depuradora permitira avanzar en investigaciones enfocados en conocer
las ventajas y mecanismos biolégicos, quimicos de estos microorganismos para el desarrollo de procesos y productos biotecnoldgicos, con
alto potencial agricola y ambiental.

Palabras clave: Especie, género, identificacién molecular, morfologia.
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Taxonomic report of filamentous fungi presents in sewage waste sludge
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Introduction

Filamentous fungi (Ff) have a wide distribution
in the world, they are eukaryotic organisms,
with filamentous structures, called hyphae,
they lack chlorophyll, they can be aerobic or
facultative anaerobes and have sexual and
asexual reproduction. Are used in the field of
environmental and industrial biotechnology due
to their ability to produce various compounds
such as: antibiotics, meat products and for the
removal of potentially toxic elements (PTEs),
which are useful in the pharmaceutical, food
and environmental fields, respectively (Chu
et al., 2021; Suarez-Contreras & Pefiaranda-
Figueredo, 2022).

Currently, there is few information within
bioremediation where the fungal mass of
waste sludge from municipal plants is used as
a potentially efficient and PTEs tolerant raw
material for removal (Bonito et al., 2010).

Filamentous fungi contribute to the
degradation and mineralization of organic
matter through physiological and biochemical
mechanisms (Oshiquiri et al., 2020; Sun et al.,
2020; Manna et al.,, 2020). In addition, they
absorb PTEs and essential components that
can be used in biotechnological procedures
for agricultural and environmental purposes.
Having the ability to adsorb PTEs through
mycelium, several species of filamentous fungi
such as: genres Trichoderma and Aspergillus, have
been described and characterized revealing their
potential to be employed as PTEs biosorbents
(Cadavid-Velasquez et al., 2019), considering
the degree of tolerance, which is different for
each species and for PTEs (Vallejo et al., 2021).

In this sense, the generation of knowledge
on the characterization and identification of
Ff, both at the microscopic, macroscopic, and
molecular level, is decisive to differentiate
species and select the most favorable ones

in remediation processes of contaminated
sites. It should be noted that characterizing
filamentous fungi is vital since apart from
their environmental use, their potential has
also been reported, as biological controllers,
they participate in the degradation of complex
organic matter, converting it to simple chemical
forms that become part of the soil to that can be
absorbed by plants, contributing to soil fertility
(Chuetal., 2021).

Studies on the characterization of Ff genera
and species during the composting process of
municipal waste sludge (MRL) have not been
fully developed in Mexico as a biotechnological
potential, mainly to the little importance
given to the use of the residual sludge once
decontaminated as improvers and organic
fertilizers in agricultural soils.

Due to the use of these microorganisms and
their reported high biotechnological potential,
it is necessary to search for improvements in
their isolation and identification processes
through different techniques, such as molecular
techniques, which are important due to their
reliability and practicality to amplify DNA
segments assisted by internal transcribed
spacers (ITS), a fragment of interest for
taxonomic studies (Suarez-Contreras &
Pefiaranda-Figueredo, 2022). Therefore, the
aim of this work was to isolate, characterise and
molecularly identify those filamentous fungi
present in sludge from wastewater treatment.

Materials and methods

A protocol is proposed to identify filamentous
fungi from samples taken from waste sludge.

Sampling site

The residual sludge was collected directly from
the thickness of the sludge at the Cd. Victoria,
Tamaulipas wastewater treatment plant. The
analysis of the residual sludge was carried out
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in the Microbial Biotechnology laboratory of
the Institute of Applied Chemistry (IQA-UV) of
the University Veracruzana in Xalapa, Veracruz
and in the Applied Ecology laboratory of the
Autonomous University of Tamaulipas (IEA-
UAT), in Mexico.

Isolation of fungi from residual sludge
from the treatment plant

The isolation of microorganisms, specifically
fungus, was carried out from a plate count to
isolate the colonies and differentiate the yeast-
like and filamentous development of each
Colony Forming Unit (CFU). Subsequently, the
morphological and molecular characterization
of the isolated fungi was carried out. For the
isolation of the fungus, six samples were taken
from the sludge digester, each sample (10 g)
was placed in glass flasks with 90 mL of sterile
distilled water (10 - 1 dilution). From this
dilution, subsequent dilutions were made up to
10 - 5, of which 0.1 mL aliquots were taken and
inoculated in Petri dishes with potato dextrose
agar (PDA, BIOXON and DIBICO, Mexico). The
incubation time was 5 to 10 days at a temperature
of 30 °C. Subsequent to the dilutions where the
filamentous fungi developed, the colonies were
taken and replanted for purification again in
PDA medium, and with this, microcultures were
carried out.

Morphological characterization of the
strains

The identification of the isolated fungi was based
on morphological characteristics of the colonies
(color, hyaline or pigmented appearance,
consistency, observation of the front and back of
the colony, and presence or absence of pigments
and exudates), and on microscopic observation
(microscope). Binocular 2500x Quasar Qm 18
with Unico brand Usb eyepiece) of microcultures
of the fungal structures (presence or not of
septa, pigmentation or not of the hyphae, and
observation of asexual reproduction structures)
to characterize the isolated geners of the

compendium of soil fungi the Domsch et al.
(2007); Abarca (2000); Arenas (2011); Stephen
etal. (1997); Valencia & Castro (2004).

Molecular identification of fungal
strains isolated from residual sludge

The extraction of the nine strains was done in
duplicate. For the extraction, the REDEXxtract-
N-Amp Plant kit (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) was used. For this, 1imm2 of mycelium was
placed in 20 uL of ES solution, then processed in
the thermocycler with the following program:
65 °C for 10 min, followed by 10 min at 95 °C, and
4 °C to finish. Finally, the samples were diluted
in 20 pL of DS solution and allowed to incubate
for 30 min at room temperature and then stored
at 4 °C (Irinyi et al., 2015).

The PCR reaction was performed with the
primers ITS1F and ITS4 (Gardes & Bruns, 1993)
for the 9 samples and their replicates according
to the protocol of Garibay-Orijel et al. (2013). The
MyTaqTM DNA Polymerase PCR kit (Bioline) was
used for the reaction. Thermocycler Program:
95 °C for 1 min, followed by 35 cycles at 95 °C, 51
°C and 72 °C for 1 min. Each temperature, and a
final extension of 72 o C for 8 min. PCR products
were reviewed on a 1 % agarose gel in TBE buffer
at 90 volts for 50 min.

Analysis of DNA

Sequences from both directions of each strain
were edited in Geneious 7 (Biomatters). The
edited sequences were assembled to 100 %
genetic similarity generating consensus
sequences. The sequences of all the strains were
comparedwith each otherbyassemblingat100 %
nucleotide similarity "Contigs" with the strains
of each species. The consensus sequences of all
the Contigs (species) were compared against the
GenBank database, by means of BLAST analysis.
Additionally, the sequences corresponding to
the genera Aspergillus and Trichoderma were
compared against the "ISHAM ITS DATABASE"
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database of the "International Society for Human
and Animal Mycology ITS Database" (Kdljalg
et al., 2005). The sequence that corresponded
to Tylopilus was also compared against the
"UNITE" database.

Phylogenetic representation

The taxonomic identification of the strains
was carried out through phylogenetic analysis.
For this, they downloaded from Genbank and
ISHAM the sequences related to those of the
strains. The alignments were performed in
Muscle, to perform Bayesian analyzes with the
GTR substitution model with four Monte Carlo
chains over 1.000.000 generations, sampling
every 400 generations with a temperature value
of 0.2, discarding the first 10 % of the generated
trees. The support of the branches was calculated
by means of their posterior probability (Bpp). In
the case of Trichoderma, the analysis was carried
out specifically for the Longibrachiatum section
using T. viride and T. lixi as external groups (Mata
etal., 2016).

Results and discussion

Nine strains of filamentous fungi were isolated,
from which four species were identified:

Aspergillus terreus

Macroscopic characteristics: A. terreus colonies
cultivated in PDA grew from 7 to 10 days,
reaching 3 to 3.5 cm in diameter, presenting
a white coloration; on the back of the box, a
change in the culture medium was observed,
from transparent to yellow (Figure 1a). At 20
days, the white colonies presented a brown-
brown coloration (Figure 1b).

Microscopic features: The conidial heads are
compact biseriate columns, the conidiophores
are smooth and hyaline. The vesicles had
a variable, columnar shape (subglobose or
ellipsoidal, Figure 1c and spherical (Figure 1d).

Themacroscopicand microscopiccharacteristics
were similar to those reported by Abarca (2000),
who points out that the colonies appear brown
with beveled conidia and subglobose vesicles and
of the compendium of soil fungi the Domsch et al.
(2007). A. terreus was identified in the IQA - UV,
radial growth was lower at a relative humidity
between 60 — 70 %, and at a temperature of
21.7 — 25.5 °C, while at a temperature of 30 °C
and a relative humidity close to 80 %, a greater
radial growth was obtained with greater aerial
mycelium in the IEA - UAT.

Aspergillus fumigatus

Macroscopic characteristics: A. fumigatus
colonies grown on PDA agar grew from 7 days
to 10 days at a controlled temperature of 30 °C.
Reaching a diameter of 5 to 8 cm presenting a
grayish coloration with a white aerial mycelium,
no change in the culture medium was observed
on the back of the box. After 10 days, the
mycelium appeared darker (aging of the colony).

Microscopic characteristics: The uniseriate
and predominantly columnar conidial heads
were distinguished, with hyaline and smooth
stems; clearly pyriform or spoon-shaped vesicle.
The phialides occupied half or two thirds of the
gallbladder. Globose to ovoid conidia, where
its unicellular and columnar conidial head was
recognized. These characteristics had already
been reported from the compendium of soil
fungi by Domsch et al. (2007).

The genus Aspergillus was isolated and
identified in both laboratories, however, two
different species were found, A. fumigatus and
A. terreus. Macroscopically, these two species
presented a very different morphology, both
in pigmentation and in the growth rate of
the colonies, but in microscopic morphology
they have a similarity in their conidial heads;
however, one is biseriate and with a spherical
vesicle (A. terreus), and the other is uniseriate
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with pear-shaped vesicle (A. fumigatus), this
morphology allowed to identify its genus,
the PCR corroborated genus and species. The
reported characteristics are identical to those
described by Abarca (2000), who reviewed the

Figure 1

taxonomy of the genus Aspergillus and described
the characteristics of the species, as did Arenas
(2011), Piontelli (2008), and Salazar & Rua
(2012) who also report Aspergillus morphology
like those described in this study.

Macroscopic characteristics A. terreus in PDA medium at 7 days and 20 days. 1a and b micro-
scopic characteristics at 40x. A. terreus Columnar vesicle (subglobose or ellipsoidal), ¢ and d
(globose vesicle)

Trichoderma longibrachiatum

Macroscopic characteristics: T. longibrachiatum
colonies grown on PDA agar grew from 5 days to
10 days at 25 — 28 °C. Reaching a diameter of 3 to
5 cm, presenting a white and cottony coloration,
on the back of the box a change in the culture

medium was observed, from transparent to
opaque yellow.

Microscopic features: Septate hyphae and
branching conidiophores of varying length,
some short and long-length conidiophores
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extending from the hyphae. The conidia are
hyaline and are produced singly at the apex of the
conidiophore or directly on the hyphae. Conidia
are unicellular, round to pyriform (teardrop-
shaped), both conidiophores and hyphae are
hyaline.

The factors that determined the diametrical
growth of T. longibrachiatum in both laboratories
(IEA-IQA) were temperature and humidity,
as indicated by Guigén-Loépez et al. (2010)
who found that the growth temperature of
Trichoderma spp., oscillates between 27 and
30 °C, simultaneously also carried out a study
with microcalorimetric techniques where they
determined that the optimum temperature
for this genus is 30 °C, although they have the
ability to grow at 35 °C. While Guillén-Navarro
et al. (1998) and Martinez et al. (2013), mention
that the simultaneity between the temperature
and the growth of Trichoderma depends on the
species and the isolation itself.

Trichoderma longibrachiatum was isolated
in the two laboratories (IQA-UV and IEA-
UAT), however, it presented very different
macroscopic characteristics. This is due to the
cultivation conditions regarding humidity,
light and temperature that were not controlled
in the IQA-UV, having a relative humidity of
60 — 70 %, with a temperature of 21.7 — 25.5
°C and approximately 4-5 h light daily. A white
mycelium was observed, together with its
unicellular and round conidia, which according
to the literature indicated belonging to the
genus Absidia; however, PCR determination
identified it as T. longibrachiatum. While, in
the IEA, the growth of T. longibrachiatum was
carried out under controlled conditions at 30 °C
with a relative humidity of 10 % and exposures
of 7 h light, sporulation with greenish tones
was observed, giving the appearance of rings in
concentric shape.

The results obtained in the IEA-UAT
laboratory show a higher diametrical growth

rate at temperatures of 30 °C, which agrees
with the results of Valencia & Castro (2004),
who isolated Trichoderma strains with a
higher average diametrical growth rate. At
temperatures of 26 and 30 °C. Which has a
proportional correspondence with the lower
diametral growth at temperatures below 30 °C
as it was in the IQA-UV strain (21.7 °C). Another
factor that influenced was the relative humidity,
since at a lower humidity, greater growth was
observed. Michel-Aceves et al. (2001), reported
that the number of colony-forming units of T.
longibrachiatum are higher in places where the
relative humidity is lower.

Another morphological difference that was
observed in T. longibrachiatum was the color
of the mycelium, caused by the light intensity.
In IQA-UV the light was very limited giving
a white and cottony color, while in the IEA-
UAT the light was very abundant, and the color
Druzhinina of the mycelium was uniform green,
both shades of T. longibrachiatum coincide with
what was reported by Martinez et al. (2013).
Authors such as Chavez-Garcia et al. (2008) and
Windham et al. (1986) mention that Trichoderma
spp. is photosensitive, and that it behaves better
in daylight conditions; where there is high
production of conidia (conidiogenesis) when
incubating strains at 25 °C and exposed to light.

Druzhinina et al. (2005), point out that the
genus Trichoderma has a variability among its
morphological characteristics, which makes
its classification difficult, therefore, molecular
techniques are of great relevance. Some species
of the genus Trichoderma have been reported by
Pérez-Sanchez et al. (2014) in biosolids from
wastewater treatment plants in Puerto Rico.
In Mexico, the Ministry of Environment and
Natural Resources has reported the presence of
filamentous fungi of the genus Trichoderma in
NOM-004-SEMARNAT-2002. In this study, the
first report of T. longibrachiatum is made, found
in residual sludge from wastewater treatment
plants.
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Tylopilus porphyrosporus

Gross features: No definite colony was observed,
however, at 3 days, the color of the agar changed
from transparent to opaque white. At 10 days the
colony presented a small dark pigmentation in
the center of the box.

Microscopic characteristics: Unsegmented
hyphae were observed, and the presence of
spores was not detected in the 10 days of culture,
only hyaline hyphae were observed.

Molecular identification of fungal
strains isolated from sewage sludge

When performing the first PCR in samples of
mycelium, it was possible to amplify the band
corresponding to the general PCR amplified in
a 1:1 concentration. Of the nine strains, 88 %
amplified, while strains 2 and 8 did not amplify,
these two strains were tested with dilutions of
the DNA extraction, 1:10, 1:100 and 1:1000 with
2 uL of DNA per reaction and 40 cycles of PCR.
The assembly of the nine strains shows that
four fungal genotypes (A. fumigatus, A. terreus,
T. longibrachiatum and T. porphyrosporus) were
detected at 100 % nucleotide similarity: Contig
1 made up of the strains: TAM5, TAM6, TAM1,
TAMY belong to T. longibrachiatum; while Contig
2:TAM3, TAM7 corresponds toA. fumigatus TAM?2
to A. terreus; and TAM9 to T. porphyrosporus.

All consensus sequences from these
assemblies (Contigs) are greater than 96 % base
quality (HQ %). Blast analyzes of the consensus
sequence of Contig 1 (overlapping DNA
segments) against GenBank and ISHAM suggest
that this TAM5, TAM6, TAM1, TAM/ genotype
corresponds to the species T. longibrachiatum.
Blast analyzes of the consensus sequence of
Contig 2 against GenBank and ISHAM suggest
that this TAM3, TAM7 genotype corresponds to
the species A. fumigatus. Blast analyzes of the
consensus sequence of strain TAM2 against Gen

GenBank and ISHAM suggest that this genotype
corresponds to the species A. terreus.

Blast analyzes of the consensus sequence
of strain TAM9 against GenBank and UNITE
suggest that this genotype corresponds to the
species T. porphyrosporus. The identification
of the Trichoderma genus was corroborated
by phylogenetic analysis (Figure 2), which
demonstrated that the Contig 1 genotype indeed
belongs to the section Longibrachiatum with the
highest level of support (Bpp =1).

Within this section, Contig 1 is indeed found
in the T. longibrachiatum clade with the highest
level of support (Bpp = 1). Within this clade is the
sequence of the type of strain (T. longibrachiatum)
of this species with which Contig 1 has 100 %
nucleotide similarity. Likewise, Trichoderm can
produce enzymes and plant growth promoting
compounds of biotechnological interest in
agriculture. In the case of the Aspergillus genus,
the phylogenetic analysis corroborates that
Contig 2 indeed belongs to the A. fumigatus clade
(Figure 3), with a high support value (Bpp =
0.89) and that the TAM2 strain indeed belongs
to the A complex clade. A. terreus (Figure 4), with
a high support value (Bpp = 0.81)

Kuhls et al. (1998), Guigon-Lopez et al.
(2010), Arrtia-Alvarenga et al. (2012) and
Suarez-Contreras (2022), point out that for the
identification of the genera of Aspergillus and
Trichoderma at the species level, the ITS1 and
ITS2 regions of the rDNA can be specifically
used, in addition to the ITS4 region as was
done in this study. However, although the
identity levels are significant and the ITS region
is considered a barcode for the taxonomic
identification of fungi, the standard use of these
ITS during PCR can generate biases, incurring
error in the sequence, generat ing a trend in the
classification of species within the divisions of
the ascomycetes as noted by Menolli (2020).
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Figure 2

Cladogram of T. longibrachiatum with the highest

level of support (Bpp = 1)
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Note. Within this clade is the sequence of the type of strain (NR_120298) of this species with which Contig 1 has a 100 % nucleotide

similarity.

Regarding the phylogenetic analysis that was
carried out according to the Index Fungorum
repository (http://www.indexfungorum.org/
names/Names.asp), the strains identified in this
study correspond to the phylum Ascomycota,

representing the subphylums Pezizomycotina
and Saccharomycotina, cloistered in the classes
Eurotiomycetes associated with the orders
Hypocreales and Eurotiales.
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Figure 3

Cladograms of Aspergillus fumigatus with the highest level of support (Bpp = 1)
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Cladogram of Aspergillus terrus. with the highest level of support (Bpp = 1)
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In Table 1, only the TAM 9 strain was
identified through nucleotide similarity because
there are few sequences in the databases of
this group, so phylogenetic analyzes cannot
be performed. Among the similar sequences
in Genbank are nine sequences that can be
considered conspecific (nucleotide similarity

Table 1

Significant alignment sequence

greater than 98.8 %) under the names Tylopilus
porphyrosporus, T. pseudoscaber, Porphyrellus
pseudoscaber and P. porphyrosporus. However,
all of these are synonyms and the valid name
according to Mycobank and the Index fungorum
is T. porphyrosporus.

Access
number Species Longitud Bits Valor
Genbank _
JN021085 Tylopilus porphyrosporus (como 612 978 0.0
Porphyrellus)
JF899578 Tylopilus pseudoscaber 813 978 0.0
EU685112 Tylopilus porphyrosporus 729 928 0.0
(as Porphyrellus pse)
UDBO024875 Tylopilus pseudoscaber | Canada 992 978 0.0
KC797154 Tylopilus pseudoscaber 659 964 0.0
UDB001485 Tvlopilus porphyrosporus 685 964 0.0
(como Porphyrellus)
KC152268 Tylopilus porphyrosporus 669 962 0.0
DQ534563 Tylopilus porphyrosporus 16 960 0.0
(como Porphyrellus)
JF908788 Tylopilus porphyrosporus 484 843 0.0
KJ775786 Tylopilus 47 m 0.0
K)775785 Tylopilus pseudoscaber 421 m 0.0
EU819450 Tylopilus sordidus 730 690 0.0
HE820600 Fungi 609 684 0.0
EU597078 Tylopilus 669 679 0.0
AB923009 Fungi 609 666 0.0
Q991909 Boletaceae Sin referencia 663 0.0
AB218092 Fungi Sinreferencia 657 0.0
KJ775787 Tylopilus Sinreferencia 646 0.0
UDBO011971 Tylopilus umbrosus | Colombia Sinreferencia 637 0.0
UDBO013038 Boletaceae | Papua New Guinea Sinreferencia 625 1,00E-177
AY970201 Basidiomycota Sinreferencia 609 8,00E-173
UDBO013220 Boletaceae | Papua New Guinea Sinreferencia 609 8,00E-173
JF273512 Boletaceae Sinreferencia 598 1,00E-169
KM595001 Fungi Sinreferencia 544 3,00E-153
KM594960 Fungi Sinreferencia 544 3,00E-153
KM594937 Fungi Sinreferencia 544 3,00E-153
KM594899 Fungi Sinreferencia 544 3,00E-153
AB509640 Xerocomus Sinreferencia 461 3,00E-128
AB509756 Boletales Sinreferencia 459 9,00E-128
AB509993 Boletaceae Sinreferencia 452 1,00E-125
JN563923 Boletus Sin referencia 385 2,00E-105
DQ679803 Boletus pinophilus Sinreferencia 378 2,00E-103
DQ131628 Boletus pinophilus Sinreferencia 378 2,00E-103
DQ131627 Boletus pinophilus Sinreferencia 378 2,00E-103
AY680973 Boletus pinophilus Sinreferencia 378 2,00E-103
AY680972 Boletus pinophilus Sinreferencia 378 2,00E-103
KC422606 Boletus pinophilus Sinreferencia 374 3,00E-102
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Biotechnological potential of the
identified fungi

The potential of the fungi identified in this
study is not only limited to their importance at
the industrial level, but also to their value from
the sanitary point of view, since many of them
are direct and indirect pathogens that cause
diseases in humans. Therefore, biotechnology
plays an important role in the search for the
transformation of these pathogenic fungi
into fungi with industrial potential, such as
A. fumigatus, A. terrus and T. longibrachiatum,
so it is necessary to continue deepening the
study of the identification and characterization
of filamentous fungi, taking the studies to
experimental phases. This way Qayyum et al.
(2016) indicated that A. terreus is tolerant to
concentrations of 50 mg of Cr present in sewage
sludge. Murugaian et al. (2023), indicate that A.
terreus has a greater tolerance and accumulation
capacity for Cu. Medina et al. (2014), reported
that A. terrus and T longibrachiatum are capable
of growing and degrading HTPs, observing a
removal of over 85.00 % of these contaminants
in A. terrus.

On the other hand, other authors have
reported that A. terreus produces itaconic acid,
an organic metabolite that is a material currently
with high added value due to the presence
of important properties that should replace
different compounds that can be used in the
manufacture of detergents. water treatments,
dispersants, and adhesives (Li et al., 2012).

Aspergillus fumigatus has biotechnological
applications in the pharmaceutical industry
(Mondal et al., 2020). In addition to producing
hydrolytic enzymes that have demonstrated
biotechnological potential in the agricultural
or agro-industrial sector. On the other hand, T.
longibrachiatum produces enzymes that degrade
lignocellulosic substrates; therefore, they are
usefulinthetextileindustry,whichiswhyseveral
authors have carried out their immobilization

for use in water treatment due to the discharge
of dyes from this industry (Bagewadi et al.,
2017). This species has been observed to induce
systemic resistance and expression of defense
genes to prevent infection of pathogenic fungi
such as Botrytis cinerea through activation of
the synthesis of jasmonic acid, salicylic acid
and ethylene (Yuan et al., 2019) and inhibition
of Colletotrichum gloeosporioides. In addition to
its use in bioindustry (Andrade-Hoyosa et al.,
2023).

The Trichoderma genus is important in
the environmental sector for its ability to
bioremediate heavy metals in the sludge
generated from wastewater treatment plants.
This decontaminated sludge can be used
as quality improvers and nutrient supplies
in agricultural soils, in addition to produce
enzymes and plant growth promoting
compounds of biotechnological interest in
agriculture (Hernandez et al., 2019). Finally, this
study confirms the need to isolate and identify
filamentous fungi from sewage sludge from
wastewater treatment plants.

Conclusions

Knowledge of the characteristics and
mechanisms of filamentous fungi, in addition
to their molecular and morphological
characterization, will contribute to the
application of biotechnological packages in the
agricultural and environmental sectors. Future
research should be carried out which should
focus on evaluating the bioremediation potential
of the species found in the residual sludge of
the wastewater treatment plant, as well as
determining which species is the most efficient
in the removal of EPT in various contaminated
sites. Trichoderma longibrachiatum, Aspergillus
terreus, and Aspergillus fumigatus are the first
report of species found in residual sludge from
wastewater treatment plants in Mexico. Tylopilus
porphyrosporus has not been reported in sewage
or sewage sludge worldwide.
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Resumen En este articulo se presenta un ejercicio de reflexion, que parte del analisis del trabajo realizado durante
varios afios por el equipo de investigadores de la linea de Ciencia y Tecnologia de Alimentos y desemboca en la estructuracion
de un protocolo educativo innovador enfocado en el diseiio de alimentos mediante el aprendizaje basado en retos (ABR),
el aprendizaje basado en proyectos (ABP) y el design thinking (DT). Se detalla cada una de las partes del protocolo y su
fundamentacion en la literatura cientifica. Se destaca la importancia de la adecuada estructuracion de un equipo de trabajo
diverso y cohesionado, la seleccion cuidadosa del mercado objetivo, y la formulacién y prototipado basados en necesidades
reales de los consumidores. Esta metodologia pedagogica no solo busca innovar en el ambito alimentario, sino también
preparar alos estudiantes para enfrentar desafios reales, promoviendo competencias como el liderazgo, pensamiento critico
y habilidades practicas, integrando conocimientos técnicos y practicos, buscando futuros profesionales que contribuyan de
manera significativa a la industria alimentaria y a la mejora de la salud publica.

Palabras clave: Aprendizaje basado en proyectos, desarrollo de productos alimenticios, educacién multidisciplinaria,
innovacién en alimentos, pensamiento de disefio.

Abstract i this paper, a reflection exercise is presented, which stems from the analysis of the work carried out over
several years by the team of researchers in the Food Science and Technology field, leading to the structuring of an innovative
educational protocol focused on food design through Challenge-Based Learning (CBL), Project-Based Learning (PBL), and
Design Thinking (DT). Each part of the protocol is detailed along with its grounding in scientific literature. The importance
of properly structuring a diverse and cohesive team, carefully selecting the target market, and formulating and prototyping
based on real consumer needs was highlighted. This pedagogical methodology not only aims to innovate in the food industry
but also prepares students to face real challenges, promoting competencies such as leadership, critical thinking, and
practical skills, integrating technical and practical knowledge, seeking future professionals who contribute significantly to
the food industry and public health improvement.

Keywords: Design thinking, food innovation, food product development, multidisciplinary education, project-based
learning.
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Introduccion

La alimentacién, como pilar fundamental
de la salud humana, constituye un campo
de estudio esencial que abarca midltiples
disciplinas, incluyendo diversas ingenierias,
la nutricién, la gastronomia, la quimica, entre
otras. Los alimentos no solo son fuente de
energia y nutrientes esenciales para el buen
funcionamiento del organismo, sino también
elementos clave en la educacion alimentariay en
el desarrollo de habitos alimenticios saludables
(Codex, 1997).

Lograr productos alimenticios procesados,
para una adecuada alimentacién, requiere
del disefio de alimentos, campo que abarca la
modificacion, mejora y optimizacion de las
interacciones alimentarias, siendo un area
compleja e interdisciplinaria que requiere
un profundo conocimiento de los productos
alimenticios, la tecnologia y el comportamiento
del consumidor (Schifferstein, 2023). Sin
embargo, actualmente se requiere que los

profesionales involucrados en el disefio
de alimentos consideren, ademas de las
propiedades fisicoquimicas, microbioldgicas

y organolépticas, el impacto nutricional y
funcional de sus creaciones. También es
importante la evaluaciéon de las tendencias
culturales y sociales en el disefio alimentario,
con un enfoque en las practicas sostenibles
y los beneficios para la salud del consumidor
(Klimenko y Lychagina, 2020; Schifferstein et
al., 2020).

En la actualidad, la humanidad enfrenta
grandes retos en materia de salud publica,
como la prevalencia de enfermedades cronicas
no transmisibles, incluyendo la obesidad, la
diabetes, la hipertension arterial y el cancer
(Hamid y Abbasi, 2020). Ante este escenario,
resulta primordial que los departamentos
dedicados a la Investigacion, Desarrollo e

Innovacion (I&D+i), tanto del sector alimentario
como en el del académico, asuman un enfoque
holistico en el disefio de alimentos (Bordewijk
y Schifferstein, 2020). En este contexto,
diversos estudios han examinado el caracter
interdisciplinario del disefio de alimentos. Por
ejemplo, investigaciones realizadas por Liu
et al. (2022) y McClements (2020), resaltan la
importancia de estos componentes (impacto
nutricional y funcional) en el desarrollo de
productos alimenticios buscando que no solo
sean mas saludables sino también sostenibles.

La meta serd crear productos que no solo
sean agradables al paladar y viables desde el
punto de vista comercial, sino que también
presenten un perfil nutricional equilibrado
(Batista et al., 2022; Trejo-Osti et al., 2021). Este
equilibrio nutricional es clave para contribuir
efectivamente a mejorar el bienestar general
de la poblacion. Por otro lado, Comber et al.
(2012) sefialan que, para diseflar interacciones
significativas y positivas, entre la naturaleza
omnipresente de los alimentos, las diferencias
socioculturales en las practicas alimentarias y
un panorama alimentario global en constante
cambio, es esencial identificar las practicas
alimentarias diarias y las oportunidades para el
disefio de tecnologia que apoye dichas practicas.
No obstante, se reconoce lanecesidad de ampliar
la investigacion en este campo, tal como sefialan
Lewis y Burton-Freeman (2010) y Latino et al.
(2019).

Los docentes de las disciplinas relacionadas
con la alimentaciéon deben enfrentar el reto
de impartir a los estudiantes un conocimiento
amplio y profundo integrando diversas areas
del conocimiento. Debido a la necesidad de los
estudiantes por conocer los avances realizados
en el area de los alimentos, es recomendable
que se incorporen en los planes de estudio
universitarios las investigaciones y avances
mas recientes en nutricién, tecnologia de los
alimentos y salud publica para fomentar una
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perspectiva completa en el disefio de alimentos.
Este enfoque preparara a los estudiantes para
afrontar y solucionar los retos contemporaneos
del sector alimenticio, impulsando 1la
elaboracion de productos que sean tanto
seguros y nutricionales como accesibles para
la poblacion. Esto demanda un compromiso
firme con la innovacién responsable enmarcada
en un trabajo multidisciplinar, que tenga en
cuenta los efectos de los productos alimenticios
en la salud a largo plazo. Es asi que, desde
el punto de vista docente, la aplicacion de la
metodologia educativa propuesta propende, no
solo por enriquecer la formacion de los futuros
especialistas del ambito nutricional, sino que
también puede influir de manera significativa
en la sociedad al promover patrones de
consumo saludables y reducir la incidencia de
enfermedades derivadas de la alimentacion.

En este articulo se presenta un ejercicio
de reflexion, que nace del analisis del trabajo
realizado en el disefio de alimentos durante
varios anos por el equipo de investigadores de
la linea de Ciencia y Tecnologia de Alimentos
y culmina en la consolidacién de un protocolo
educativo innovador enfocado en el disefio de
alimentos, que integra metodologias como
el aprendizaje basado en proyectos (ABP), el
aprendizaje basado en retos (ABR) y el design
thinking (DT). Se tomaron en consideracion
estas metodologias de aprendizaje, debido a que
fomentan el pensamiento creativo, el respeto
por las opiniones ajenas, la autogestion, el
trabajo colaborativo, el aprendizaje activo, el
pensamiento critico y acerca a los estudiantes
a contextos reales (Tsybulsky y Muchnik-
Rozanov, 2023), fortaleciendo de ese modo, sus
competencias tanto técnicas como transversales.

Asimismo, en el presente articulo se
expone el proceso seguido por los estudiantes/
investigadores (EI) a lo largo del semestre
académico en la puesta en marcha de dicho
protocolo, que va desde la conceptualizacion
hasta la presentacion final de productos

alimenticios  saludables. Este  recorrido
pedagdgico demuestra la aplicabilidad de
los conocimientos tedricos en escenarios
reales y resalta la importancia de la educacion
practica y el aprendizaje activo en la formacion
de profesionales capaces de contribuir
significativamente al campo de la alimentacién
y nutricién. Este esfuerzo colectivo refleja el
compromiso de la academia con la promocion
de una alimentacion saludable y sostenible,
proponiendo una hoja de ruta clara para futuras
innovaciones en el disefio de alimentos.

Fundamentos teodricos

Aprendizaje basado en proyectos (ABP) y
aprendizaje basado en retos (ABR)

Son enfoques educativos que se basan en la
presentacion de desafios reales y significativos
a los estudiantes como punto central del
proceso de aprendizaje. En estas metodologias,
los estudiantes se involucran activamente
en la resolucion de problemas y situaciones
auténticas que reflejan escenarios del mundo
real. Estos retos estimulan el pensamiento
critico, la creatividad y la colaboracion,
alentando a los estudiantes a aplicar
conocimientos y habilidades adquiridas para
encontrar soluciones innovadoras.

El ABR promueve la adquisicion de
competencias practicas y valiosas para la
vida, lo que impulsa el desarrollo integral de
los estudiantes y su capacidad para enfrentar
situaciones complejas y variadas en su futuro
profesional, fortaleciendo las competencias
en liderazgo, trabajo en equipo y pensamiento
critico (Tsybulsky y Muchnik-Rozanov, 2023),
y potenciando el aprendizaje profundo no solo
desde lo técnico, sino desde la interrelacion
(Ceh-Varelaetal., 2023).

Design thinking (DT)

De forma general, se define como un enfoque
metodoldgico que busca resolver problemas y
generar soluciones innovadoras a través de un
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proceso centrado en el usuario y la empatia. Se
basaen la creatividad, el pensamiento iterativoy
lacolaboracion entre equipos multidisciplinarios
(Batat, 2021). En lugar de centrarse Gnicamente
en la tecnologia o la viabilidad econdémica, el
DT pone el énfasis en las necesidades y deseos
reales de las personas para quienes se esta

Figura 1

Proceso de aplicacion del Design Thinking

6. Iterar

las pruebas, realizar ajustes y
mejoras ¢n el disefio.

Repetir ¢l proceso de prototi-
pado y prucha varias veces si
£5 necesario.

5. Testear

Realizar pruebas con los

sobre como interactian con el
alimento y qué emociones o
cxpericneias despicrta,

4, Prototipar

Construir prototipos o mode-
los ripidos de las ideas
seleccionadas para evaluar su
viabilidad y efectividad.

Probar v obtener retroalimen-
tacion de los usuarios.

Objetivos del ejercicio académico

La Pontificia Universidad Javeriana Cali se
posiciona en la vanguardia de este esfuerzo
educativo al implementar un protocolo para

=

Basdandosc en los resultados de

dores mediante la observacion,

prototipos ¢n un grupo de -
usuarios objetivo. D95' gn Establecer objetivos y criterios
- - para la solucion.
Observar y recopilar datos Th.'nk'ng

de ideas y soluciones creativas
para el problema identificado.

Fomentar la colaboracion v la

B~

disefiando un producto o servicio. En el disefio
de alimentos, el DT se utiliza para desarrollar
productos alimenticios que satisfagan las
necesidades y preferencias de los consumidores
de manera innovadora. El proceso de aplicacion
del DT, para la formulacién de un alimento, se
resume en los siguientes pasos (Figura 1):

1. Empatizar

Comprender profundamente
las necesidades, deseos y
preferencias de los consumi-

CI'Ier'\'iSI.ﬂS v cncucsias,
Identificar patrones v tenden-
cias que guien el disefio del
producto.

2. Definir

El problema o la opertunidad.

3. Idear

Generar una amplia variedad

diversidad de perspectivas
para obtener diferentes enfo-
ques.

la formulacion de alimentos en sus cursos
de Tecnologias de los alimentos (TA) vy
Fundamentos de disefio de nuevos productos
alimenticios (FDNPA). Mediante la aplicacion
de metodologias activas como el ABR y ABP,
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complementadas con el enfoque de DT, se busca
equipar a los estudiantes con las herramientas
necesarias para el disefio innovador y consciente
de alimentos. En los cursos se propone, en el
protocolo, como objetivo general del ejercicio:
“Desarrollar habilidades y competencias
metodoldgicas, conceptuales y practicas en
los estudiantes del Programa de Nutricion y
Dietética para innovar en el disefio de productos
alimenticios que satisfagan las necesidades y
expectativas de la poblacion objetivo”. Y como
objetivos especificos: 1) aplicar los principios del
Design Thinking (DT); 2) desarrollar habilidades
de prototipado y pruebas de concepto; v, 3)
fomentar la creatividad y el trabajo colaborativo.
Este ejercicio se hace tomando como base el ABR
0 ABP segln el caso.

Protocolo educativo para disenar
alimentos

A continuacion, se presenta un protocolo
dirigido a los Estudiantes/Investigadores (EI)
para disefar un producto alimenticio. Ademas,
se aportan ejemplos y se recomienda literatura
cientifica que permite ampliar las tematicas
relacionadas en la Figura 2.

Figura 2

Actividades propuestas en el protocolo para formular
un alimento

Conformacion del equipo de trabajo
Seleccion del mercado objetivo

Seleccion del alimento y su formulacion
profotipado rapido

Seleccién del disefio experimental
Seleccion de la mefll)dologia de trabajo
Estructuracion del presupuesto y del cronograma
Cuantificacion de los parametros de calidad
Analisis de datos
Determinacion del costo de produccion

Estructuracion de la informacién nutricional

Socializacion de resultados

Conformacion del equipo de trabajo

En la primera semana de trabajo, los EI
deben conformar un equipo de trabajo. Esta
conformacion es de suma importancia en
cualquier proyecto o actividad, ya que un
equipo cohesionado y diverso puede potenciar
la eficiencia, creatividad y productividad en
la resolucion del problema planteado. Un
equipo bien conformado puede combinar
una variedad de habilidades, conocimientos
y experiencias que se complementan entre
si, lo que permite abordar los desafios desde
diferentes perspectivas y generar soluciones
mas completas y robustas. Ademas, lograr
un buen equipo fomenta la colaboracién, la
comunicacion efectiva y la motivacion entre sus
miembros, lo que contribuye al logro de metas
comunes de manera mas efectiva y eficiente
(Sanchez-Pérez y Otalora, 2006).

Laconformacion de un equipo de trabajo debe
realizarse de manera cuidadosa y estratégica.
Para ello, se pueden seguir los siguientes pasos:

1) Definir los objetivos y tareas del proyecto,
esto permitira identificar las habilidades y
conocimientos necesarios en los miembros del
equipo.

2) Identificar las competencias requeridas:
evaluar las habilidades, conocimientos vy
experiencia necesarios para llevar a cabo las
tareas del proyecto de manera exitosa.

3) Fomentar la diversidad: buscar lainclusion
de miembros con diferentes experiencias,
antecedentes culturales y habilidades, ya que
esto enriquecera la perspectiva y creatividad del
equipo.

4) Definir roles y responsabilidades claras
a cada miembro del equipo con base en sus
habilidades y competencias.

5) Establecer una comunicacion efectiva:
promover la comunicacion abierta y clara entre
los miembros del equipo para asegurar una
buena coordinacion y flujo de informacion.
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6) Fomentar el trabajo en equipo: promover
el espiritu de colaboracion, confianza y respeto
entre los miembros del equipo para garantizar
una dinamica positiva y productiva.

7) Evaluar el progreso y resultados: realizar
seguimientos para identificar oportunidades de
mejora y retroalimentacion constructiva.

Seleccion

Una vez que los EI han definido cual es su equipo
de trabajo, el siguiente paso sera seleccionar 1)
el mercado objetivo, 2) el producto alimenticio
con el que trabajaran, 3) la formulaciéon base. 4)
el disefio experimental (DoE) que mejor se ajusta
asurequerimiento, 5) lametodologia de trabajo.
A continuacion, se describen brevemente cada
uno de estos puntos.

Seleccion del mercado objetivo

En la fase preliminar del desarrollo de
productos, se debe abordar la identificacion
de una necesidad especifica en el mercado
0 un requerimiento nutricional puntual de
cierto segmento poblacional. La meta consiste
en definir claramente el grupo objetivo del
producto y la razén de su importancia para dicho
grupo. Es crucial recurrir a fuentes fidedignas
que proporcionen datos estadisticos solidos
sobre salud, tales como la Organizaciéon Mundial
de la Salud (OMS, www.who.int), la Encuesta
Nacional de Situacion Nutricional (ENSIN 2005,
2010y 2015) (Instituto Colombiano de Bienestar
Familiar, 2024), asi como organizaciones
enfocadas en enfermedades no transmisibles
especificas, entre otras.

El EI debe recopilar datos generales sobre el
estado nutricional dela poblacion, seleccionando
aquellos pertinentes a su proyecto. Por ejemplo,
para la creacion de una barra de cereales rica en
hierro destinada a las loncheras escolares, es
necesario investigar estadisticas que evidencien
carencias de este micronutriente (Covino et

al., 2015; Nathiya y Vigasini, 2012). Ademas, es
importante analizar las tendencias de mercado
y de consumo que guarden relaciéon con el
producto, incluyendo caracteristicas valoradas
por los consumidores. Hay multiples tendencias
asociadas al consumidor que estan relacionadas
con algunas de estos tres grupos, salud, placer o
conveniencia (Dornblaser, 2017).

Si el objetivo es desarrollar una barra de
cereales que, ademas de aportar hierro, sea libre
de conservantes y azucares afiadidos, dado que
se ha identificado que las madres valoran estos
aspectos al elegir productos para sus hijos, el
analisis debe incluir datos que respalden la
inclinacion de los consumidores hacia alimentos
sin azucar afadido, con reducido contenido de
azucar, sin conservantes, sin colorantes o sin
saborizantes artificiales (Principal et al., 2022;
Wandeka et al., 2022).

Algunas de las herramientas usadas para
establecer estadisticas relacionadas con el
mercado y el consumidor corresponden a
aquellas brindadas por Mintel, conocida en
espafiol como la agencia de inteligencia de
mercado lider a nivel mundial (MINTEL, 2024)
y por Euromonitor International o también
llamado proveedor mundial de inteligencia
empresarial, analisis de mercado y perspectivas
del consumidor (Euromonitor International,
2024).

Seleccion del alimento

La eleccion del alimento a disefiar, asi como la
seleccion de las materias primas e ingredientes
utilizados en su formulacién, es un proceso
complejo y multifacético (Jonkman et al.,
2017; Schifferstein, 2016), influenciado por
una intrincada combinacion de factores,
entre los que incluyen aspectos nutricionales
(Prosekov et al., 2022), econdémicos (Lee et
al.,, 2020), culturales (Klimenko y Lychagina,
2020), tecnoldgicos, geograficos (Jarma-
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Arroyo et al.,, 2020), ambientales (Vermeir
et al, 2020), conductuales y psicologicos
(Spence et al., 2020). Adicionalmente, en su
elaboracion se deben considerar aspectos como
la densidad nutricional de los ingredientes, las
pérdidas nutricionales durante el proceso y las
caracteristicas de manejo y almacenamiento.

Por otra parte, se debe tener en cuenta que
existen factores que dictan las elecciones de
los consumidores en la vida diaria, tales como
el costo, la conveniencia, las preferencias
culturales, las influencias sociales, entre
otras. Sin embargo, lo importante es lograr
un equilibrio entre satisfacer las expectativas
del consumidor y adaptarse a consideraciones
practicas como la calidad del producto
(fisicoquimica, microbioldgica, nutricional,
sensorial, etc.).

Lo anterior, llevara a los EI a focalizar su
decision en la eleccion del alimento a disefar

Figura 3

en los tipos de productos enmarcados en el
concepto de generacion de impacto en la salud
de los consumidores (Figura 3), (Organizacion
Panamericana para la Salud [OPS], 2024).
Posteriormente, se realizara el proceso de
ideacion a través de una lluvia de ideas vy,
por medio de procesos de investigacion de
antecedentes, discusiéon y trabajo en equipo,
generando asi la definicién de los productos a
desarrollar. Una vez definidos los productos, se
realiza una consulta de la toda normativa vigente
relacionada con el producto seleccionado y se
evallla su comportamiento en el mercado, las
tendencias de consumo, venta y marcas lideres
de productos en la misma linea.

Finalmente, con base en la informacion
recopilada, se debera precisar el producto, sus
caracteristicas principales, nicho de mercado y
su promesa de valor, definiendo el concepto del
producto a desarrollar.

Clasificacion de los alimentos y sus implicaciones en la salud

Clasificaciéon de los alimentos

y sus implicaciones en la salud

's

\
1
I
1
[
1
1

€

Grupo 1.

* Alimentos naturales (no proccsados)
* Alimentos minimamente procesados

En combinacioncs adccuadas, todos
los alimentos de este grupo forman la
base para una alimentacion saludable,

Grupo 2.
+ Ingredicntes culinarios.

La importancia nutricional de estos

ingredicntes culinarios no debe ser

evaluada de forma aislada, sino en
combinacion con los alimentos,

Grupo 3.

* Productos comestibles procesados
* Productos comestibles altamente
procesados (ultraprocesados)

Los métodos de procesamiento usados
hacen que scan desbalanceados

nutricionalmente, debido a la adicion «

de aceite, azicar o sal.
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Formulacion basica y exploracion de
materias primas

En esta etapa del proceso, se debera generar un
prototipado rapido que permite a los EI realizar
unacercamiento alas diferentes materias primas
y productos desarrollados para el mercado de
alimentos. De este modo, se conoce de manera
dinamica el comportamiento del producto,
direccién de los ajustes y respuesta inicial de
los posibles consumidores, presentando un
acercamiento rapido al producto que planean
desarrollar y que posteriormente tendra una
formulacién optimizadaatravés delarealizacion
del disefio experimental (Olsen, 2015).

Seleccion del disefio experimental

El disefio de experimentos (DoE) es una
metodologia estadistica que se utiliza para
planificar, conducir y analizar experimentos
con el fin de obtener informacion precisa y
relevante sobre el efecto de diferentes variables
en un proceso o sistema (Gutiérrez-Pulido y de
la Vara Salazar, 2012). El DoE permite identificar
las variables clave que afectan el resultado del
experimento y optimizar los factores de interés
para lograr el mejor resultado posible con el
menor namero de pruebas.

Enel disefio de productos alimenticios, el DoE
se aplica para mejorar la calidad del producto,
optimizar las formulaciones y procesos de
fabricacion, y desarrollar alimentos mas
competitivos en el mercado (Miranda-Ackerman
y Garcia-Lechuga, 2020). La aplicaciéon del DoE
en el disefio de productos alimenticios permite
una toma de decisiones basada en datos, mejora
la eficiencia en el desarrollo de nuevos productos
y ayuda a optimizar los procesos de fabricacion
para obtener alimentos de alta calidad y con
caracteristicas deseables para los consumidores
(Hidalgo-Piamba et al., 2024; Hidalgo-Piamba
etal., 2018).

ElDoE en el disefio de alimentos es un proceso
complejo y multifacético, con una variedad
de metodologias y estrategias adaptadas a

diferentes aspectos del desarrollo de productos
alimenticios.

La eleccion de un DoE se lleva a cabo
considerando diversos factores, entre ellos
el proposito especifico de la investigacion, la
complejidad del sistema de alimentos bajo
estudio, el nimero de variables y sus distintos
niveles a analizar, asi como los recursos a
disposicion tales como tiempo, presupuesto
y equipamiento. Ademas, la precision que
se busca alcanzar en los resultados influye
significativamente en esta eleccion. Un disefio
factorial completo se selecciona para realizar
un andlisis exhaustivo que contemple todas
las posibles interacciones entre las variables
implicadas.

Sin embargo, cuando se busca minimizar
el nimero de pruebas manteniendo un nivel
aceptable de informacién vital, se opta por
disefios factoriales fraccionados o disefios
de bloques. Este ultimo enfoque permite
una simplificacion de los experimentos sin
comprometer en exceso lacalidad y el valor delos
resultados obtenidos. Esta decision estratégica
requiere de un cuidadoso equilibrio entre la
amplitud y profundidad del analisis deseado y la
eficiencia en el aprovechamiento de los recursos
disponibles, buscando siempre maximizar los
beneficios de la investigacion dentro de las
limitaciones existentes (Gutiérrez-Pulido y de
la Vara Salazar, 2012).

Considerando estos antecedentes, para
este ejercicio, los pasos para aplicar el DoE en
el disefio de productos alimenticios son los
siguientes:

1) Establecer claramente el objetivo del
experimento, como mejorar la textura, sabor,
vida util, valor nutricional u otros atributos del
producto.

2) Identificar las variables o factores que
pueden influir en el atributo que se desea
mejorar, como los ingredientes, proporciones,
tiempos y temperaturas de procesamiento.
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3) Utilizar técnicas de DoE para planificar
las pruebas de manera eficiente. Esto implica
seleccionar un disefio apropiado, como el disefio
factorial o el disefio de superficie de respuesta,
que permita evaluar multiples variables
simultaneamente.

4) Llevar a cabo las pruebas segun el diseiio
planificado, controlando cuidadosamente las
variables y registrando los resultados de cada
ensayo.

5) Aplicar métodos estadisticos para analizar
los datos obtenidos y determinar qué variables
tienen un impacto significativo en el atributo del
producto.

6) Utilizar los resultados del analisis
estadistico para identificar las mejores
combinaciones de variables que conduzcan al
mejor resultado deseado.

7) Verificar los resultados obtenidos y validar
que las optimizaciones realizadas en el disefio

Figura 4

Tipos de disefios de experimento

Disefios Factoriales

Disefios de Blogues

Disenos de Experimentos (DOE)

Disefio de Superficie de Respuesta (RSM) o

del producto conducen a mejoras significativas
en la calidad del producto alimenticio (Bower,
2013; Gutiérrez-Pulido y de la Vara Salazar,
2012; Hidalgo-Piamba et al., 2024).

En el disefio de productos alimenticios,
existen varios que se aplican para investigar y
optimizar diferentes aspectos del proceso de
fabricacion y las caracteristicas del producto.
La eleccion del DoE dependera de los objetivos
especificos del estudio, las variables a investigar
y la complejidad del proceso de fabricacion del
alimento. Cada uno de estos DoE proporciona
una estructura estadistica solida para obtener
conclusiones precisas y respaldar la toma
de decisiones informadas en el disefio y
optimizacion de productos alimenticios. Algunos
de los comtinmente utilizados en la industria
alimentaria se observan en la Figura 4.

Completos
i fom b s
(=~ Fraccionales
Aleatorizados Completos (RBD)
Latinos

O
Greco Latinos

Primer orden (lineal)

Disenos de Plackett-Burman

Segundo orden (cuadratico)

_Métodos Taguchi

e Disefio Factorial: Es uno de los disefios mas
utilizados en el diseilo de alimentos. Permite
estudiar el efecto e interacciéon de dos o mas
variables independientes (factores) de manera
simultanea (Hidalgo-Piamba et al., 2024).
Por ejemplo, en la formulacion de un nuevo
producto alimenticio, se pueden estudiar como

Adaptativos

Disefios Secuenciales T i 2
; D= Optimizacion Multiobjetivo

la concentracion de diferentes ingredientes, el
tiempo de coccion y la temperatura afectan la
textura, el sabor y el color del producto final. Al
analizar varios factores simultaneamente, se
puede ahorrar tiempo y recursos, obteniendo
una comprension mas completa de la influencia
de cada variable en el producto.
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e Diseiio Factorial Fraccionado: Este disefio
examina simultaneamente el impacto de varios
factores, reduciendo la cantidad de pruebas a
realizar. Esta estrategiaresulta ventajosa cuando
existen restricciones de tiempo, recursos o
capacidad para experimentar (Gutiérrez-Pulido
y de la Vara Salazar, 2012). A diferencia de los
disenios completos que exigen ejecutar todas las
posibles combinaciones de niveles de factores,
los disefios fraccionados escogen solo una parte
de estas combinaciones. Por ejemplo, frente a
tres factores con dos niveles cada uno, en lugar
de efectuar ocho experimentos, se podrian
llevar a cabo Unicamente cuatro, escogiendo
aquellos que eficazmente cubran el espacio de
estudio. Esto se fundamenta en que no todas
las interacciones entre factores tienen la misma
relevancia, lo que permite simplificar el estudio
sin sacrificar datos esenciales (Gutiérrez-Pulido
y de la Vara Salazar, 2012).

e Diseiio de Superficie de Respuesta: Este
disefio se utiliza para optimizar las condiciones
de procesamiento y encontrar el punto 6ptimo
donde se maximiza o minimiza una respuesta
especifica para obtener el mejor resultado
posible (Yolmeh y Jafari, 2017). Por ejemplo,
en la formulaciéon de una cocada, se evalian
diversas variables de proceso y su relaciéon con
parametros de calidad. Aplicando este tipo
de disefio, se generan modelos matematicos
que representan la relacion entre las variables
y la respuesta, permitiendo identificar las
condiciones ideales para el producto (Morelo et
al., 2024).

e Disefio Central Compuesto: Este disefio
es una extension del Disefio Factorial que incluye
puntos centrales adicionales para estudiar la
curvatura de la respuesta en el espacio de las
variables. Esto significa que ademas de explorar
los efectos de los factores, también se evaliian
las interacciones entre ellos. Es especialmente
util cuando no se conocen las relaciones lineales
exactas entre las variables y la respuesta, lo que

permite obtener un panorama mas completo del
comportamiento del producto (Yolmeh y Jafari,
2017).

e Disefio de Mezclas: Es relevante en el
caso de productos alimenticios que se formulan
mediante la combinacion de diferentes
ingredientes, como en la elaboracion de bebidas
o alimentos procesados. Se busca determinar
la proporcién 6ptima de cada ingrediente para
obtener la mejor combinacién de caracteristicas
del producto, como el contenido de grasa,
proteinas, azlcares, y otros componentes
(Campo-Quintero et al., 2022; Hidalgo-Piamba
etal., 2024).

e Disefio  Aleatorio: Es  aplicable
cuando existen factores que pueden afectar
el experimento de manera no controlable o
aleatoria, como variaciones ambientales. Se
utiliza para estudiar el efecto de estos factores
y comprender como pueden afectar el resultado
final del producto. Esto permite identificar
fuentes de variabilidad y mejorar la consistencia
y calidad del producto (Ortiz-Alvarez et al.,
2017).

e Disefio en Bloques: En algunos casos,
ciertos factores pueden afectar el experimento
de manera diferente en distintas condiciones. El
disefio en bloques divide los factores en bloques
homogéneos para estudiar su efecto dentro de
cada bloque por separado (Hidalgo-Piamba
et al., 2024). Por ejemplo, en un estudio sobre
diferentes lotes de un ingrediente, cada lote
se consideraria un bloque, y se evaluaria como
influyen en la calidad del producto las diferentes
fuentes de variabilidad.

e Diserios vecinos (neighbor designs): Se
utilizan para analizar el impacto de pequeiios
cambios en las variables sobre los resultados de
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un proceso. Este método asume que variaciones
minimas en los parametros pueden provocar
diferencias significativas o despreciables en
los resultados (Mulla et al., 1990). Se aplican
principalmente para perfeccionar procesos y
productos,buscandolascondiciones dptimas que
mejoren la eficiencia, la calidad o cualquier otra
variable relevante. Son especialmente valiosos
para ajustar aspectos criticos como la eficacia
productiva, las caracteristicas sensoriales de los
alimentos o la accesibilidad de nutrientes.

Se han propuesto una variedad de DoE
para el disefio de alimentos, con un enfoque
en la optimizacion y la eficiencia. A manera de
ejemplo, Drapery Pukelsheim (1996) y Steinberg
y Hunter (1984) ofrecen una vision integral
del DoE, enfatizando el papel de los disefios de
superficie de respuesta (response surface designs),
los disefios por bloques (block designs) y los
disenos vecinos (neighbor designs). Estos disefios
son particularmente relevantes en el contexto
de la innovacion alimentaria, donde factores
como la evaluacion sensorial, las preferencias
del consumidor y el analisis nutricional influyen
a lahora de elegir y consumir un producto.

La integracién de consideraciones de
sostenibilidad y medio ambiente en el DOE es
una tendencia en crecimiento. Roosen y Marette
(2011) y Squeo et al. (2021) destacan el potencial
del uso de DoE para la reduccion de residuos, la
eficiencia de recursos y soluciones de envases
sostenibles. Lewis y Tuck (1985) y Arteaga et al.
(1994) enfatizan en el uso de disefios factoriales
balanceados 'y disefios  experimentales
sistematicos, respectivamente, para reducir
el tiempo y los recursos en la investigacion
de la fabricacion de alimentos. Mertens et al.
(2012) y Hanrahan y Lu (2006) compararon y
examinaron criticamente diferentes DoE. Por
su parte, Mertens et al. (2012) sugirio el uso
de disefios factoriales completos y disefios de
cuadrado latino aplicados a la microbiologia
predictiva de alimentos.

En cuanto a la discusion de la aplicacion de
alimentos, Fearn (2017) se centra en disefios
factoriales 2k y Ruohonen y Kettunen (2004)
proponen el uso de la metodologia de superficie
de respuesta para optimizar alimentos para
peces. Noguera et al. (2020) proponen el disefio
2k para analizar los factores en la tasa de
crecimiento de los bufiuelos durante la fritura.
Campo-Quintero et al. (2022) emplean el disefio
de mezclas para evaluar la influencia de los
ingredientes del estabilizante utilizando en la
formulacién de un helado con licor. Por Gltimo,
Antony (2003) y Antony (2014) resaltan el uso
de disefios factoriales fraccionales para estudiar
caracteristicas criticas de calidad y parametros
del proceso en el disefio de alimentos.

En los ejercicios previos realizados por los
EI, generalmente se ha optado por el Disefio
Factorial y el Disefio Aleatorio. Aunque también
se han detectado casos en los que se aplicd
satisfactoriamente el Disefio de Mezclas.

Metodologia de trabajo

Una vez se tiene claro el producto alimenticio
con el que se trabajara, su formulacion base,
las modificaciones o innovaciones a realizar
y el DoE adecuado, los EI deben establecer la
parte logistica de su trabajo respondiendo a las
siguientes preguntas:

1) (cudl sera el lugar de trabajo?,

2) ¢dénde se adquiriran las materias primas?,
3) ¢qué cantidades se deben comprar?,

4) ¢qué equipos y materiales se requieren?,

5) (cudl es el proceso de elaboracion? (diagrama
de flujo, detalle de las variables de proceso, etc.).

6) iqué ensayos se realizara al alimento con
el fin de evaluar las caracteristicas esperadas?
(quimicos, fisicoquimicos, microbioldgicos,
sensoriales, etc.) Es importante redactar la
respuesta a cada una de estas preguntas, porque
servira para la construccion del informe final.
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Actividades administrativas

Posteriormente alarealizacion delas actividades
anteriores, es importante estructurar el
presupuesto y construir el cronograma de
trabajo.

Presupuesto

Los EI deben elaborar un presupuesto,
estimando detallada y organizadamente los
recursos financieros necesarios para llevar a
cabo el proyecto de manera exitosa. Esta es una
herramienta esencial en la gestion de proyectos,
ya que proporciona una vision clara de los costos
y permite planificar y controlar el uso adecuado
de los recursos durante todas las etapas del
proyecto. Elaborar un presupuesto tiene como
objetivo estimar los ingresos y gastos del
proyecto para un periodo futuro especifico,
correspondiente al periodo de ejecucion.

El presupuesto debe estar bien documentado
y basarse en estimaciones realistas. Los
componentes del presupuesto se pueden resumir
asi:

1) Gastos estimados, que representan los
costos de produccion, costos operativos, gastos
de administracion, marketing, y otros gastos.

2) Ingresos estimados, que no es mas que
la proyeccion del dinero que se requiere para la
ejecucion del proyecto. Es importante revisarlo
y ajustarlo periédicamente durante la ejecucion
del proyecto para mantener el control sobre los
costos y garantizar que los recursos se utilicen
de manera eficiente y efectiva para lograr los
objetivos del proyecto (Hernandez-Romero et
al., 2011).

En la estructuracion de un presupuesto se suele
incluir los siguientes elementos:

1) Costos de personal: incluye los salarios y
beneficios de todos los miembros del equipo del

proyecto, asi como los honorarios de consultores
0 contratistas externos involucrados en el
proyecto.

2) Costos de materiales: comprende los
gastos relacionados con la adquisicion de
materiales, suministros y equipos necesarios
para la ejecucion del proyecto.

3) Costos de servicios: incluye los gastos
de servicios externos contratados para llevar a
cabo actividades especificas, como servicios de
consultoria, analisis de laboratorio, servicios
técnicos, entre otros.

4) Costos de viaje y viaticos: contempla los
gastos de transporte, alojamientoy alimentacion
asociados a desplazamientos necesarios para el
desarrollo del proyecto.

5) Costos indirectos: son gastos generales
que no se pueden atribuir directamente a una
actividad especifica del proyecto, como el
alquiler de instalaciones, servicios publicos,
entre otros.

6) Contingencias: un margen de reserva para
imprevistos o riesgos que puedan surgir durante
la ejecucion del proyecto.

7) Gastos administrativos: comprende los
costos asociados con la gestion y administracion
del proyecto, como el personal administrativo y
los gastos de oficina.

8) Financiamiento y recursos propios: si el
proyecto cuenta con fuentes de financiamiento
externas, se debe incluir en el presupuesto.
También se pueden incluir los recursos propios
que aporta la organizacion para llevar a cabo
el proyecto (Hernandez-Romero et al., 2011).
A manera de ejemplo se presentan una tabla
resumen que puede emplearse para estructurar
un presupuesto (Tabla 1), cada rubro debera ser
detallado en otra tabla adicional.
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Tabla 1

Ejemplo de presupuesto global del proyecto

Rubros

Recursos ($)

IES Total ($)

Contrapartida

Efectivo Especie "

Personal

Equipos y software

Materiales bibliograficos, publicaciones, insumos y servicios técnicos

Salidas de campo

Viajes

Total

Nota. [1] Se refiere a valores cancelados por la Instituciones de Educacién Superior (IES), como son: salarios de docentes y/o empleados que
participan en el proyecto, equipos, servicios ptiblicos, consumo de Internet.

Cronograma

Los EI deben elaborar un diagrama de Gantt.
Esta es una herramienta grafica utilizada en la
gestion de proyectos para planificar, programar
y controlar las tareas y actividades a lo largo
del tiempo. Es una representacion visual de las
diferentes actividades del proyecto dispuestas en
el eje vertical, mientras que en el eje horizontal
se muestra el tiempo, dividido en unidades
de dias, semanas o meses, dependiendo de la
duracion del proyecto (Gantt y Clark, 2015).

Para elaborar un diagrama de Gantt, se deben
seguir los pasos detallados a continuacion:

1) determinar el alcance global del proyectoy
listar todas las actividades requeridas;

Tabla 2

Ejemplo de Diagrama de Gantt

2) organizar estas actividades en un orden
secuencial y estimar la duracion de cada una;

3) identificar las relaciones de dependencia
entre las diferentes tareas para asegurar una
secuenciacion logica;

4) asignar los recursos necesarios para cada
tarea;

5) para la creaciéon del diagrama, se puede
emplear un software especializado en gestion
de proyectos o utilizar una plantilla predisefiada
de Excel®, disponiendo las actividades en el eje
vertical y el marco temporal en el eje horizontal
(Tabla 2). Es necesario revisar y ajustar el
diagrama de Gantt conforme avanza el proyecto,
para asegurar que refleje con precision el estado
actual y los ajustes en la planificacion (Geraldi et
al., 2012).

s .. .. Porcentaje de Periodos

Actividad | Inicio | Duracion | wriente [7 3 [4]5]6 78010 (1 [12 13 [14 15
Act. 01 1 5 5%

Act. 02 1 6 100%

Act. 03 2 4 5%

Act. 04 4 g 10%

Act. 05 1 2 85%

Act. 06 5 11 0%
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Cada actividad se representa mediante una
barra horizontal en el diagrama (Tabla 2), cuya
longitud indicara la duracién estimada de la
tarea. Las barras pueden estar interconectadas
paramostrar relaciones de dependencia entre las
actividades, como precedencias o restricciones
temporales. Esto permite visualizar de manera
clara y concisa la secuencia de actividades,
su duraciéon y la superposiciéon de tareas en
el tiempo. Lo cual, facilitara la planificacion
y asignacion de recursos, la identificacion
de posibles cuellos de botella o retrasos en el
proyecto, y el seguimiento del avance a medida
que se completan las tareas.

Este tipo de diagrama es muy util para
comunicar el plan del proyecto a los miembros
delequipoyalosinteresados, yaque proporciona
una vision general del cronograma vy las fechas
clave de manera facilmente comprensible.
Asimismo, cualquier modificacion o ajuste
necesario puede reflejarse rapidamente en el
diagrama, lo que permite mantener el proyecto
actualizado y gestionar de manera efectiva los
cambios que puedan surgir durante el desarrollo
del proyecto (Pons, 2015).

Analisis de datos

Finalizado el proceso de elaboracion de
prototipos y cuantificaciéon de parametros de
calidad de éstos, se obtiene una considerable
cantidad de informacion (datos) que deben ser
analizados de manera correcta, ahi es donde
entra la estadistica como una herramienta
fundamental para la investigacion. La
estadistica es una disciplina matematica que
se enfoca en recopilar, organizar, analizar,
interpretar y presentar datos numéricos
(Rees, 2018). Su objetivo principal es extraer
informacion util y significativa a partir de
los datos para tomar decisiones informadas
y realizar inferencias sobre una poblacién o
muestra en particular (Rees, 1987). Desempeiia
un papel fundamental en el disefio y desarrollo
de productos alimenticios al permitir la toma de

decisiones basadas en datos objetivos y precisos,
asegurando la calidad, seguridad y aceptabilidad
del producto final (Alkarkhiy Algaraghuli, 2019;
Rossiy Mirtchev, 2016).

La estadistica juega un papel crucial en
varias etapas del proceso de disefio de productos
alimenticios, participando por ejemplo en:

1) El muestreo y recopilacion de datos:
para disefiar un nuevo producto o mejorar uno
existente, es necesario realizar estudios de
muestreo para obtener datos representativos
de la poblaciéon (Barreto-Varén y Ramirez-
Navas, 2015, 2016; Gherezgihier et al., 2017).
Estos datos pueden incluir propiedades fisicas
y quimicas del alimento, caracteristicas
sensoriales, preferencias del consumidor y
datos relacionados con la calidad y seguridad del
producto.

2) Andlisis sensorial: la estadistica permite
evaluar y analizar los resultados de pruebas
sensoriales determinando las preferencias de
los consumidores en términos de sabor, textura,
aroma y apariencia (Spence et al., 2020). En el
analisis de las pruebas orientadas al consumidor,
las pruebas estadisticas de Friedman y de
Wilcoxon se emplean cominmente para evaluar
el grado de preferencia y aceptacion (Ramirez-
Navas et al., 2021). En las pruebas orientadas
al producto, se utilizan el analisis de varianza
(ANOVA) y pruebas de comparacion mudltiple
para identificar diferencias significativas entre
las muestras evaluadas (Ramirez-Navas, 2012;
Ramirez-Navas et al., 2021).

3) Control de calidad: en la produccion
de alimentos, la Estadistica se aplica para
monitorear y controlar la calidad del producto
en diferentes etapas del proceso. El control
estadistico de procesos (SPC) se utiliza para
detectar desviaciones y variaciones no deseadas,
permitiendo realizar ajustes y correcciones en
tiempo real para garantizar la uniformidad y
consistencia del producto final (Lim y Antony,
2019).
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4) Diseilo de experimentos (DoE): la
estadistica experimental se emplea para
optimizar la formulacion y procesos de
produccion de alimentos. A través de disefios de
experimentos adecuados, se pueden identificar
los factores mas influyentes en la calidad del
producto y encontrar las condiciones dptimas
para lograr los resultados deseados (Hidalgo-
Piamba et al., 2024).

5) Analisis de vida util: la estadistica se
utiliza para evaluar la vida 1til y estabilidad
de los productos alimenticios, determinando
el tiempo en el cual el producto mantiene sus
caracteristicas y calidad adecuadas para su
consumo (Si et al., 2011).

6) Investigacion de mercado: en el desarrollo
de nuevos productos, la estadistica se emplea
para realizar analisis de mercado y obtener
informacion sobre las preferencias y habitos de
consumo de los consumidores, lo que ayuda a
diseniar productos que satisfagan las necesidades
del mercado (Sarstedt y Mooi, 2019).

Asesorias y componente
interdisciplinario

Para el caso de estudio, el profesor titular
(asesor) de la asignaturarealiza el seguimientoy
acompafnamiento del grupo de EI en el desarrollo
de su producto durante el transcurso del tiempo
asignado para dicha tarea. Adicionalmente, los
EI tienen a su disposicion asesorias constantes
con expertos de diferentes areas:

1) Ingenieros expertos en procesamiento de
alimentos y desarrollo de nuevos productos.

2) Nutricionistas clinicos para el apoyo de
interacciones que puedan suceder en la matriz
alimentaria propuesta durante su consumo.

3) Nutricionistas expertos en etiquetado
nutricional para validar la normatividad vigente
en el desarrollo de sus proyectos.

4) Gastronomos que facilitan conocimientos
relacionados con las preparaciones
gastrondmicas asociadas al producto.

5) Disefladores graficos y estudiantes de
Disefio de Comunicacién Visual que dan a los
productos una imagen llamativa y un etiquetado
dinamico, ademas de dar cumplimiento a la
normatividad vigente.

Estructuracion de lainformacion
nutricional

Dado que el reto que se planted al inicio del
ejercicio es la formulacion de un producto
alimenticio saludable, los EIdeben construir, con
baseenlalegislacionvigente,latablanutricional,
asi como la informacién nutricional que debera
llevar el etiquetado de su producto. Por lo cual,
se deberan usar bases de datos nacionales que
albergan las tablas de composicién nutricional
de instituciones como el Instituto Colombiano
de Bienestar Familiar (Instituto Colombiano de
Bienestar Familiar, 2018) ointernacionales como
las tablas de composicion de la U.S. Department of
Agriculture, USDA, (Haytowitz et al., 2019).

Los calculos de las tablas nutricionales
son teodricos. Se realizan las declaraciones
nutricionalesylossellos frontales de advertencia
teniendo en cuenta la normatividad vigente que
para este caso incluyen: la Resolucion 810 de
2021 (Ministerio de Salud y Proteccién Social,
2021), la Resolucion 2492 de 2022 (Ministerio de
Salud y Proteccion Social, 2022) y la Resolucion
25/ de 2023 (Ministerio de Salud y Proteccion
Social, 2023).

Determinacion del costo de produccion
del alimento

Para el calculo de los costos de produccion es
necesario definir los costos fijos y variables.
Dentro de los costos fijos se encuentran, por
ejemplo, los costos de noémina, consumo
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energético, consumo de agua, alquiler, costos
de comunicacién, como el teléfono o el servicio
de internet, entre otros. Dentro de los costos
variables se pueden mencionar los costos de
materias primas e insumos para la elaboracion
del producto. Cuando se hayan definido los
costos, se podra aplicar la féormula de Milton
Friedman (Friedman, 2011), representada en la
Ecuacion 1:

Ec1.

. Costos fijos totales + costos variables totales
Costo por unidad =

Produccién total estimada

Finalmente, para obtener el costo por unidad
producida es necesario determinar el porcentaje
de utilidad que se espera obtener y sumar este
porcentaje al valor obtenido en la ecuacién de
Friedman.

Construccion del informe

Para el caso de estudio, una vez finalizado el
trabajo, el equipo debera estructurar el informe
final, presentando los resultados de su proyecto.
La estructura mas recomendada es la llamada:
IMRD (Introduccion, Metodologia, Resultados y
Discusion) la cual incluye:

1) un titulo (espaiiol e inglés).

2) un resumen que debe contar con
introduccion, materiales y métodos, resultados,
conclusiones y palabras clave (entre tres a cinco,
en espailol e inglés).

3) Introduccion: documentar la justificacion
del porqué se elaborara ese producto teniendo
en cuenta el estado nutricional de la poblacion
y las tendencias del mercado y consumidor,
evidenciando el grado de innovacion de este
producto.

4) Metodologia: a) Encuesta de evaluacion
de concepto: describir la metodologia usada
en la elaboracion de la encuesta de evaluacion
del concepto de producto (nimero de personas
evaluadas, si fue presencial o virtual), incluir

como anexo la encuesta elaborada. b) Materia
prima: describir las materias primas utilizadas
y la justificacion de los ingredientes escogidos.
Indicar donde se adquirieron los ingredientes
y, si es posible, incluir las fichas técnicas de
los proveedores. ¢) Elaboracion del producto:
realizar una descripcion de las formulaciones
elaboradas, incluyendo fotografias y los
porcentajes (%) de cada ingrediente. Colocar la
formulacion final estandarizada del producto
(ingredientes y %). Incluir el diagrama de flujo
y la descripcion de cada etapa de elaboracion
del producto, con fotografias de las etapas de
elaboracion. d) Mediciones y normatividad:
indicar qué metodologias se utilizaron para
medir las caracteristicas sensoriales (grupos
focales, consumidores, nimero de personas,
etc.) y la normatividad usada para el etiquetado
y para el desarrollo del producto. Si realizaron
mediciones  fisicoquimicas del producto
(actividad de agua, pH, sdlidos solubles,
etc.) describir la metodologia empleada en la
cuantificacion.

5) Resultados: a) Evaluacion del concepto:
elaborar tablasy figuras que permitan consolidar
los resultados y explicarlos. b) Rotulado general
del producto: colocar las imagenes de la etiqueta
general y nutricional del producto con todos
los requerimientos solicitados de acuerdo con
la normatividad vigente. c) Consideraciones
nutricionales y de salud: explicar las
declaraciones nutricionales y de salud que
tiene el producto, asi como la importancia de
su desarrollo. d) Resultados sensoriales: si se
realiz6 un analisis sensorial, presentary explicar
los resultados. e) Resultados fisicoquimicos: sise
realizaron mediciones fisicoquimicas, presentar
y explicar los resultados. La discusion debe
incluir la comparacion del producto formulado
con otros productos existentes en el mercado o
con informacion expuesta en literatura cientifica
de productos similares.

6) Conclusiones y recomendaciones: las
conclusiones deben basarse en los objetivos
establecidos. En el caso de presentar
recomendaciones es importante incluirlas en el
documento.
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7) Referencias bibliograficas: presentarlas
siguiendo el estilo Vancouver (Ramirez-Navas,
2013, 2021). Un ejemplo de informe de trabajo se
presenta en Camacho-Franco et al. (2023).

Socializacion deresultados

Para la socializacion de resultados, el equipo
de trabajo puede construir un poster (Young et
al.,, 2019) o realizar una ponencia oral (Seals,
2022). Generalmente la ponencia oral tiene
una duracién 20 minutos y se realiza en un
auditorio donde han sido convocados todos los
asesores y EI de todos los cursos de la tecnologia
de alimentos (TA) y Fundamentos de disefio de
nuevos productos alimenticios (FDNPA). Por
su parte, el poster tiene medidas de 90 cm de
ancho por 110 cm de alto y se presenta de forma
vertical durante una sesion especial de posteres,
acompaifiado de una muestra comercial.

Ponencia

Una ponencia oral es una presentacion donde
investigadores = comparten resultados 'y
metodologias de sus estudios ante una audiencia
(Flamez et al., 2017). Pedagogicamente, las
ponencias fomentan el aprendizaje colaborativo,
el desarrollo de habilidades comunicativas y
la actualizacion de conocimientos de los EI El
contenido de la ponencia debe seguir el orden
del informe que los EI presentaron (usando la
IMRD). Como recomendaciones generales, los
EI deben:

1) Centrarse en la claridad y precision del
contenido, asegurandose de que cada diapositiva
y seccion del discurso aporte valor al tema
tratado y sea facilmente comprensible para el
publico.

2) Practicar la presentacion varias veces
para garantizar un flujo coherente y la correcta
duracion del discurso, ajustandose al tiempo
asignado.

3) Utilizar recursos visuales efectivos,
como graficos y tablas, que complementen y
clarifiquen la informacion verbal, evitando
sobrecargar las diapositivas con texto excesivo.

4) Numerar todas las diapositivas.

5) De ser necesario, incluir en cada diapositiva
las referencias bibliograficas pertinentes de
forma condensada, maximo tres referencias por
diapositiva.

6) Prepararse para responder preguntas
del publico, revisando posibles interrogantes
y teniendo un dominio profundo del tema para
manejar discusiones y retroalimentaciones.

Poster

Esta herramienta de divulgacién debe contener:
1) Titulo.
2) Integrantes.
3) Filiacion.

4) Introduccion: Justificacion del desarrollo
de producto de acuerdo con el estado nutricional
de la poblacion y tendencias del mercado. Aqui
se incluye la poblaciéon objetivo a la que esta
dirigido el producto.

5) Metodologia: Se elabora un parrafo o
tabla que resuma los ensayos elaborados (con
fotografias). Se coloca la formulacion final (%),
ingredientes y su importancia, diagrama de
flujo del proceso de elaboracion (fotografias),
explicacion de los calculos que se realizaron,
normatividad utilizada, metodologia de las
encuestas realizadas.

6) Resultados: se incluye el etiquetado
general y nutricional, vida util estimada del
producto, declaraciones nutricionalesy de salud,
resultados de encuestas realizadas y, en algunos
casos, la ficha técnica del producto.

7) Conclusiones y recomendaciones.

8) Referencias. Ademas del pdster, los
EI presentan el producto elaborado con su
respectiva etiqueta (muestra comercial). Para
facilitar el trabajo a los EI se les provee una
plantilla de poster.
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Muestra comercial

A través de la muestra comercial, los EI tienen
la oportunidad de presentar sus productos
ante propios y visitantes, con el fin de brindar
informaciéon mas profunda sobre las virtudes
y beneficios de sus productos, recibiendo
retroalimentaciéon de manera directa de los
consumidores. Para esta muestra comercial,
se realizan actividades en articulacion con
estudiantes del programa de Disefio de
Comunicacion Visual, quienes brindan a cada
equipo una identidad de marca, estrategias
de marketing, disefio de etiquetado y tipos de
empaque apropiados para el producto.

De este modo, se logra generar un impacto
visual a los consumidores y se acerca a los
estudiantes a una experiencia real de disefio de
nuevos productos, al presentarse la necesidad
de comunicar de manera clara y especifica los
requerimientos legales desde la nutriciéon a
estudiantes de diserio para, de este modo, lograr
etiquetas en concordancia con la normatividad
vigente, mostrando de manera agradable y
diferencial el producto desarrollado por cada
grupo de trabajo.

Perspectivas finales

En el contextoacadémicoy profesional del disefio
de alimentos, la adopcion de metodologias como
el DT, el ABR y el ABP es fundamental, dado
que estas estrategias potencian la creatividad
e innovacion, el pensamiento critico y la
resolucion de problemas reales, habilidades que
se requieren para la formulaciéon de alimentos,
sobre todo cuando se espera responder no solo
a necesidades nutricionales sino también a
expectativas sensoriales y de sostenibilidad
desde la responsabilidad social que impacta la
salud y la calidad de vida de las personas a través
de la alimentacion y la nutricion.

La implementacion de estas metodologias
fomenta wuna formacién académica que

trasciende el conocimiento teérico y busca
enfrentar a los estudiantes a situaciones que los
lleven a rescatar, comprender y aplicar aquello
que aprenden como una herramienta para
resolver problemas o proponer mejoras en los
espacios en donde se desenvuelven e interactiia
el nutricionista en formacion, articulados en
procesos creativos y de toma de decisiones,
preparandolos para enfrentar y liderar los
desafios del sector alimenticio en un entorno
global, en contexto con la cultura alimentaria y
gastronomica.

Esto se refleja en la capacidad de integrar
conocimientos de diversas areas, como la
microbiologia, la quimica, la farmacologia,
la toxicologia, la ingenieria de procesos, la
clinica nutricional, la salud publica, entre otras,
para desarrollar propuestas innovadoras de
alimentos o experiencias destinadas a atender
necesidades y crear oportunidades en el campo
de la alimentaciéon y la nutricion con una
mirada desde lo local a lo global, destacando la
relevancia de una vision integral que considera
los determinantes sociales de la salud.

Por otro lado, la estructuracion de este
protocolo para el disefio de alimentos, como se
describe en el documento, no solo sistematiza el
proceso educativo, sino que también garantiza
la reproducibilidad y la eficacia en la innovacion
alimentaria. Al aplicar este protocolo, los
estudiantes experimentan un aprendizaje
significativo que simula desafios profesionales
auténticos, como la seleccion de materias primas
o la optimizacion de procesos a través del disefio
experimental. Esto permitira a los futuros
profesionales contribuir eficazmente al sector,
enfocandose en la produccion de alimentos
seguros, nutritivos y accesibles.

De igual manera, la aplicaciéon de este
protocolo revela un incremento notable en
la comprension y aplicacion de conceptos
complejos, evidenciando la utilidad del DT, ABP
y ABR para la formacién integral y la habilidad
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para abordar problemas de manera estratégica
en la futura vida profesional de los estudiantes.
De tal manera, que al finalizar el ejercicio
planteado a través de los cursos de la linea de
ciencia y tecnologia de alimentos se evidencia
que en los estudiantes se ha forjado una postura
critica ante la defensa de una alimentacion
adecuada y responsablemente pensada.

Conclusiones

En este documento, se reflexiond sobre el
proceso de disefio de alimento y se present6 un
protocolo educativo, como metodologia para la
creacion de alimentos innovadores mediante un
enfoque centrado en el aprendizaje basado en
retos (ABR), aprendizaje basado en proyectos
(ABP) y el Design Thinking (DT), aplicado en los
cursos de Tecnologias de los Alimentos y Disefio
de Nuevos Productos Alimenticios.

El empleo de metodologias practicas en la
ensefianza facilita que los EI interactien con
escenarios disefiados para replicar condiciones
reales. El enfoque educativo propuesto en el
protocolo robustece competencias técnicas,
administrativas y comerciales, permitiendo a los
Elaplicar demaneraintegradalos conocimientos
adquiridos de diversas disciplinas, lo que
aumenta su capacidad de innovaciéon vy
colaboracion. Tal aprendizaje interdisciplinario
no solo mejora habilidades individuales, sino
que también equipa a los EI para afrontar los
retos del entorno laboral actual, incrementando
su competencia y versatilidad para futuros roles
profesionales.

Ademas, esta metodologia enfatiza en la
importancia de la creatividad, el trabajo en
equipo, el pensamiento critico y la construccion
de conocimiento a partir de los procesos
practicos, de reflexion y autocritica durante el
desarrollo de un alimento a fin de cumplir con
las expectativas y necesidades nutricionales
de la poblaciéon objetivo. Implementar este

modelo pedagdgico no solo brinda a los EI
las competencias para enfrentar desafios
practicos en el sector alimentario, sino que
también fomenta el desarrollo de alternativas
alimentarias que sean sostenibles y saludables,
en linea con los objetivos globales de salud
publica.
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AbSt ract The pitahaya Selenicereus undatus is a fruit widely consumed in the Yucatan Peninsula in Mexico, and its cultivation is
promising due to its adaptability to adverse climatic conditions, its nutritional quality, and its bioactive compounds. The objective of this
work was to determine the physical parameters of the fresh fruit (weights and diameters) and chemical parameters of the pulp (stored at
-18 °C) of pitahaya grown in two locations in the state of Yucatan, as well as to estimate the yield of fructooligosaccharides (FOS) present in
freeze-dried pulp and peel flour, using the solid/liquid extraction method. Six physicochemical and six proximal descriptors (in freeze-dried
pulp and peel), which were statistically compared using the t-student test, were quantified. The fruits had an average weight of 534.81 and
520.36 g for the pitahaya grown in Kinchil and Yobain, respectively. The peel weight of the fruit from Kinchil was significantly (p < 0.05)
higher. The pulp represented between 67 — 72 % of the weight of the fruits. The physicochemical analysis of the fruit pulp indicated that the
average total soluble solids/titratable acidity (TSS/TA) ratio was 20.5, and the pH was 3.29. The proximal analysis expressed on a dry basis
(% d.b.) showed average values for the pulp of 4.80 % ash, 0.47 % crude fat, 10.42 % crude fiber, and 6.92 % protein; while for the peel 14.20
% ash, 1.39 % crude fat, 22.22 % crude fiber, and 5.31 % protein. The values of crude fiber and total carbohydrates in the peel, as well as the
crude fat content in the pulp, were different (p < 0.05) between the locations. The estimated extraction yield of FOS with water was 86.49 g/kg
for the freeze-dried pulp and 17.64 g/kg for the freeze-dried peel flour. This fruit exhibited good nutritional properties, and the freeze-dried
flour from its peel could be used as supplement rich in dietary fiber and, together with the freeze-dried pulp, could be added to products such
as juices, yogurt, and jams, among others, with a potential prebiotic effect due to its fructooligosaccharides content.

Keywords:: Aqueous extraction, chemical composition, dragon fruit, pitahaya, functional food, oligosaccharides, physical characteristics.

Resumen ra pitahaya Selenicereus undatus es una fruta muy consumida en la peninsula de Yucatan, México, y su cultivo es promisorio
debido a su adaptabilidad a condiciones climaticas adversas, su calidad nutricional y sus compuestos bioactivos. El objetivo de este trabajo
consisti en determinar parametros fisicos del fruto fresco (pesos y didmetros) y quimicos de la pulpa (almacenada a -18 °C) de pitahaya
cultivada en dos localidades del estado de Yucatan, asi como estimar el rendimiento de fructooligosacaridos (FOS) presentes en pulpa y la
harina de la céscara liofilizadas utilizando el método de extraccién sélido/liquido. Se cuantificaron seis descriptores fisicoquimicos y seis
proximales que fueron comparados estadisticamente mediante la prueba t-student. Los frutos frescos tuvieron un peso promedio de 534,81y
520,36 g para la pitahaya cultivada en la localidad de Kinchil y Yobain, respectivamente. Siendo significativamente (p < 0,05) mayor el peso de
la cascara del fruto proveniente de Kinchil. La pulpa represent6 entre el 67 - 72 % del peso de los frutos. El andlisis fisicoquimico de la pulpa
de la fruta indicé que la relacion sélidos solubles totales/acidez titulable (SST/AT) promedio fue de 20,5 y el pH 3,29. El andlisis proximal
expresado en base seca (% b. s.), arrojo valores promedio para la pulpa de 4,80 % cenizas, 0,47 % grasa cruda, 10,42 % fibra cruday 6,92
% proteina; mientras que para la cascara 14,20 % cenizas, 1,39 % de grasa cruda, 22,22 % fibra cruda y 5,31 % proteina. Los valores de fibra
cruday carbohidratos totales en la cascara, asi como el contenido de grasas cruda en la pulpa fueron diferentes (p < 0,05) entre las localidades.
El rendimiento estimado de extraccion de FOS con agua fue 86,49 g/kg para la pulpa liofilizada y 17,64 g/kg para la harina de la cascara
liofilizada. Este fruto exhibi6 buenas propiedades nutricionales, pudiendo emplearse harina liofilizada de su cascara como suplemento rico
en fibra dietética y en adicién con la pulpa liofilizada podrian ser afiadidos en productos como jugos, yogurt, y mermeladas etc., con potencial
efecto prebidtico por su contenido de fructooligosacaridos.

Palabras clave: Alimentos funcionales, caracteristicas fisicas, composicién quimica, extraccién acuosa, fruto del dragén, oligosacaridos.
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Freeze-dried pulp and peel from pitahaya (Selenicereus undatus):
physicochemical properties and potential source of fructooligosaccharides

Introduction

The pitahaya Selenicereus undatus (Haw.) D.R
Hunt (Korotkova et al., 2017) is the fruit of a
cactus native to America that bears fruit between
June and October. It is considered an exotic fruit
with pink peel and white pulp, a characteristic
sweet flavor, and high water content (Castillo
et al.,, 2016). It is currently in great demand
in the international market, and in 2019, 95
% of the world’s production was focused on
this variety (Mordor Intelligence, 2022). Its
popularity derives from the physicochemical
and nutritional characteristics and the bioactive
compounds present in both the pulp and the
peel, which makes it a functional food (Verona-
Ruiz et al., 2020). Although pitahaya has been
cultivated in Mexico in home gardens since pre-
Hispanictimes, its commercial cultivation began
in 1996, yet the boom initiated at the beginning
of the 21t century (Castillo et al., 2016).

In the Yucatan Peninsula, pitahaya is also
grown in small plots and a few larger-scale
plantations, being one of the main producers of
the genus Selenicereus. The National Service for
Agrifood Health, Safety and Quality (SENASICA,
2023) reported that, in the season from June
to November 2023, pitahaya production in
Yucatan was estimated at 156.99 ha and 1803.97
tons registered for export to the United States.
However, it is very important to promote the
preservation of home gardens, which are now in
decline (Castro et al., 2018), not only to preserve
the pitahayas but also the diversity they harbor
(Soza & Pérez-0rozco, 2022).

Regarding its composition, pitahaya is a
low-calorie fruit since 89 % of fresh pulp is
water. The inedible part, the peel, represents
33 % of the total weight of the fruit and is
considered an unusable waste; however, several
studies indicate that it can be a good source of

pigments and antioxidants, such as betalains
and polyphenols, among others, which can be
used as functional ingredients (Fathordoobady
et al., 2021). Using residues derived from
industrial processes, mainly those from fruits
and vegetables given their content of bioactive
compounds, it is becoming increasingly
attractive for obtaining by-products with added
value (Jimenez-Garcia et al., 2022).

Both pitahaya pulp and pitahaya peel contain
fructooligosaccharides (FOS), carbohydrates
that are the energy reserve of the plant and have
a chemical structure composed of one glucose
bonded to multiple fructose residues (from 2 to
10 units) with glycosidic bonds of the B-(2-1)
type (Rahim et al., 2021).

Human digestive enzymes are specific for
breaking a-glycosides bonds and thus cannot
break the p-bonds of the anomeric carbon 2
of fructooligosaccharides, which classifies
them as non-digestible; they reach the large
intestine intact, where they are susceptible to
fermentation by the intestinal microbiota. Thus,
pitahaya fructooligosaccharides are considered
a source of natural prebiotics (Wichienchot et
al., 2010). The analysis of the physicochemical
composition of the pitahaya peel grown in the
state could encourage its use, contributing to the
reduction of waste generatedinthefoodindustry.
The extraction of FOS using environmentally
friendly techniques is promising for adding
value to the fruit.

The objective of this research was to
determine the physicochemical characteristics
of the whole fruit and its pulp, and the proximal
characteristics of the freeze-dried pulp and peel
of pitahaya grown in two locations in Yucatan,
Mexico, in addition to the fruit’s FOS extraction
yield using water as a solvent.
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Methodology

Pitahayas (S. undatus) cultivated in two localities
of Yucatan were used. The first batch of pitahayas
was grown in Kinchil, Yucatan, located at the
coordinates 20°54'59''N 89° 56'51''W, with a
temperature range between 26.7 - 31 °C, wind
from the N at 5 km/h, an humidity range of 22.54
- 45 %, and an average altitude of 6 meters
above sea level (INEGI, 2017). The second batch
was grown in the municipality of Yobain, with
the following coordinates 21° 14' 00’ N 89° 06'
59’ W, a temperature range between 24 - 26
oC, wind from the north at 6 km/h, an humidity
range between 49 — 60 %, and an average

Figure 1

altitude of 4 meters above sea level (INEGI,
2017). Eleven units of pitahayas were obtained
for each location.

Fruits were selected based on their
commercial maturity, the color of their peel
(red-pink), and their phytosanitary conditions
(only those free of pests, diseases, rot, and
mechanical damage were chosen) in accordance
with the Codex Alimentarius 237 (CODEX STAN,
2003). According to their weight, they were
classified as: '"very good appearance", "F"
caliber, or superior, with their weight being >
400 g. (Castillo et al., 2016). Figure 1 shows the
appearance of the fruits.

Pitahaya from the localities of Kinchil (left) and Yobain (right)

The fruit was washed with running tap water
and dried with sterile gauze. The diameters were
measured with a digital vernier, and the weight
of the whole fruit was registered; then, the pulp
was manually separated from the peel, and the
weight of each was registered according to its
locality.

Both the pulp and the peel were chopped into
pieces of approximately 2 x 8 x1cm and stored in
food-grade, environmentally friendly silicone

bags in accordance with the U.S. Food and Drug
Administration (FDA). The bags were labeled
according to the origin of the fruits (Kinchil or
Yobain) and were stored at - 18 °C until their use
to determine their chemical characteristics.

Freeze-dried pulp and peel of pitahaya

To ensure preservation and reduce moisture
content, the frozen fruit was freeze-dried at —
46 °C and 0.340 mbar vacuum pressure for 48
h in the LABCONCO freeze-dryer (FreeZone,
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4.5). With the freeze-dried peel, flour was
obtained. The flour and the pieces of freeze-
dried pulp were stored in amber glass bottles
with labels identifying the origin of the fruit
and finally stored in a Polar brand horizontal
freezer model CH-25R at -18 °C until use to
determine the proximal characteristics and the
estimation of freeze-dried pulp and peel the
fructooligosaccharides content.

Physicochemical characteristics of
whole pitahaya fruit and defrosted pulp

To determine pH, titratable acidity, and
soluble solids, pulp pieces were thawed at
room temperature and mashed with a pestle
and mortar for each of the samples (Kinchil
and Yobain). The analyses were performed in
triplicate.

The following fruit characteristics were

quantified:

1. Weight determination. An ETEKCITY
digital scale model EK4150 (China), with a
capacity of up to 5 kg, was used. The whole fruit
was weighed, then the pulp was separated from
the peel, and each part was weighed. All weights
were recorded, and the percentages of pulp and
peel were calculated.

2. Equatorial and polar diameters. A
PSQME digital Vernier caliper model JS-01-150,
with an accuracy of 0.007/0.02 mm, was used to
measure the polar and equatorial axes. The polar
diameter was measured from the base to the tip
of the fruit, and the equatorial diameter was
measured from the middle transverse part.

3. Total soluble solids (TSS). They are
expressed in °Brix and were estimated in the pulp
puree by reading in an electronic refractometer
(ATAGO, Japan, model RX-7000) at 20 °C, using

method 932.12 of the Association of Official
Analytical Chemists (AOAC, 2005a).

4. pH. The pH value in the previously
blended pulp was determined using a Yabely
potentiometer (model ML1-MX-0004, USA),
with a precision of 0.01, following the method
081.12 (AOAC, 2005a).

5. Titratable acidity (TA). For the
determination of titratable acidity, 10 g of pulp
was blended in 50 mL of distilled water, and the
mixture was filtered through a strainer. 50 mL of
the filtered mixture was placed in a beaker and,
with the help of an automatic burette, titrated
with 0.1 N sodium hydroxide (NaOH), using 1
mL of 0.5 % phenolphthalein as an indicator
and stopping the titration process when an 8.3
pH was reached (with the help of a previously
calibrated potentiometer). The results were
expressed as the percentage of malic acid
(milliequivalent 0.064), following AOAC official
method 942.15 (AOAC, 2005b).

6. TSS/TA ratio. It was calculated from the
concentration of total soluble solids in relation
to the titratable acidity value obtained.

Proximate composition of pulp and peel
from pitahayas

The freeze-dried pulp and the flour obtained
from the freeze-dried peel were used to
determine their proximate composition
(moisture, ash, crude fat, crude fiber, crude protein,
and carbohydrates expressed as nitrogen-free
extract) quantified using the procedures by
the Association of Official Analytical Chemists
(AOAC). All analyses were performed in
triplicate, and the results were expressed on a
dry basis (% d.b.).
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1. Moisture. This method 925.10
(AOAC, 2005c) was based on the gravimetric
determination of the mass loss of the sample.
Moisture was evaluated based on weight loss
after drying in a Fisher Scientific™ convection
oven (model 851 F) at 110 °C until a constant
weight was reached.

2. Ash. Method 923.03 (AOAC, 2005d),
which is based on the incineration of the organic
matter from a sample to quantify the remaining
inorganic fraction corresponding to the ash, was
used to determine the ash content. The samples
were incinerated in a muffle Thermo Scientific™
(model F48020) furnace at 550 °C for 3 hours.
The remaining inorganic material was cooled
and weighted to perform the corresponding
calculation.

3. Crude fat. In the flour samples, crude fat
was quantified using the 2003.06 method (AOAC,
2012). This method is based on the extraction
of oils and fats, known as ethereal extract, to
determine the crude fat content of the sample.
The content was obtained from an extraction
with hexane using a Soxtec™ 8000 system.

4. Crude fiber. Using method 962.09
(AOAC, 1990), the sample was digested with 1.25
% sulfuric acid and then with 1.25 % sodium
hydroxide using a Fibertec™ 8000 system.
The residue composed of fiber was determined
by drying to constant weight, calcining, and
reweighting.

5. Crude protein. It was determined by the
Kjeldahl-Gunning method 992.23 (AOAC, 2000),
which consisted of digestion, distillation, and
acid-base titration of the nitrogenous material
present in the sample with a Kjeltec™ 8200
digestion system. The crude protein content was
calculated as nitrogen content (N2) x 6.25.

6. Total carbohydrates. It was obtained as
the result of the difference, 100 - ash (%), crude
fat (%), crude fiber (%), and crude protein (%).

Procedure for the extraction of
fructooligosaccharides (FOS)

The extraction of FOS was done using the method
by Wichienchot et al. (2010). The sample/solvent
ratio was 1 g of freeze-dried pulp to 5 mL of
water (1:5 w/v). For the peel, 1 g of freeze-
dried flour was added to 20 mL of water (1:20
w/v). The samples were mixed with water in
beakers, stirring continuously for 1 h at room
temperature (28 + 2 °C) inside the laboratory.
Subsequently, the mixture was filtered through
a gauze cloth bag while pressing it to remove
seeds and sediment. The concentrated extracts
were centrifuged at 10000 x g for 10 min, and the
supernatant was frozen at -20 °C until further
use.

For the FOS content estimation, the method
reported by Montafnez et al. (2011) was used,
which requires subjecting the extracts to
hydrolysis with the enzyme invertase, catalyzing
the cleavage of non-reducing terminal residues
of FOS, and releasing the reducing sugars (RS)
molecules fructose and glucose (Apraez &
Castillo, 2015).

Initially, reducing sugars (RS) were measured
for each of the extracts. The colorimetric method
proposed by Miller (1959) wasused duetoitshigh
sensitivity. It is based on the reaction between
3,5-dinitrosalicylic acid and the reducing group
of fructose or glucose, forming an orange-brown
colored compound quantifiable colorimetrically;
the intensity of the color is proportional to the
concentration of reducing sugars. It was read at
a wavelength of 510 nm since, according to the
results of Lam et al. (2021), at this length, there
is a maximum absorbance. The concentration of
reducing sugars in the samples was calculated
by interpolation on a standard fructose curve.
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Subsequently, Maxinvert® invertase
enzyme (EC 3.2.1.26) was used 300 U/mg of solid.
1 mL of enzyme was added for each kg of sugar,
so each extract was measured for its °Brix level,
and the result was registered as g of sucrose in
the extract. To add the corresponding amount of
the enzyme, the pH of the solution was changed
to 4.5 and then incubated at 65 °C for 6 h. In the
end, the enzyme was inactivated by heat shock
at 80 °C in a water bath.

In the extracts already hydrolyzed by the
invertase enzyme, the content of reducing
sugars (RSi) was determined again. The increase
in RS release in the post-invertase measurement
would evidence the existence of FOS in pitahaya
pulp and peel extracts. To determine the FOS, the
RS before hydrolysis were subtracted from the
RSi after hydrolysis, as expressed in Equation 1.

Eqi.  FOS = RSi— RS

Where:
RSi: reducing sugars invertase.

RS: reducing sugars.

For each test, three replicates were
performed. Each result was expressed as the
average of the determinations made.

Statistical analysis

All data was expressed as the mean + standard
deviation of three replicates. The experimental
unit was 22 pitahaya fruits (11 from each
locality). A Student's t-test was applied
to differentiate the means of the physical
characteristics (weight, diameters, and total
soluble solids), the chemical characteristics in
the fruit pulp defrosted (pH, titratable acidity)
and the proximate components (moisture, ash,
crude fat, crude fiber, crude protein, and total

carbohydrates) of the two locations (Kinchil vs.
Yobain). For FOS extraction yield, the difference
between means was between pulp and freeze-
dried peel flour (regardless of locality). Data was
analyzed using the statistical program STATA
13.0.

Results and Discussion

Physicochemical characteristics of
whole pitahaya fruit and defrosted pulp

The results of the physical characteristics of
the fruits are shown in Table 1. It was observed
that the weight of the fresh fruits was within the
average reported by other authors, which ranges
from 406.70 to 556.80 g (Warusavitharana et al.,
2017).

The pulp was found in the range of 60 to 80
% of ripe fruit weight reported by Mercado-
Silva (2018). In terms of dimensions, the fruit
was generally ellipsoidal in shape, with values
that were within those stated by Wichienchot
et al. (2010), with 8 to 15 cm in length and 6
to 10 cm in diameter. Among the differences
found, the fruit from Kinchil had significantly
(p < 0.05) more peel and was more elongated
(ellipsoidal shape) than the fruit from Yobain.
These morphological differences at the fruit
level could be due to a dispersion crop species
that presents high polymorphism. The species
has undergone human selection due to fruit
collection, a situation that has promoted the
diversity of fruits in shape, size, color, and
organoleptic quality (Manzanero-Acevedo et al.,
2014).

Castillo et al. (2016) documented that in
the Yucatan Peninsula, the harvest is classified
according to weight into three classes: I. fruits
of very good appearance > 400 g, IL. fruits of
250 to 400 g, and III. fruits < 250 g. The fruits
of this analysis Table 1, presented the best
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classification or classes I, since their weight was
bigger than 400 g, being the average weight of
the pitahaya fruit for Kinchil and Yobain equal
to 534.81 g and 520.36 g, respectively. However,

Table 1

if we were looking for fruits with a higher pulp
content, the samples from the Yobain would be
better suited, considering that, on average, their
pulp content was higher (371.09 g).

Physical characteristics of fruit fresh of pitahaya cultivated in two

localities of Yucatan

Characteristics

Pitahaya Kinchil

Pitahaya Yobain

Fruit dimensions (cm)
Length (polar axis)
Diameter (equatorial axis)

Polar/equatorial axis ratio

9.86 £ 0.742
9.32+£0.602
1.05 £ 0.05°

9.18 +0.74°
9.38 +0.40°
0.97+£0.06°

Weights (g)

Fruit weight
Peel

Pulp

534.81+87.96°
175.36 + 38.00
359.45+70.892

520.36 + 67.02°
149.27 +17.86°
371.09 £ 53.03°

Ratio (weight/weight %)
Peel
Pulp

Peel/Pulp ratio

32.88 +5.45°

67.11+5.452

2,10+ 0.442

28.78 +2.13°
71.21+£2.03°

2.49 +0.25°

Note. Mean + standard deviation (n = 11). =® Different letters in the same row indicate a

significant difference (p < 0.05).

The physicochemical characteristics are
observed in Table 2. In the present analysis, an
average pH of 3.29 was found. The pH in the
pitahaya pulp increases as the fruit matures
because, during ripening, the organic acids are
used as a substrate during respiration and are
partly transformed into sugars (Magania et al.,
2013). Our average was not as high compared to
the average reported by Obregon-La Rosa et al.

Table 2

(2022), describing a pH of 4.16 and a maturity
index MI (SST/AT) of 53.17 in the pitahaya pulp
of this genus grown on the central coast of
Peru. This lower pH in the pitahayas from both
locations could be associated with their state of
maturity (Sanin et al., 2020), which was 20.95 on
average; in addition, the samples were analyzed
in a defrosted state, which could influence the
result.

Physicochemical characteristics measured in pitahaya pulp (values of defrosted sample)

Total soluble solids

Locality pH

Titratableacidity  1o4] soluble solids/

(°Brix) (%) Titratable acidity
Kinchil 3.28 £ 0.06° 10.34+0.37° 0.50 +0.02° 20.73+£1.36°
Yobain 3.31+0.03? 11.60 + 0.53° 0.55+0.03? 2117 £1.942

Note. Mean + standard deviation (n = 3). 2" Different letters in the columns indicate significant difference (p < 0.05).
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Of the variables reported in Table 2, only
the variable of total soluble solids (TSS) showed
significant differences (p < 0.05) between the
localities, the value was higher in the fruits
harvested in Yobain (11.60 * 0.53 °Brix) than
those coming from Kinchil (10.35 + 0.37 °Brix).
TSS are mostly made up of sugars (glucose and
fructose), but also other compounds such as
organic acids. During maturation, these acids
are partly transformed into sugars, the loss
of water as the fruit ripens concentrates the
sugars, which gives the fruit a sweeter flavor.
(Verona-Ruiz et al., 2020). The differences
found in the fruits may be due to the state of
physiological maturity since it has been proven
that the higher the degree of maturity, the
greater the concentration of sugars in a fruit
(Centurion Yah et al., 2008). The values found
in the pitahaya grown in Kinchil with 10.34 ©
Brix coincide with those reported by Magafia et
al., (2013) of 10.56 ° Brix measured in pitahaya
(S. undatus), cultivated in Yucatan and exposed
to room temperature (26 + 2 °C) for three days,
after harvest.

The average titratable acidity (TA, % malic
acid) value found was 0.52 %, and there were no
significant differences (p > 0.05) in TA between
samples from the two locations. Generally, the
acidity of the fruit decreases as it ripens (Magafia
et al., 2013). The percentage of titratable acids
for the locality of Kinchil was the same as the
value reported by Magafia et al. (2013), with
an acidity percentage of 0.50 % in pitahaya (S.
undatus) grown in Yucatan and exposed to room
temperature (26 + 2 °C) for three days, after
harvest.

The TSS/TA ratio, also known as maturity
index (MI), was 20.73 + 1.36 and 21.17 + 1.94
for fruit from Kinchil and Yobain, respectively.
Centurion-Yah et al. (2008) observed the
evolution of the physicochemical characteristics

of pitahaya fruits during ripening, finding that
fruits 29 days after flowering had an acidity of
0.6 (% malic acid), a TSS of 11.8 °Brix, and a
TSS/TA ratio of 20.6. Considering these values,
the studied pitahayas from both locations could
have approximately 29 days of ripening after
flowering.

When evaluating the chemical composition
of the freeze-dried pulp between the different
locations, only total soluble solids (°Brix)
presented a statistical difference (p<0.05) (Table
2). This suggests that the pulp of this species,
regardless of its origin, has properties that could
benefit the consumer if commercialization is
considered in the future. Even so, in this study,
it was observed that the pitahaya pulp collected
in the town of Yobain presented higher values
at the level of physicochemical analysis. This
implies a potential to deepen future studies on its
nutritional value to recommend its consumption
and production on a large scale.

Proximal analysis in freeze-dried pulp

It should be noted that the freeze-drying
process is the best drying method to preserve
the nutritional properties of foods, compared
to other techniques (Jude et al., 2023). In the
analysis done by Ayala et al. (2010), it allowed
the preservation of pitahaya slices by reducing
water activity below 0.4, preserving the volume
significantly, increasing porosity, and allowing
rehydration to approximate its initial moisture
content. Our results are on a dry basis and are
compared with studies reported in the same way.

The values of the proximal chemical
components are shown in Table 3. The average
ash content in the freeze-dried pitahaya pulp
was 4.80 %; this value was higher than that
reported by Chik et al. (2011), which evaluated
the quality and proximal characteristics of three
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types of pitahaya grown in Malaysia, finding that
the genus S. undatus had an ash content of 2.6 %
in the pulp. In Yucatan, the soil is predominantly
calcareous (high in minerals) (Castillo et al.,
2016), which could influence the content of
mineral salts in the sample, as reflected in the
ash weight. Although there were no significant
differences (p > 0.05), the mean ash content of
pitahaya from Yobain was higher than that of
Kinchil.

The average crude fat content in the pulp was
0.47 %, a percentage considered normal when
considering that the concentration of lipids in
fruits is generally less than 1 % (e.g., 0.2 % in
grapes, 0.1 % in bananas, and 0.06 % in apples)
(Vicente et al., 2021). The value found in this
study is higher than that reported by Chik et al.
(2011) of 0.1 %; however, there are reports of up
to 4.5 % crude fat in other varieties of pitahaya
like Hylecereus polyrhizus (Jaafar et al., 2009).

The average fiber content was 10.42%; the
fiber content varies depending on the state of
maturity of the fruit. This value was lower than
that reported by Obregén-La Rosa et al. (2022),
with 27.1 % in pitahayas of this genus grown

Table 3

on the central coast of Peru, which could be
due to their higher state of maturity MI = 53.17
compared to the state of maturity MI=20.95 of
the fruits of this study.

The mean value of protein percentage was
6.92 %. Protein represents < 1% of the fresh mass
of most fruits (Vicente et al., 2021). Although it
is not an important source of this nutrient, its
content is not negligible, and it is important to
note that, as shown in Table 3, the fruit from
Kinchil had a higher average value (7.24 + 0.47)
if compared to the pulp analyzed from Yobain
(6.59 + 0.50). The percentage found was close to
the total obtained by Chick et al. (2011) of 7.7 %,
analyzing the same pitahaya species.

The analysis of total carbohydrates in pulp
did not show significant (p < 0.05) differences
between locations. Carbohydrates represent
up to 90 % of the pulp (Peerakietkhajorn et al.,
2020). In this sense, it can be said that the pulp
of the two localities could be considered for
use as a source of fructooligosaccharides due
to their content of indigestible carbohydrates,
which had previously been reported in other
investigations (Wichienchot et al., 2010).

Proximal composition on dry basis (freeze-dried pulp and peel flour) cultivated in two

localities of Yucatan

Component (%) Pulp Kinchil Pulp Yobain Peel Kinchil Peel Yobain
Crude protein 7.24 £ 0.47% 6.59 £+ 0.50* 5.43+0.11° 5.20 + 0.30°

Crude fiber 9.94 +1.174 10.89 +2.28% 19.58 + 0.26° 24.87+0.42°
Crude fat 0.61+0.14 0.33+0.098 1.60 + 0.342 1.18 £ 0.162

Ash 4.54 +£0.32 5.05+0.36* 13.64 +0.822 14.76 + 0.412

Total carbohydrates 77.64 113~ 76.78 £2.754 59.73 £1.27° 53.97 +1.02°

Note. Mean + standard deviation (n = 3)-2 Different letters in the rows for the same peel component between
localities indicate a significant difference (p < 0.05).) #-® Different letters in the rows for the same pulp component
between localities indicate a significant difference (p < 0.05).
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Proximal analysis of freeze-dried peel

Evaluating freeze-dried peel flour, the average
ash content was 14.20 % (Table 3). Previous
studies carried out on varieties of this genus
had reported values of 15.0 % (Chik et al., 2011)
and 18.54 % (Zhuang et al., 2012). Even without
differences at the average level for ash, the
town of Yobain had a better performance, which
could be related to the composition of the soil,
which is variable in the Yucatan Peninsula. The
amount of predominant minerals (calcium
and magnesium) in the calcareous soil could
influence the mineral content present in the
fruit peel (Hernandez Alva et al., 2018)

The average fat content was 1.39 %, which
was very close to the 1.34 % reported by Zhuang
et al. (2012) in the study carried out on pitahaya
peel flour of this genus. Although the mean value
was higher in the fruit from Kinchil, there were
no significant differences. Jiang et al. (2021)
reported in their comprehensive review that the
fat content represents between 0.10% and 2.34%
of the dry weight of pitahaya peels. This content
is low compared to the peel of other fruits like
papaya 2.48 + 0.40 % and blueberry 4.13 + 0.19
% (De Moraes Crizel et al., 2016).

The crude fiber content in the peel of the fruit
from Yobain (24.87 + 0.42) was significantly
(p < 0.05), higher than the peel of the fruit from
Kinchil (19.58 + 0.26). Crude fiber is mainly
composed of cellulose and lignin, which are the
structural components of the peel cell wall. The
difference in crude fiber content may be due to
the anatomical characteristics and chemical
diversification of the cell wall (Maceda et al.,
2021). The average value of 22.22 % was similar
to the one indicated by Chia & Chong (2015), with
23.75 % in fruit peel of Hylocereus polyrhizus.
This work did not determine the fiber fractions
(soluble and insoluble), but it’s reported that
pitahaya peel flour has a high fiber content,

approximately 79 % by dry weight, and the
ratio of insoluble fiber to soluble fiber is close
to 1:32. However, further research is needed
to investigate its biological properties in vivo
(Zhuang et al., 2012).

The average value of the protein content
in the peel was similar between the locations,
with an average value of 5.31 %. Since the peel
is not usually consumed, its contribution to
the diet is not considered, but it is noteworthy
that the percentage reported by Morais et al.
(2021), in flour peels of pitahaya (Selenicereus
megalanthus) was 7.48 + 0.62 %, even superior
to the content found for the pulp from Kinchil
(7.24 £ 0.47 %) in the present analysis.

If we talk about the proximal contribution
according to the type of sample, it was found
that the percentage of crude fiber in the peel
of the fruit from Yobain was significantly
higher (p < 0.05) than that of the fruit from
Kinchil. Therefore, total carbohydrates for
the peel of the fruit from Kinchil (59.73 + 1.27)
were significantly higher (p < 0.05) since their
relationship is inverse.

Analysis of the extracted FOS

The results of the estimation of extracted FOS
content for the freeze-dried pulp were 86.49 +
13.50 g/kg and for the peel (freeze-dried peel
flour) 17.64 + 1.53 g/kg, as shown in Figure 2.
These differences in FOS according to the type
of sample may be due to the peel having a higher
content of insoluble fiber and a lower content
of fructose and glucose (Mohd Adzim Khalili
et al., 2014); these are constituent monomers
of fructooligosaccharides. However, the peel
is also a source of antioxidants, of which 51 %
is related to the presence of flavonoids 357 mg
RE/g (rutin equivalents/g of sample) (Jimenez-
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Garcia et al., 2022); therefore, if the fruit is used
as a whole, it would provide a prebiotic effect
and antioxidant fiber. FOS are widely recognized
for their impact on human health due to their

Figure 2

prebiotic properties associated with satiety,
appetite regulation, intestinal transit, and lipid
metabolism, among others (Nobre et al., 2021).

Estimated content of fructooligosaccharides (FOS) extracted from
pitahaya pulp and peel (report on freeze-dried sample w/v)

86.49 + 13.50 (a

FOS (glkg)

Pulp 1:5 (wiv)

17.64 + 1.53 (b

Peel 1:20 (wiv)

Note. Mean + standard deviation (n = 3). 2 Different letters in the columns indicate

significant difference (p < 0.05).

Although the use of ethanol as the FOS
extraction solvent is preferred, water was used
in this study, as it is an environmentally friendly
solvent. Wichienchot et al. (2010) reported an
oligosaccharide content (extracted with 80%
ethanol) in pitahaya pulp of 86.2 g/kg, a content
similar to that found in the present analysis of

86.49 g/kg.

Even though our results seem to indicate
that extraction with water allows for effective
extraction of oligosaccharides, it is important
to remember that, in this study, an estimate
was used, and an analysis by high-performance
liquid chromatography (HPLC) is required to
ensure that the molecular weights correspond to
fructooligosaccharides and not to another type
of oligosaccharides.

Rohin et al. (2014) reported a lower content
(14.92 pg/100 g) of fructooligosaccharides in
pitahaya peel extracted with 50 % ethanol
and concluded that the composition of
fructooligosaccharides is significantly higher
in the fruit’s flesh (104.94 +3.20 ug/100 §g)
compared to the peel.

The extraction of FOS from the pulp would
contribute to promoting a better use of pitahaya,
giving added value to the fruit, and allowing the
enhancement of its commercialization and its
position in the market. Furthermore, the FOS
in pitahaya behaves like prebiotics that are not
digested but fermented in the colon, presenting
positive physiological effects that will benefit
the health of consumers (Dasaesamoh et al.,
2016).
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Conclusions

Although the fruits had the same state of
maturity, the present study found that the
pitahaya grown in the town of Yobain had better
performance, highlighting the variables on fruit
shape (less elongated) and pulp weight, aswell as
a greater degree of sweetness expressed in °Brix.
As for the proximal analysis carried out on the
freeze-dried pulp and peel flour, both the pulp
and the peel of the fruit from Yobain contained
more crude fiber and less fat, while the fruit from
Kinchil contained more protein; although this
difference it was not significant. The extraction
using water as a solvent was feasible to recover
a relevant amount of fructooligosaccharides
from the freeze-dried pulp (86.49 g/kg), being
a promising way to add value to pitahaya fruits.
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